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Introduction

I.Le cancer
A. Généralités

Le cancer désigne un groupe de maladies qui affectent le fonctionnement intrinseque de
nos cellules qui, progressivement, €chappent aux mécamsmes normaux de contrdle de la
croissance, de la différenciation et de I’apoptose. La rupture de 1’équilibre entre ces
mecanismes conduit a une prolifération cellulaire incontrdlée.

Le développement et 1’évolution d’un cancer peuvent étre divisés en trois grandes
phases : (1) la transformation maligne d’une cellule normale en cellule cancéreuse
(tumorigenése ou carcinogenese) et sa prolifération incontrdlée (désordre monoclonal) ; (i1)
I’angiogenese et 1’extension locale de la tumeur ; (111) I’invasion ganglionnaire (invasion

régionale) puis métastatique (invasion a distance) (McCormick, 1999; Nowell, 1989).

B. Genese d'un cancer : deux dogmes

Depuis plusieurs dizaines d’annces, le développement d’une tumeur est vu comme un
processus multi-étapes mettant en jeu plusieurs altérations génétiques et sélections clonales
successives (Nowell, 1976). Cette théorie se concentre plus sur la nature et le nombre de
mutations requis pour former une tumeur que sur les propriétés de la cellule dans laquelle ces
modifications se produisent. Malgré certaines limitations, les principes et concepts de cette
théorie ont été au fur et a mesure intégrés dans le modele classique de la recherche en
cancérologie (Grander, 1998; Hahn and Weinberg, 2002).

Grace aux progres technologiques, la vision de la tumorigenese est pourtant actuellement
en train de changer. En effet, de nombreuses données indiquent que certains cancers
pourraient provenir d’une cellule unique non différenciée, nommeée cellule souche cancéreuse,
qui aurait subi de fréquentes modifications génétiques et epigénétiques (Marx, 2003; Reya et
al., 2001). Bien que ces deux théories ne soient mutuellement exclusives, nous allons les

aborder distinctement afin d’en souligner les caractéristiques.
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1. La tumorigenése est un processus multi-étapes

Cette théorie, majoritairement basée sur 1’observation et 1’analyse de tumeurs solides,
postule que le cancer est une maladie génétique des cellules somatiques. Ces dermieres
subiraient plusieurs mutations successives au niveau de génes cruciaux pour les fonctions
vitales des cellules, leur permettant d’échapper a tout contrdle et de proliférer sans limite.

Ces mutations somatiques peuvent étre causees par des facteurs environnementaux tels
que les radiations, certains produits chimiques, des virus ou encore des imperfections dans la
machinerie de réplication de I’ADN et conduire a des fonctions cellulaires anormales
(Vogelstein and Kinzler, 1998; Zhang et al., 1995). Des mutations génétiques contribuant a la
transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse peuvent aussi etre héritées de
facon Mendélienne (Knudson, 1991). Selon la théorie de Knudson, appelée « two-hit
hypothesis », une mutation unique héritée est rarement suffisante pour initier la tumorigenese
et donc une mutation additionnelle ou la perte d’un second allele est requise (Knudson, 1971,
Tamura et al., 2004). En effet, 1l a ét€¢ estimé qu’il fallait entre trois et sept mutations pour
qu’une tumeur solide soit formée (Vogelstein and Kinzler, 1998).

Toutes ces mutations provoquent ainsi une prolifération accrue, une résistance a

I’apoptose, un contréle du cycle cellulaire déficient, une capacité a metastaser et a
vasculariser la tumeur (Hanahan and Weinberg, 2000; Rieger, 2004; Zhang et al., 1995).
Il semblerait que le nombre de mutations puisse avoir une influence sur 1’agressivite des
tumeurs. En effet, des tumeurs bénignes contiennent moins de mutations que des néoplasmes
malins, progressifs. De plus, les tumeurs solides (composées de cellules épitheliales ou
mesenchymateuses, normalement immobiles) necessitent quant a elles un plus grand nombre
de mutations que les tumeurs diffuses (composées de cellules néoplasiques normalement
mobiles, telles que les leucémies et les lymphomes). Ceci pourrait expliquer le plus grand
temps de latence nécessaire a D’apparition de petites tumeurs solides apres le stimulus
mutagene initial, comparé aux tumeurs diffuses (Vogelstein and Kinzler, 1998; Vogelstein
and Kinzler, 2004).
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a) Anomalies génétiques et cancer

Trois types majeurs de genes sont connus pour étre liés au développement d’un
cancer : les proto-oncogenes, les genes suppresseurs de tumeur (ces deux types étant aussi
qualifiés de « gatekeepers ») et les génes de stabilité (ou « caretakers »). Des mutations dans
ces trois classes de genes peuvent avoir lieu dans la lignée germinale, provoquant des
prédispositions héréditaires au cancer (mais ne provoquant pas Un cancer per se), mais
¢galement dans les cellules somatiques, conduisant a la formation de tumeurs sporadiques
(Fearon and Vogelstein, 1990; Vogelstein and Kinzler, 2004). Un phénotype transforme,
lorsqu’il est combiné avec une capacite de métastaser, implique a la fois D’activation
d’oncogenes et la perte ou I'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs (figure 1) (Bast et

al., 2000).

‘génes suppresseurs -—)
de tumeurs ¢

point de
restriction™

genes suppresseurs
\/de tumeurs

Figure 1: Génes associés au développement d’un cancer et implication dans le
cycle cellulaire. Les produits des oncogénes et les formes mmuiées des génes
suppresseurs de tumeur et des génes « caretakers » altérent les phases G1, S et G2 du
cycle cellulaire, permettant 1a croissance tumorale et 1a transformation cellulaire.
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(1) Les (proto-)oncogenes

Les proto-oncogenes codent pour des protéines possédant un rdle crucial dans la
régulation de la prolifération cellulaire, la différenciation ou 1’apoptose. Les produits des
proto-oncogenes (incluant de nombreux facteurs de croissance et leurs récepteurs, des
transducteurs de signal et des facteurs de transcription) contrdlent la croissance et la
différenciation des cellules (Aaronson, 1991) (Bast et al., 2000). Ces proto-oncogenes
peuvent étre activés et devenir des oncogenes suite a une mutation, une amplification ou un
réarrangement chromosomique avec pour résultat une structure du proto-oncogene altérée ou
une expression de ce proto-oncogene accrue (Bast et al., 2000). Ces genes ctant dominants,
une mutation somatique dans un seul allele d’un oncogéne est généralement suffisante pour
procurer un avantage de croissance a cette cellule qui peut alors éventuellement &tre

transformée (Vogelstein and Kinzler, 2004).

Voyons 1’exemple de deux oncogeénes remarquables, auxquels nous nous sommes interesses

au cours de nos travaux : myc et ras

(a) Myc est un facteur de transcription

myc, un des premiers oncogenes a avoir ¢t identifié, participe a la régulation de trois
fonctions cellulaires majeures : prolifération, différenciation et apoptose. Myc agit via ses
activités dans le remodelage de la chromatine et dans le contrdle transcriptionnel de nombreux
genes-cibles, certains codant pour des régulateurs essentiels du cycle cellulaire (cycline D1,
cycline D2, cycline A, cdk4, pl5, p21), d’autres ¢tant impliqueés dans la croissance et le
metabolisme (DHFR, LDH-A), dans la transformation (hTERT), dans les processus de
transcription (E2F-2, elF-2a) ou I"apoptose (pl19ARF, p53, p21, Bim, Bax) (Adhikary and
Eilers, 2005; Bouchard et al., 2001; McMahon et al., 2000; Pelengaris et al., 2002).

Pour assurer sa fonction d’activation de transcription, ¢-Myc¢ doit former un complexe
heétérodimérique avec Max, via son domaine BR/HLH/LZ (basic region/helix-loop-
helix/leucine zipper)(Blackwood et al., 1992). Une fois formés, ces complexes reconnaissent
des séquences spécifiques présentes sur le promoteur des genes-cibles de ¢-Mye, appelées E-

boxes (CACA/GTG) (Adhikary and Eilers, 2005). L’acces de ¢-Myc a la protéine Max est
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antagonisé par d’autres protéines de la famille Mad qui comprend 6 protéines différentes

(figure 2) (Madl-4, Mnt et Mga) (Pelengaris et al., 2002).

NMW‘ ———— o ﬁ s ———

%ﬁ \ / .

Entrés dans |2 cycle cellulaire/Pralifération
Croissanca cellulaira

Apoptose

Tumarigengése

Figure 2 : Le réseau Myc/Max/Mad. Les complexes Mad-Max, Max-Max ou
Mnt-Max, qui n'ont pas de domaine de transactivation, bloquent 1’effet
biologique de Myc-Max par une compétition pour 1’ occupation de la séquence E-
box et répriment alors la transcription du géne-cible( Ayer et al., 1993)

Fixés sur I’ADN, les diméres Myc-Max se comportent comme des sites d’appel pour
plusieurs co-facteurs de transcription (CBP/p300, le complexe SWI/SNF, SCF-SPK2, P-TEFb
ou encore TRRAP-HAT), permettant la stimulation de la transcription, via un effet sur la
structure chromatimenne, 1’acétylation des histones ou directement sur le complexe
polymeérase.

A coté de son rdle de transactivateur, le complexe Myec-Max peut €galement agir comme
transrépresseur selon un mecanisme qui implique un troisieme partenaire, Miz-1 (Blackwell et
al., 1993; Peukert et al., 1997, Prendergast and Ziff, 1991). Deux modes d’actions non
mutuellement exclusifs sont proposés pour expliquer I'effet de transrépression : Myc-Max
agirait en inhibant la fixation de facteur positifs de la transcription et en recrutant I’ADN
méthyltransférase DNMT3A (Brenner et al., 2005).
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¢-Myec est le membre le plus connu et le plus ¢tudie de la famille Myc, composee de 4
autres protéines (N-Myec, L-Myc, S-Myc et B-Myc) dont seuls ¢-Myc, N-Myc et L-Myc
semblent impliqués dans la cancérogenese (Cole and McMahon, 1999; Prendergast, 1999).

L extrémité N-terminale de ¢-Myc comporte trois éléments hautement conservés, appelés
boites Myc (Mycbox I-III). Mycbox I est impliquée dans la demi-vie de Myc. Mycbox II est
essenticlle a toutes les activités biologiques connues de ¢-Myc. Mycbox I1I régule €galement
la stabilite de Myc et est nécessaire pour la transactivation/transrépression de certains génes-

cibles (figure 3) (Adhikary and Eilers, 2005; Stone et al., 1987).

N |
TRRAP — TRRAP mmm TE—] Miz1
FBWT7 ] e \ax
Myc | ] 1 BRl HLH | LZ
protein sl [ — |

Figure 3 : Représentation des domaines de Myc et des sites de liaison de certaines
protéines partenaires. Les boites Myc sont situées en N-terminal et le domaine
BR/HLH/LZ en C-terminal. TS8, S62 et T71 sont les sites de phosphorylation de Mye,
respectivement ciblés par la glycogéne synthase kinase-3 (GSK3), la MAP kinase et
une kinase dépendante de Rho. L interaction de Myc avec les protéines représentées (i)
en vert résulte en une ftransactivation du géne-cible; (ii) en rouge résulte en une
transrépression ; (iii) en bleu a pour conséquence la répression de Myc; (iv) en rouge
barré de vert peut conduire 4 la transactivation ou la transrépression du géne-cible.
p300 est une acétyltransférase d’histones; TRR AP est une protéine adaptatrice faisant
partie d’un complexe de co-activateurs.

(b) Myc et transformation cellulaire

Les altérations génctiques conduisant a 1’activation oncogénique de Myc ont éte
trouvées dans un grand nombre de tumeurs humaines, notamment le sein, le colon, le
carcinome du poumon a petites cellules, le glioblastome, les leucémies myéloides, le
lymphome de Burkitt ou 1’ostéosarcome (Cole, 1986, Marcu et al., 1992; Spencer and
Groudine, 1991), et font de myc un oncogene majeur dans les processus tumorigénes humains

(Boxer and Dang, 2001).
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Myc participe a de nombreux aspects du processus de tumorigenése, tels que
I’tmmortalisation, via I’induction de la télomérase (Xu et al., 2001), I'instabilité génomique
en permettant aux cellules de continuer a proliférer malgre la présence de mutations ou de
Iésions sur I’ADN (Felsher and Bishop, 1999), et I’angiogené¢se, notamment en induisant
I’expression de VEGF (vascular endothelial growth factor) (Pelengaris et al., 2002) et en
inhibant la thrombospondine-1, un inhibiteur de 1’angiogenése (Janz et al., 2000). Malgré
tout, I’expression dérégulée de Myc seule ne suffit pas pour convertir des cellules normales
(de rongeurs ou humaines) en cellules tumorales. Ainsi, des mutations additionnelles sont
necessaires. Un exemple caractéristique est la coopération de Myc avec des oncogenes de la
voie de signalisation de Ras permettant la transformation cellulaire et la tumorigénese

(Drayton et al., 2003; Land et al., 1986).

Dans ce cas, la régulation du pouvoir transformant de Myc par Ras permet d’une part
de stabiliser la protéine c-Myc (figure 4). D’autre part, plusieurs genes-cibles de Myc,
impliqués dans la prolifération cellulaire sont co-régulés par des facteurs de transcription de la
famille FOXO, qui lorsqu’ils ne sont pas phosphorylés par la protéine kinase AKT (activée
par Ras), se lient a ces geénes-cibles et répriment leur expression (Bouchard et al., 2004).
Enfin, I’activation de la voie PI3K/AKT par Ras permet la phosphorylation de Mizl qui ne

CIP1

peut alors plus activer p21- ", empéchant ainsi la capacité de Mizl d’inhiber la prolifération

cellulaire (Wanzel et al., 2005).
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Figure 4 : Régulation de la stabilité de Myc par les voies de signalisation dépendantes de Ras.
Ras contrdle la stabilité de Myc en induisant sa phosphorylation sur deux résidus, Thr58 (T58) et
Ser62 (862) (Sears et al., 2000). La phosphorylation de Myc sur le résidu S62 par la voie MAPK/ERK
et I’inhibition de la GSK3 (glycogen synthase kinase-3) via l’activation de la wvoie PI3K/Akt
permettent la stabilisation de Myc. La TS58 peut é&tre phosphorylée par GSK3 si la 862 est
phosphorylée (Gregory et al.,, 2003). La TS8 phosphorylée est, elle, reconnue par la prolyl isomérase
(PIN1), ce qui permet 4 la phosphatase-2A (PP2A) de déphosphoryler 1a S62. L ubiquitine ligase E3
(FBW7) reconnait la TS8 phosphorylée, ubiquitinyle Myc qui est alors dégradé par le protéasome
(Welcker et al., 2004). (Adapté de Adhikary S. et Eilers M., 2005)

(c) ras

Premier oncogéne non viral découvert, ras est devenu 'oncogene emblématique de la
transformation maligne d'une cellule. En effet, environ 30 % des tumeurs humaines, toutes
tumeurs confondues, portent des mutations dans un de trois des membres de la famille Ras,
H-Ras, K-Ras ou N-Ras, conduisant a I’activation constitutive de Ras (Lowy and Willumsen,
1993).

Les protéines Ras font partie de la superfamille des petites protéines G (se liant au
GTP) et interviennent dans le contréle de la croissance cellulaire. Pour étre actives, les
protéines Ras doivent étre modifiées post-traductionnellement par farnésylation et également
étre lices au GTP. Lorsque Ras est sous forme Ras-GTP, elle est alors capable de lier et
d’activer plusieurs enzymes effectrices entrainant une cascade de
phosphorylations/activations. L activation de ces voies de signalisation, impliquées dans une
panoplie de processus cellulaires complexes, permet notamment aux cellules de proliférer, de

survivre, et de se différencier (Downward, 2003).

12



Introduction

Le premier effecteur de Ras a avoir €té caractérise est la kinase a serine/thréonine Raf,
qui, lorsqu’elle est activée, peut a son tour phosphoryler et activer les kinases MEKI et
MEK?2 (mitogen-activated protein kinase (MAPK) kinases). MEKI1/2 phosphorylent et
activent les MAPKs ERK1 et ERK2 (extracellular signaling-regulated kinases 1 et 2) dont les
substrats sont différentes protéines nucléaires et cytosoliques. Parmi ces substrats, on peut
citer ELK1 et ¢-Myc, qui régulent la transcription de genes stimulant la prolifération cellulaire
et Bcl-2, une protéine anti-apoptotique. ERK1/2 phosphoryle €galement c¢-Jun, qui active
alors le facteur de transcription AP1 (constitu¢ d’hétérodimeres Fos-Jun). Ce derner stimule
par exemple 1’expression de génes controlant le cycle cellulaire, comme la cycline D1, ou
codant pour des metalloprotéinases, tel que MMP-7, favorisant 1’angiogenése (figure 5)
(Smakman et al., 2005).

Ras peut également interagir avec la sous-umte catalytique de la PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase), qui possede elle aussi de nombreux effecteurs dont AKT
(PKB), une protéine exerc¢ant une forte activité anti-apoptotique via la phosphorylation de
nombreuses cibles et qui constitue donc une part importante des signaux de survie génerés par

Ras (figure 5) (Khwaja et al., 1997).

Une troisieme famille importante d’effecteurs de Ras comprend les facteurs d’échange
des protéines Ral: les RalGDS (Ral guanine nucleotide dissociation stimulator), grace
auxquels Ras peut activer Ral. CDC42, une des protéines-cibles de Ras inhibe les facteurs de
transcription Forkhead, de la famille FOXO. Ces facteurs sont impliqués dans 1’arrét du cycle
cellulaire et dans 1’activation de 1’apoptose via 1’expression de Bim et de FasL (figure 5) (De
Ruiter et al., 2001).
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Figure 5 : Voies de signalisation dépendantes de Ras. Suite 4 1’activation de récepteurs 4 tyrosine-
kinase (RTKs), Ras est activé, sous forme Ras-GTP. Trois des voies de signalisation induites par Ras
sont représentées : la voie des MAP Kinases, la voie de la PI3 Kinase et la voie des Ral GDS.

Communément, Ras peut étre constitutivement activé dans les tumeurs humaines, suite
a une mutation ponctuelle (Bos, 1989) ou a la perte des GAPs (GTPase activating proteins)
tels que la neurofibromine, NF1, enzyme responsable de 1’hydrolyse de I’ATP (figure 5)
(Downward, 2003). Les voies de signalisation de Ras sont aussi fréquemment activées dans
les tumeurs dans lesquelles un récepteur de croissance de type tyrosine kinase est surexprime,
comme par exemple EGFR et ERBB2/HER2/Neu dans certains cancers du sein ou des ovaires
(Mendelsohn and Baselga, 2000). En effet, la voie Ras-Raf-MAPK est la voie de signalisation
prépondérante de ces récepteurs et leur surexpression conduit donc a 1’activation soutenue de
Ras et, par conséquent, a la prolifération cellulaire incontrdlée. Enfin, certains génes codant
pour des effecteurs de Ras peuvent étre mutés ou amplifiés, comme ¢’est le cas pour BRAF,
ou délétés, comme le géne suppresseur de tumeur P7EN (phosphatase and tensin homologue),

codant pour une protéine qui empéche 1’accumulation de messagers secondaires formés par
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PI3K (Simpson and Parsons, 2001). De la méme fagon, ces mutations ou délétions provoquent

I’activation des voies de survie activées par Ras et donc une prolifération accrue des cellules.

Les propriétés de transformation de Ras sont efficaces dans des cellules immortalisées
mais pas dans des cellules primaires. En effet, 1’expression ectopique de 1’oncogéne Ras
induit la sénescence des cellules de rongeurs et humaines non immortalisées principalement
via la cascade des MAPKs qui permet ’activation des protéines plé et/ou ARF qu elles,
activent pRb et p53 respectivement. p53 et pRb contrdlent des effecteurs tels que p21<F! qui
permettent I’arrét de croissance des cellules en phase G1 (Collado et al., 2005; Serrano et al.,
1997).

La sénescence induite par les oncogenes tels que ras dans des cellules normales
empéche done la croissance de cellules transformées, maintenant ainsi la tumeur dans un état

non agressif, pré-malin.

(d) Coopération Ras/Myc

Le fait que 1’action conjuguée des deux oncogeénes Ras et c-Myc puisse permettre la
transformation de cellules primaires a été ¢tabli 1l v a 20 ans (Land et al., 1983), mais la
nature de cette coopération n’est toujours pas clairement identifiée. Il semblerait que ¢-Myc
puisse empécher I’arrét du cycle cellulaire induit par 1’expression ectopique de Ras dans les
cellules primaires et que, inversement, Ras, étant donné sa capacité a stabiliser la protéine
labile ¢-Myc (Yeh et al., 2004), puisse inhiber 1’apoptose induite par Myc via I’activation de
la voie de signalisation de survie de la PI3K (Kauffmann-Zeh et al., 1997) (figure 6).
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Figure 6 : Représentation schématique du circuit moléculaire impliqué dans la transformation
par Ras et Myc. Lorsque Ras et Myc sont surexprimés (ou constitutivement actifs), I’équilibre fragile
entre les voies de signalisation induites ou réprimées par chacun des facteurs est perturbé. Alors que
Myec induit normalement p53 pour induire 1’apoptose de la cellule, tout en bloquant la sénescence via
la répression de p21 ; Ras active p53 afin d’activer la sénescence et bloque 1’apoptose en inhibant la
protéine pro-apoptotique BH3. Les activités apparemment opposées de Ras et Myc conduisent 2
I’entrée des cellules en phase S du cycle cellulaire et 4 leur prolifération.

(2)Les geénes suppresseurs de tfumeur
(a) Définition

Egalement appelés anti-oncogenes, les génes suppresseurs codent pour des protéines
responsables de I’inhibition de croissance des tumeurs, permettant par exemple le blocage ou
I’arrét du cycle cellulaire, ou en induisant la mort des cellules tumorales (McCormick, 2001).
Contrairement aux oncogenes, les genes suppresseurs de tumeur sont récessifs et les deux
alleles du gene doivent étre perdus ou mutés afin d’inhiber leur réle protecteur et de conférer
un avantage sélectif a la cellule (Vogelstein and Kinzler, 2004).
Etant donne que ces génes sont des facteurs limitants pour la croissance tumorale, ils sont
inactivés lors de la transformation afin de bloquer le contréle normal du cycle cellulaire et
d’augmenter la probabilit¢ de formation d’une tumeur (Knudson, 2001; Vogelstein and
Kinzler, 2004).

En accord avec I’hypothése de Knudson, les individus qui ont une prédisposition pour

un type de cancer ont hérit¢ d’une copie endommagee d’un de ces génes et une seule mutation
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supplémentaire est suffisante pour inmitier la formation d’une tumeur. L inactivation d’un de
ces génes conduit donc a un type particulier de cancer. Par exemple, la mutation du géne 4PC
conduit a la formation de tumeurs dans le colon, et la mutation du géne VHL preédispose au
cancer des reins. Les génes suppresseurs de tumeur les mieux caracterisés sont RB 7 (Francke
and Kung, 1976; Friend et al., 1986; Knudson et al., 1976), WT1 (Call et al., 1990; Gessler et
al., 1990), 7P53 (Finlay et al., 1989), APC (Ichii et al., 1992) et BRCAI et 2 (Miki et al.,
1994; Steichen-Gersdorf et al., 1994; Wooster et al., 1995). Les génes suppresseurs de tumeur
peuvent étre inactivés suite a une mutation non-sens sur des résidus essentiels a ["activité de
I’anti-oncogene, des mutations qui résultent en une protéine tronquee, des délétions ou

insertions ou encore des modifications épigénétiques (Vogelstein and Kinzler, 2004).

(b) Exemple d'un suppresseur de tumeur hors norme : le gene dec

Le géne dec (Deleted in Colorectal Cancer) codant pour le récepteur transmembranaire
de la Nétrine-1 (DCC) est situ¢ dans un région du chromosome 18q dont la délétion (perte
d’hétérozygotie) est associce a plus de 70 % des cancers du colon (Fearon and Vogelstein,
1990). DCC semble intervenir dans 1’étape de progression plutét que dans ’initiation du
cancer colorectal (Fearon and Vogelstein, 1990). Il a ensuite ¢t¢ montré que I’expression de
dee était complétement inhibée ou fortement réduite dans la majorité des cancers du colon,
dans certains cas de tumeurs du pancréas, du sein, de la prostate, de 1’cesophage, de 1’estomac,
de la vessie, dans des gliomes, des neuroblastomes et quelques leucémies (Cho and Fearon,

1995).

DCC fait partie de 1a famille des récepteurs a dépendance caractérisés par leur capacite
a induire 1’apoptose uniquement en 1’absence de leur ligand (Keino-Masu et al., 1996). Outre
le role du couple DCC/Nétrine-1 dans le gmdage axonal lors du développement du systéme
nerveux, en absence de ligand DCC agirait en tant que suppresseur de tumeur en induisant
I’apoptose des cellules tumorales pendant la formation de métastases ou au cours de la
croissance tumorale (Mazelin et al., 2004). En effet, une partie des cellules tumorales ayant
acquis la capacité de migrer peuvent se trouver dans un environnement contenant une quantite
limitée de Nétrine-1. Dans ce cas, nombre de ces cellules vont exhiber un récepteur DCC
dépourvu de ligand, entrainant I’activité pro-apoptotique de DCC et donc 1’apoptose de ces
cellules, permettant alors la régression tumorale (Mehlen and Llambi, 2005). La perte de dec
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fournit donc un avantage prolifératif a la cellule, celle-ci n’étant plus dépendante de la

quantité de Nétrine-1 présente dans son environnement (figure 7).

Transformation cellulaire
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Figure 7 : Régulation de la métastase par DCC/Nétrine-1. Une cellule
normale exprimant DCC prolifére si le ligand (Nétrine-1) est présent, faute de
quoi la cellule entre en apoptose. Une cellule tumorale ayant acquis des
capacités métastatiques va envahir d’autres organes, qui peuvent é&tre
dépourvus de Nétrine-1. Dans ce cas, 1a cellule entre en apoptose. En revanche,
il est possible qu’au cours de la transformation le géne codant pour DCC soit
perdu ; les cellules perdent alors leur dépendance vis-a-vis du ligand et peuvent
former des métastases.

A présent, plus de 10 récepteurs remplissent ces critéres de récepteurs a dépendance,
parmi lesquels p75 " (récepteur du NGF), les récepteurs de la nétrine-1 DCC, UNCSHL, -2
et -3, le récepteur des androgenes (AR) ou Patched, le récepteur de sonic hedgehog.

Le mécamsme d’induction de 1’apoptose repose sur le clivage des récepteurs par les
caspases actives générant ainsi un fragment pro-apoptotique ou 1’exposition de domaines pro-
apoptotiques préalablement masqués. Dans un cas comme dans 1’autre, ils induisent
I’activation des caspases et 1’apoptose des cellules. Récemment, 1l a ¢t¢ démontré que lorsque
le récepteur UNCSH2 est clive par les caspases, 1l recrute et active la kinase DAP, en partie

responsable de la transduction du signal apoptotique (Llambi et al., 2005).
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Il reste néanmoins a déterminer comment les caspases sont activées pour ensuite
assurer le clivage des récepteurs a dépendance, et le mécanisme moleéculaire qui permet au

ligand de bloquer 1’apoptose.

(3) Genes de stabilité : « caretakers »

Contrairement aux genes « gatekeepers », leur inactivation ne favorise pas directement
la croissance tumorale mais provoque une instabilité génétique favorisant 1’apparition d’autres
mutations. Les deux alléles de ces geénes doivent étre mutés pour permettre 1’acceleration du
développement tumoral (Kinzler and Vogelstein, 1997).

Certains de ces génes ont un rdle crucial dans un des trois mécanismes impliques dans
la réparation de 1’ADN, et sont indispensables au maintien de I'intégrité du génome au cours
de la prolifération cellulaire. Des mutations dans les génes codant pour les protéines du MMR
(mismatch repair), NER (nucleotide-excision repair) ou BER (base-excision repair) attenuent
ou inactivent la machinerie de réparation de I’ADN et interferent donc avec la stabilite
genétique, augmentant 1’incidence de mutations ultérieures sur d’autres genes (Fedier and
Fink, 2004) et la probabilité de transformation de la cellule (Eshleman and Markowitz, 1996).

D’autres genes de stabilite controlent les processus impliquant de grandes portions de
chromosomes, tels que les génes responsables des recombinaisons mitotiques et de la
ségrégation chromosomique, comme par exemple les génes BLAM et ATAf (dont I’1nactivation
peut participer a 1’apparition de leucémies ou lymphomes) (Gruber et al., 2002; Gumy-Pause
etal., 2006; Zhang et al., 2006).
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b) Instabilité génétique et cancer

Le concept d’instabilité génétique dans la formation et le développement d’une tumeur
est loin d’étre nouveau. Il est en effet ctabli depws longtemps que la plupart des tumeurs
présentent des anomalies chromosomiques, tant au niveau de la structure des chromosomes
que de leur nombre, mais également une instabilité chromosomique. Cette instabilite
genétique, qui peut étre vue comme une propricté intrinseque des cellules cancéreuses, a été
proposée comme participant a la fois a I’initiation et a la progression d’une tumeur et méme
comme ayant un rdle causal dans ces différentes étapes dans certaines circonstances

(Lengauer et al., 1998).

L’étude de la carcinogenese colorectale a largement contribué a la compréhension de
I’1nstabilite génetique et de sa contribution dans la formation d’un cancer. Ainsi, trois grandes
catégories d’altérations geénétiques ont ¢té décrites comme pouvant jouer un rdle dans
I’imtiation d’un cancer : les mutations ponctuelles au niveau de la séquence ADN,
I’aneuploidie, qui rend compte d’un nombre anormal de chromosomes et 1’aneusomie, qui
concerne la structure anormale des chromosomes (Duesberg and Li, 2003). Ces trois types
d’altérations peuvent se produire a deux nmveaux et deux types d’instabilité génétique ont et
définis : la premiére est située au mveau nucléotidique et la seconde est située au niveau
chromosomique {(chromosomal instability, CIN) (Lengauer et al., 1998). L’instabilite
genétique est acquise lorsque les génes et les protéines qui normalement protégent le génome
en détectant et en réparant les dommages crées au niveau de I’ADN chromosomique (genes
« gatekeepers ») sont inactivés. Cette inactivation facilite alors 1’apparition de mutations au
niveau des geénes « caretakers» (oncogeénes et suppresseurs de tumeur). De plus, les
mecanismes cellulaires (dont 1’apoptose) chargés d’éliminer les cellules possédant un ADN
endommagé sont eux-aussi souvent inactivés dans les cellules tumorales. Le résultat est donc
la survie de cellules mutantes et leur possibilite de continuer a proliférer.

Toutefois, la chronologie exacte de ces évenements n’est pas encore formellement
identifi¢ et la place de D'instabilit¢ génétique dans le processus d’initiation de la
cancérogenése n’est pas bien défine. D’autre part, il faut souligner que méme si cette
instabilité génétique peut étre observée dans la plupart des cellules cancéreuses, elle ne

semble pas une condition sine qua nor pour 1’initiation et le développement tumoral.
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2. Hypothése des cellules souches cancéreuses
a) Bases de 'hypothese

Méme si le modeéle « multi-€tapes » a permis 1’identification d’oncogeénes, de geénes
suppresseurs de tumeur et la compréhension de nombreux aspects du développement et de la
progression du cancer, il ne permet pas par exemple d’expliquer comment une cellule
somatique différenciée pourrait acquerir au cours de sa vie assez de mutations amenant a sa
transformation en cellule cancéreuse, initiatrice d’une tumeur. La théorie des cellules souches

cancéreuses permet au moins en partie de répondre a cette question.

Le concept de cellules souches cancéreuses (CSCs) ou de cellules inmitiatrices de
tumeurs ¢tait déja présent dans certains esprits des les années 1960, mais ce n’est qu’au milieu
des annces 1990 que ces cellules ont pu &tre identifices et caracterisées. Les premiers travaux
sur ces cellules initiatrices ont souligne le fait que la plupart des tumeurs sont constituées
d’une population hetérogéne de cellules arborant des différences tant au miveau de leur
potentiel prolifératif que de leur capacité a reconstituer une tumeur apres transplantation. Il est
en effet apparu que la masse tumorale contient une sous-population d’un phénotype cellulaire
particulier ayant la capacité de former des colonies ou de nouvelles tumeurs iz vivo et ce de
maniére tres efficace : les cellules souches cancéreuses (pour revue, voir (Reya et al., 2001).

Ces CSCs ont des proprictes similaires a celles des cellules souches normales, a savoir
la capacité d’auto-renouvellement et de différenciation en de multiples types cellulaires. En
revanche, ces cellules souches auraient acquis au cours du temps certaines mutations au
niveau des génes précédemment évoqués, leur conférant la possibilité d’initier un cancer
(figure 8).

La théorie des CSCs peut en partie s’accorder avec le modéle « multi-étapes » : les
cellules souches ayant une durée de vie plus longue que leur progéniture différencice, elles
pourraient accumuler au fur et a mesure des années plusicurs mutations somatiques

genétiques et épigénétiques (Grander, 1998).
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Figure 8: Cellules souches cancéreuses (CSCs). Les cellules
constituant les tumeurs sont hétérogénes mais seules les CSCs (jaunes)

ont les capacités de proliférer longtemps et de former de nouvelles
tumeurs. (Adapté de Reya T. et af., Nature, 2001)

b) Travaux-clés

Les premiéres preuves de I'existence de CSCs sont venues de 1’étude de maladies
hématologiques. Les ¢tudes pionniéres ont ¢té réalisées par 1’équipe de J. Dick qui a pu
montrer que seule une minorite de cellules leucemiques possédaient la pluripotence nécessaire
pour la reconstitution de tumeurs dans la moelle de souris NOD-SCID (Bonnet and Dick,
1997). Aprés transplantation de cellules humaines issues de patients atteints de leucémie
myéloide aigué (AML, acute myeloid leukemia) dans des souris immunodéficientes, cette
equipe a réussi a identifier des cellules imitiatrices de cette leucémie, possédant des marqueurs
caractéristiques de cellules souches (CD34%/CD387). Lors de cette étude, les auteurs ont
¢galement constaté que des blastes provenant des mémes patients atteints d’ AML, et portant
les marqueurs CD34"/CD38" n’étaient, dans la plupart des cas, pas capables d’initier une
leucémie in vivo.

Une autre ¢tude, tout aussi importante réalisée en 2003 par Lessard ef af., a permis de
souligner I'importance de la régulation de la prolifération des cellules souches normales et
leucémiques par le géne Bmil. Ce gene du groupe Polycomb est connu pour avoir un rdle clé
dans la régulation de la prolifération des cellules souches et des cellules progénitrices
normales li¢ a sa capacité a réprimer des geénes tels que Inkda et Arf, responsables de
I’induction prématurée de la sénescence et de la mort cellulaire (Molofsky et al., 2005). En

effet, cette équipe a remarqué que des cellules souches et des cellules progénitrices
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leucémiques déficientes pour le gene Bmil ne proliféraient plus et entraient en apoptose,
empéchant ainsi la récurrence de la leucémie apres transplantation de ces cellules in vivo
(Lessard and Sauvageau, 2003).

D’autre part, en plus du gene Bmil, les voies de signalisation qui jouent un rdle clé dans
I’auto-renouvellement des cellules souches normales, telles que PTEN, Wnt, Hh et Notch,
participent elles aussi activement au développement d’un cancer indiquant un lien étroit entre

cellules souches normales et cancéreuses (Pardal et al., 2003) (Al-Hajj and Clarke, 2004).

L’ extension de ces études dans les tumeurs solides a cte ralentie par 1’absence de
marqueurs spécifiques des cellules souches qui permettent la caractérisation de ces lignees
cellulaires dans les tissus normaux et cancéreux. Néanmoins, différents marqueurs de surface
ont pu étre identifiés dans le poumon, le cerveau, la prostate et le sein. Ces marqueurs ont
ainsi permis 1’isolement des cellules souches et des progéniteurs capables de s auto-
renouveller et de se différencier en cellules cancéreuses phénotypiquement différentes et
possedant un potentiel de prolifération limite (Kim et al., 2005; Singh et al., 2004; Xin et al.,
2005). La preuve la plus flagrante de ’existence de CSCs mammaires provient du travail de
Al-Hadjj et al. qui, en utilisant les marqueurs de surface CD447/CD24" a pu identifier une
population candidate qui ne possédait pas les marqueurs normalement présents dans les
cellules épithéliales différencices et qui présentait un trés fort potentiel tumorigéne comparé
aux cellules provenant de la masse tumorale d’origine (Al-Hajj and Clarke, 2004; Al-Hayjj et
al., 2003). Il reste a présent a étudier plus en details cette sous-population de cellules afin
d’identifier les altérations présentes ou les molécules specifiquement exprimées par ces

cellules, qui permettraient leur ciblage thérapeutique.

Tous ces travaux ont provoqué un regain d’intérét pour les CSCs et soulignent
I’tmportance de cibler les « bonnes » cellules en thérapie anti-cancéreuse. En effet, les
thérapies actuelles, telles que la chimiothérapie ou la radiothérapie, ciblent les cellules en
division, completement différenciées qui constituent la plus grande partie de la masse
tumorale. Or les CSCs sont relativement quiescentes et donc résistantes aux traitements et
peuvent éventuellement, malgré leur faible proportion dans les tumeurs, permettre la
régéncration de la tumeur une fois le traitement arrété (figure 9) (Al-Hajj et al., 2003; Reya et
al., 2001).
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Figure 9 : Thérapie conventionnelle versus thérapie ciblant les cellules souches cancéreuses. Le
ciblage des CSCs permettrait peut-étre 1’éradication de la tumeur, contrairement aux thérapies
conventionnelles qui, elles, affectent majoritairement les cellules différenciées de la masse tumorale.
Aprés arré€t du traitement conventionnel, la croissance tumorale est ralentie mais les CSCs permettent
de régénérer la masse tumorale. (Adapté de Houghton J.M. et al., 2006)

Plusieurs questions restent pourtant en suspens :

*  Quelles sont les différences entre les voies de signalisation des cellules souches
normales et cancéreuses ? Les CSCs présentent-elles des altérations geénctiques ou
épigenétiques par rapport aux cellules souches normales ?

*  Quelle est I'origine des CSCs ? Dérnivent-elles de cellules souches normales du tissu
d’origine, de cellules souches de la moélle ou de cellules matures qui auraient subi un
processus de dé-différentiation ou de trans-différentiation ? Certaines expeériences in
vitro ont prouve que des cellules différenciées étaient capables, elles aussi d’étre a
I’origine de la formation d’une tumeur, ce qui tendrait a dire que les cellules
différencices et les cellules progénitrices immatures, dans certaines conditions, peuvent

se (dé-)différencier en CSCs (Bachoo et al., 2002). D autre part, Weissman et al. ont
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suggere que les cellules progénitrices pouvaient elles aussi étre transformees et donner

des tumeurs (Cozzio et al., 2003).

3. Modifications épigénétiques et cancer

Depuis peu, I'implication des modifications non génétiques, ou épigénctiques est
considérée comme ayant un role prépondérant dans 1’apparition et le développement de
tumeurs. Il semblerait méme qu’il existe une coopération entre les effets génétiques et
epigenétiques (Chen et al., 2004). Un exemple de cette coopération est évident dans le
développement de la Leucémie Promyélocytaire Aigué (APL). La base de cette maladie est
genétique, une translocation chromosomique entre les génes codant pour PML et RARa, qu
conduit a la formation d’une proteine de fusion. La conséquence de cet événement génétique
est une dérégulation épigénétique, a savoir le recrutement aberrant de complexes HDACs
(Histone Deéacétylases), qui ont pour effet la répression de génes cibles normalement
eXprimes.

Les modifications épigénctiques sont associces a un controle de 1’expression de
nombreux geénes ainsi qu’aux mecanismes de réparation de I’ADN et autres processus ADN
dépendants, tels que la réplication ou la réparation de I’ADN (Ehrenhofer-Murray, 2004). Ces
phénomenes sont héritables, réversibles, ne modifient pas la séquence d’ADN mais
conditionnent I’expression des geénes. Nous allons développer dans cette partie comment

I’altération du patron de ces modifications peut faciliter le développement tumoral.

a) Définition de la chromatine et de I'épigénétique

La chromatine est un assemblage nucléoprotéique compose d’ADN et de protéines
histones. Dans les organismes eucaryotes, on observe cing classes majeures de protéines
histones : H2A, H2B, H3, H4 (protéines nucléosomales) et I’histone H1 (histone « linker »).
L unité de base de la chromatine est le nucléosome. 11 est composé d’une séquence d’ADN de

147pb entourant un octameére d’histones composé de deux copies de chacune des histones
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H2A, H2B, H3 et H4 (figure 10). Tandis que la partie centrale du nucléosome adopte une
conformation stable, les extrémités N-terminales des histones présentent une grande flexibilite
structurale. Elles n’interagissent pas avec la partie centrale du nucléosome, a la surface duquel

elles émergent.

octamére
d’histones

11 nm 6-8 nuciéosomes
linker Histone H1 par tour
d'ADN pucléosome

Figure 10 : Compaction de I’ADN en nucléosomes

La plupart des travaux relatifs au role de la chromatine ont porté sur la méthylation de
I’ADN et les modifications des extrémités N-terminales des histones, ces événements etant
¢troitement liés et cruciaux a la régulation de I’expression transcriptionnelle et 1’état de

compaction de la chromatine (Cheung et al., 2000).

b) Méthylation de 'ADN

La méthylation des cytosines, modification chimique spécifique de I’ ADN, apparait de
plus en plus comme un miveau de contrdle transcriptionnel important et représente un
mecanisme de verrouillage de I’expression des genes crucial au cours du développement.
L°ADN est méthylé par des ADN méthyltransférases (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B), dans
des régions génomiques spécifiques au sein de dinucléotides CpG. Le patron de méthylation
est établi au cours du développement et est normalement maintenu tout au long de la vie d’un
individu. Cependant il arrive que ce patron soit modifié et 1’altération de la methylation peut
alors conduire a I’inactivation de génes suppresseurs de tumeurs et a un processus de

tumorigenese.
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L’hyperméthylation de nombreux promoteurs et 1’hypométhylation globale du reste du
genome ont €t€ observées dans de nombreux cancers, responsables a la fois de 1’inactivation
de génes suppresseurs de tumeurs et de I'instabilité génomique, fourmissant un avantage
sélectif aux cellules néoplasiques, tout comme les mutations génétiques (Hoffmann and
Schulz, 2005). Ainsi il a ¢t¢ démontré que D’expression d’un des récepteurs a 1’acide
rétinoique, RARB2, considéré comme un suppresseur de tumeur potentiel, pouvait étre éteinte
suite a une hypermethylation de son promoteur, et que cette modification pouvait étre un
marqueur précoce de tumorigenese, notamment dans le cas de cancers du sein (Sirchia et al.,
2000). Un autre exemple est le géne BRCA I, connu pour son importance dans le cancer du
sein d’origine familiale (via une mutation sur ce géne dans la lignée germinale), qui peut
¢galement étre réprime suite 4 une hyperméthylation dans les formes sporadiques de cancer
du sein (Esteller et al., 2000; Hedenfalk et al., 2001). L’inhibiteur du cycle cellulaire
pI6INK4A est lui aussi fréquemment hyperméthylé dans les tumeurs, permettant aux cellules
d’échapper a la sénescence et donc de proliférer sans controle (Merlo et al., 1995). Lorsque
I’ADN est méthyle, il est spécifiquement reconnu par des protéines MBPs (methyl-binding
proteins) qui peuvent interagir fonctionnellement avec des complexes possédant une activité
HDAC (histone déacétylase), ce qui a pour effet de maintenir la chromatine dans un état

condensé et ainsi de réprimer la transcription (Jones et al., 1998; Nan et al., 1998).

c) Modifications des histones

Les histones sont la cible de modifications covalentes variées: acétylation,
methylation, phosphorylation, ubiquitinylation, sumoylation, ADP-ribosylation, biotinylation
et carbonylation (figure 11). Elles peuvent également subir des modifications non-covalentes
telles que I’isomerisation des prolines (Nelson et al., 2006), la dé-imination des arginines
(Cuthbert et al., 2004). Le type de modification, la nature du résidu affecté ainsi que sa
position, jouent un role fondamental dans 1’état de compaction de la chromatine.

Jusqu’a présent seules les variations des méthylations, acétylations et phosphorylations des
histones ont ¢t¢ rapportées comme pouvant tre lies a la formation d’une tumeur (Esteller,

2006).

27



Introduction

L]
= ® - o (1] oe
% PASKRAAKTALQKRAPAKGGTSKRATQATRA-N
-]

L B e e [ ] &
SGFGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRONIQGIT

145 a8 12 18

R 282728 23 1817 4 108 4 2

@ Acetylation HAT

& PR methylation PRMT

w» K methylation HMT

@ Fhosphorylation HK

Uk Ubiquitylation  Ub ligase

Figure 11 : Illustration des modifications post-traductionnelles connues sur les queues des
histones. (Adapté de Altucci et al., 2005)

Ces modifications ¢tant reversibles et catalysées par différentes enzymes, celles-ci
peuvent constituer de potentielles cibles thérapeutiques, d’ou I'intérét d’en analyser et
comprendre les dérégulations au cours du processus de tumorigeneése. Toutefois, i1l est
désormais €tabli que ces modifications peuvent « s’associer » pour former des combinaisons

d’altérations, apportant un degré supplémentaire de complexité au systéme.

(1) Méthylation des histones

La méthylation des histones est effectuée par différentes familles de
methyltransférases d’histones (HMT's) sur les résidus arginine et lysine. Les arginines peuvent
étre mono- et di-methylées par des PRMT (protein arginine methyltransferase) alors que les
lysines peuvent étre mono-, di- ou tri-méthylees par des protéines contenant un domaine SET
ou par des protéines de la famille DOT1/DOTI1L (Lacoste et al., 2002; Zhang and Reinberg,
2001). La methylation des lysines des histones peut conduire a I’activation ou la répression de

I’expression de geénes cibles, sumivant le résidu méthylé. 11 semble que seules les lysines des
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histones H3 et de H4 soient méthylées dans leur domaine N terminal. Ce phénomene ctait
considéré comme relativement statique jusqu’a la découverte en 2004 d’une déméthylase
spécifique des lysines K4 et K9 de I"histone H3 (LSD-1, lysine-specific demethylase-1) (Shi
et al., 2004). Une autre classe de déméthylases, contenant un domaine Jumomji C (JmjC) et
catalysant la déméthylation des histones par une réaction oxydative a €té identifiée cette annee
(Klose et al., 2006). Quoi qu’il en soit, il est maintenant clair que la méthylation des histones

peut étre régulée de fagon dynamique, comme 1’acétylation ou la phosphorylation.

(2) Acétylation des histones

Les histones peuvent étre acétylées par des acétyltransférases d’histones (HATSs) et
déacétylées par des deacétylases d’histones (HDACSs). Les HATs peuvent étre divisées en
trois familles MY ST, GNAT et p300/CBP, selon la présence de motifs structuraux conserves.
Les HDACs peuvent étre réparties en quatre classes ; la classe [ (HDAC 1-3 et 8), la classe 11
(HDAC 4-7 et 9), la classe III (protéines dont 1’activité dépend de NAD+) et la classe IV
(HDAC 11). Contrairement a la méthylation, 1’acétylation des histones H3 et H4 provoque
I’ouverture de la chromatine, et donc I’activation transcriptionnelle de génes cibles. De fagon
similaire a la méthylation de I’ADN, le patron d’acétylation des lysines des histones est lu

aussi perturbé dans les cellules cancéreuses.

(3) Modifications des histones et cancer

Méme s1 a ce jour il n’a pas te défim que les modifications épigénctiques peuvent étre
a la base du développement tumoral, il a tout de méme ¢été démontré que certaines
modifications des extrémités N-terminales des histones peuvent avoir un lien avec
I’apparition d’un cancer.

Ainsi, en plus du recrutement aberrant de HDACSs a certains loci, caracteristique dans
les leucémies telles que la leucémie promyélocytaire aigué, 1altération de
I’expression/activité des HATs/HDACs a également été rapportée dans certaines tumeurs
solides. Par exemple, la mutation fonctionnelle de CBP ayant une activité HAT est associce

au syndrome de Rubinstein-Taybi, maladie qu prédispose au développement de cancer. La
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perte d’hétérozygotie au mveau du locus de p300, possédant lw aussi une activité HAT est,
elle, associce au développement de cancers colorectaux ou du sein (Bolden et al., 2006,
Johnstone, 2002; Minucci and Pelicei, 2006). Les translocations chromosomiques impliquant
CBP et p300 provoquant I’altération de leur activité HAT se produisent fréquemment dans les
leucémies (Goodman and Smolik, 2000; Johnstone, 2002; Liang et al., 1998). En revanche les
inactivations ou mutations n’ont, a ce jour, pas été observées sur les HDACs, ceux-ci étant
plutdt surexprimés dans les cellules cancéreuses (Iyer et al., 2004). Ceci pourrait indiquer que
les HDACSs participent au verrouillage de nombreux geénes dans la cellule cancéreuse mais
qu’ils ne sont pas a 1’origine de la tumorigenese.

Les HATs/HDACSs peuvent aussi réguler de mamere post-traductionnelle des protéines
non-histones. Par exemple, 1’acétylation de p53 régule sa stabilité, son interaction avec
I’ADN et son activite transcriptionnelle (Bode and Dong, 2004; Minucci and Pelicci, 2006).
HSP90, quant a elle, est déstabilisée lorsqu’elle est acétylée ce qui a pour conséquence
I’augmentation de la dégradation par le protéasome de protéines-cibles incluant Raf, ERBB1
et ERBB2 (Yuetal., 2002).

Récemment 1’équipe de M.Esteller, en comparant des cellules normales et canceéreuses
et en utilisant un modele murin de carcinogenese de la peau, a trouve que les cellules
cancéreuses presentent une perte des formes monoacétylées et triméthylées de 1’histone H4 au
niveau des résidus Lys 16 et 20 respectivement. Ces changements apparaissent tot,
s’accumulent pendant le processus de tumorigénése et sont associés avec I’hypométhylation
globale de I’ ADN, caractéristique classique des cellules cancereuses (Fraga et al., 2005).

Une meilleure compréhension des modifications évoquées ainsi que la potentielle
implication des autres modifications des histones dans les cancers est maintenant nécessaire
pour le développement de nouveaux inhibiteurs sélectifs des enzymes impliquées dans ces

modifications (acetyltransférases, méthyltransférases, déméthylases...).

Les nombreuses années de recherche sur les cancers permettent de dire, de fagon tres
synthétique, que les cancers peuvent étre vus comme des maladies complexes, caractérisées
par ’accumulation de défauts au mveau de mécanismes régulant la croissance cellulaire, la
prolifération et la différentiation. Ainsi la compréhension des facteurs et des voies de

signalisation importantes pour 1’acquisition d’un phénotype malin reste délicate, malgré le
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développement de nombreux modéles murins. En effet, ceux-ci ne reflétent pas toujours les
phénomenes se produisant chez ’homme. Une approche alternative, réductionniste, via la
modélisation iz vitre du processus de cancérogenese in vitro, quoiqu’en partie artificielle,

permet d’aborder I’analyse des éveénements conduisant a la transformation cellulaire.

C. Etude du processus de tumorigenese in vitro

Quelles que soient les anomalies moléculaires génétiques ou épigénétiques a 1’origine
d’un cancer, les cellules transformées acquierent toutes des capacites communes. Hanahan et
Weinberg ont répertorié six caracteéristiques nécessaires a une cellule pour qu’elle soit
considérée comme maligne : indépendance vis-a-vis des facteurs de croissance, insensibilite
aux signaux anti-prolifératifs, résistance a 1’apoptose, acquisition de I’immortalité grace a un
potentiel réplicatif illimite, angiogénese maintenue et capacité d’envahir le tissu environnant
et de meétastaser (Hanahan and Weinberg, 2000). L’ordre chronologique et la maniére
d’acquerir ces caracteristiques peuvent varier d’une tumeur a I’autre et 1’altération d’un seul

gene peut participer a la régulation de plusieurs de ces capacités.

De nombreux efforts ont été€ portés sur la comprehension du mécanisme de transformation
cellulaire, en essayant de reproduire ce phénoméne en utilisant des cellules primaires
maintenues en culture. Les premiers travaux ont pour la plupart été réalisés dans des cellules
de rongeur, qui ne semblent requerir que 1’activation de deux oncogénes en cooperation tels
que c-Myc et Ras activé (Hahn and Weinberg, 2002; Land et al., 1986; Ruley, 1983).

Les mémes essais ont ensuite €t réalisés avec des cellules primaires humaines. Nombre
de ces essais furent infructueux, souvent 1ié a une des différences fondamentales qui existent

entre cellules humaines et murines, a savoir la biologie des téloméres.
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1. Modéles de transformation multi-étapes (W.C. Hahn et R A.
Weinberg)

La premiere démonstration découle du travail des Drs. Hahn et Weinberg qui ont pu
induire la transformation de cellules humaines, des fibroblastes de peau normaux et des
cellules embryonnaires de rein, en combinant plusieurs transgénes humains et viraux
antérieurement identifiés en les exprimant de maniére ectopique par des infections rétrovirales
successives (Hahn et al, 1999a). Les transgénes choisis mument les perturbations
caractéristiques des cancers, telles que 1’acquisition du potentiel réplicatif illirmte
(immortalite), I’indépendance vis-a-vis des facteurs de croissance, la résistance a 1’apoptose,
I’insensibilité aux signaux d’arrét de croissance et 1’évasion face au systéme immunitaire.
Plus specifiquement, les transgénes utilisés étaient les suivants : les antigénes T (LT, large T)
et t (st, small t) de la région précoce du virus simien 40 (SV40 ER), la sous-unite catalytique
de la télomérase humaine (hTERT) et I’oncogéne H-Ras (H-Ras®'*").

Dans ce modele, la réactivation de la télomérase immortalise les cellules en leur
conférant un potentiel de réplication illimité, LT permet 1’abrogation des fonctions des
protéines suppresseurs de tumeur p53 et pRb, st inhibe PP2A et empéche €galement la
phosphorylation de Myc sur le résidu T58 qui est normalement le signal pour la dégradation
par le protéasome, ce qui a pour conséquence la stabilisation de Mye, et enfin H-Ras® Y

permet la prolifération aberrante des cellules en activant de fagon constitutive les voies de

signalisation mitogenes.

L équipe de Weinberg puis d’autres ¢quipes ont pu transformer d’autres types
cellulaires humains, telles que des cellules épithéliales mammaires, des myoblastes, des
cellules gliales, des cellules épithéliales de prostate et des cellules épithéliales des bronches,
prouvant ainsi que le processus initialement observe n’était pas limité a un type cellulaire
spécifique (Elenbaas et al., 2001; Linardic et al., 2005; Lundberg et al., 2002; MacKenzie et
al., 2002; Rich et al., 2001).

D’autres combinaisons de transgénes ont ¢galement été testées. Par exemple, la co-
expression de LT, hTERT, ¢-Myc et d’un allele activé de la PI3K permet la transformation de
cellules épithéliales mammaires, de fibroblastes et de cellules épithéliales de prostate,
indiquant que ces molécules induisent des effets simulaires a ceux provoqués par

I’introduction de H-Ras et st (Berger et al., 2004; Zhao et al., 2003).
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Contrairement aux modeles de carcinogenese induite chimiquement ou par irradiation,
dans un tel mode¢le le nombre, la nature des altérations génctiques et les voies de signalisation
perturbées sont connus (Kang et al., 1998; McCormick et al., 1990). Ceci facilite donc I’étude
de molécules spécifiques dans des contextes génctiques definis comme par exemple la
comparaison des effets d’une molécule potentiellement utilisable en therapie sur des cellules a
différents stades de transformation. De plus, ce modéle est homogene, car toutes les cellules
expriment les transgeénes introduits, a la différence des modeéles de carcinogenese chimique
dans lesquels toutes les cellules ne sont pas touchées de la méme maniére par 1’agent
mutagene. Enfin, méme si ce modele ne permet pas de mmer tous les types de cancers, les

oncogenes utilises tels que ras ou mye, sont souvent associes au développement tumoral.

2. Voies de signalisation critiques dans I'établissement du modéle de
tumorigenése : immortalisation, crise et transformation

a) Sénescence réplicative et crise
(1) Définition

La sénescence a été défime initialement par Hayflick comme I’ensemble des processus
qu accompagnent la fin de la capacité réplicative de fibroblastes humains en culture
(Hayflick, 1965). Bien que ces cellules gardent une activite métabolique, elles n’expriment
pas les génes requis pour la prolifération, méme dans un contexte mitogéne. Elles se
distinguent en cela des cellules quiescentes qui, elles, sont capables de répondre a un
environnement mitogene. (Dimri et al., 1995).

La capacite proliférative limitée est due a 1’absence d’une enzyme, la télomerase, dans
les cellules somatiques adultes (Harley, 1997; Harley et al., 1990). Cette perte entraine un
raccourcissement des telomeéres au fur et a mesure des divisions cellulaires. Lorsque les
téloméres atteignent une taille critique, les cellules sont alors bloquées en phase GO du cycle
cellulaire : ¢’est la sénescence réplicative ou M1, qui dépend de 1’activation de p53 (Hayflick
and Moorhead, 1961). L’introduction de certaines oncoprotéines virales (SV40LT par

exemple) ou I’ablation de génes suppresseurs de tumeur tel que p53 et pRb permettent aux
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cellules humaines d’échapper a la sénescence, mais ces cellules post-sénescentes accumulent
des réarrangements chromosomiques résultant de 1’apparition de télomeéres instables (Chin et
al., 2004). Cette instabilité finit par atteindre un seuil critique et les cellules rencontrent alors
une seconde barriére de prolifération, appelée crise ou M2, caractérisee par [’apoptose

massive de ces cellules (figure 12) (Stewart and Weinberg, 2006; Wright and Shay, 1992).

Transformation

maligne
SUppresseurs

Oncogéne RAS
‘activé
de tumeurs
divisions : ;

Perle de

Activation
d'un mecanisme
Cellule Bénescence Crise de maintien Prolifération
normale (M1) (M2) des téloméres illimitée

Figure 12 : Sénescence et immortalisation. Les cellules somatiques normales sortent du
cycle cellulaire (c’est-a-dire deviennent sénescentes) aprés un nombre limité de divisions
cellulaires. Les cellules peuvent toutefois échapper temporairement 4 la barriére que
représente la sénescence si elles perdent la fonction de génes suppresseurs de tumeur
capitaux, tels que TP53 et/ou pRB. Elles peuvent néanmoins entrer en « crise » et mourir, 4
moins d’étre immortalisées. Dans ce dernier cas, les cellules immortalisées peuvent
éventuellement acquérir un phénotype malin suite a la tranformation par un oncogéne tel
que ras. (Inspiré de Neumann et al., Nature Reviews Cancer, 2002)

La sénescence réplicative constitue une barricre importante contre la transformation
maligne puisqu’elle permet de limiter la prolifération cellulaire anormale. Les cellules
cancéreuses doivent donc dépasser cet obstacle et atteindre I’immortalité avant de pouvoir
former des tumeurs (Sager, 1991). Dans les cellules immortalisées ou cancéreuses, la
longueur des télomeres est stable, indiquant que I’immortalité réplicative est atteinte grace a
la stabilisation de la longueur des télomeres (Hahn, 2005). Dans la plupart des tumeurs, cette
stabilisation semble étre effectuée via I’expression de la télomerase, qui maintient et allonge
les téloméres par synthése d’ADN télomerique de novo. Dans certains types de tumeurs, un

mecanisme  alternatif d’élongation de 1I’ADN télomérique, appelé ALT (alternative

34



Introduction

lengthening of telomeres), fondé sur des échanges non réciproques entre chromosomes est

mis en place (Bryan et al., 1997).

(2) Télomeres et Télomérase

Chez les mammiferes, les téloméres sont constitués de mulliers de répétitions en
tandem d’une séquence hexanucléotidique TTAGGG. Les télomeres sont situés aux
extrémités des chromosomes et essentielles a leur structure et fonction correctes (figure 13)

(Harley et al., 1990).

Figure 13 : Localisation des téloméres de chromosomes en
métaphase dans des cellules Hel.a. Le marquage spécifique des
téloméres avec une sonde fluorescente (en jaune) est détecté par
la technique de FISH (fluorescence in situ hybridisation).

L’holoenzyme télomérase est un complexe protéique, compose d’une sous-unité ARN,
hTERC, et d’une sous-umité catalytique, hTERT, qui posséde une activité de transcriptase
inverse (Nakamura and Cech, 1998). Le mveau d’expression de hTERT est 1’¢lément limitant
de ce complexe. En effet, la plupart des cellules somatiques normales humaines ne possedent
pas d’activité télomérase detectable et n’expriment pas hTERT, contrairement a la majorité

des cellules germinales et des cellules immortalisées (Masutomi et al., 2003).
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L expression ectopique de hTERT dans des cellules pré-sénescentes ou en pré-crise ne
possédant pas la télomérase leur permet d’échapper a la sénescence (Bodnar et al., 1998;

Yang et al., 1999)ou a la crise (Counter et al., 1998; Halvorsen et al., 1999).

L équipe de Weinberg a pu montrer, en exprimant un dominant négatif de hTERT
(DN-hTERT) dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses humaines, que la longueur des
téloméres diminuaient dans ces cellules et que leur prolifération était alors limitée. Ces
cellules arrétaient de se diviser puis entraient en apoptose. Ils ont €également montré qu’une de
ces lignées cellulaires exprimant DN-hTERT n’était plus capable de former des tumeurs dans
des souris immunodéficientes indiquant que le maintien de I’expression de hTERT dans les
cellules cancereuses est nécessaire au maintien du phénotype malin (Hahn et al., 1999b).
L’ expression de la télomerase, trouvée dans 80-90% des cancers humains est donc essentielle
pour la croissance illimitée des cellules malignes et n’est pas un marqueur secondaire de la

transformation (Boehm and Hahn, 2005; Hahn et al., 1999a)

L’ activité telomérase per se n’induit pas la transformation (Morales et al., 1999), et
bien que la télomérase soit nécessaire pour 1’immortalisation, hTERT n’est pas considérée
comme un oncogene (Hahn, 2002; Hahn et al., 1999b). Toutefois, 1’activation de la
télomerase peut fournir un avantage de croissance aux cellules épithéliales transfectées avec
hTERT dans le but de maintemr des altérations épigénétiques ou génétiques et de devenir
ainsi immortelles (Farwell et al., 2000).

Il a également €te démontré que 1’expression seule de hTERT n’était pas suffisante
pour immortaliser certains types de cellules humaines, telles que les myoblastes, les cellules
¢pithéliales mammaires et les kératinocytes. Ces cellules nécessitent €galement 1’altération

genétique d’autres voies de signalisation (Kiyono et al., 1998; Seigneurin-Venin et al., 2000).

Le maintien de la stabilité génétique suite a 1’activation de la télomérase pourrait etre
un important moyen de défense contre le cancer et certaines maladies dégeénératives. En effet,
des patients portant des mutations altérant les génes intervenant dans les fonctions
télomériques ont une susceptibilité accrue a la formation de tumeurs (Brunori and Gilson,
2005; Brunor et al., 2005). D’autre part, il semble qu'une certaine activite télomérase soit
requise pour maintenir les divisions cellulaires et I’homéostasie des cellules souches

humaines et des cellules progénitrices d’un grand nombre de tissus humains (Forsyth et al.,
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2002; Masutorm et al., 2003). Ceci fait des cellules souches des cibles de choix pour

I’imtiation de cancers.

L’ activation de la télomerase a donc au moins deux conséquences distinctes : le fait de
permettre la réplication illimitée des cellules favorise la transformation mais la présence de la
télomerase permet également le maintien de la stabilite génétique. De plus, d’autres roles
potentiels ont été rapportés pour la télomérase, tel que le maintien de la structure des
chromosomes dans d’autres domaines que les télomeres et dans la réparation de 1’ADN,
ajoutant un mveau de complexité supplémentaire a la compréhension de ce complexe

protéique (Stewart and Weinberg, 2006).

(3) Voies de signalisation de pRb et p53

Les deux premiers genes suppresseurs de tumeur historiquement identifiés, RB et
7P 33, se sont averés coder pour des protéines cruciales pour la physiologie d’une cellule
normale. Situées a I’intersection de voies de signalisation régulant a la fois la prolifération et
la mort des cellules, p53 et pRb sont inactivées dans la majorité des cellules cancéreuses
humaines afin de permettre aux cellules d’outrepasser la sénescence induite par les signaux

mitogénes suite a la surexpression d’oncogenes tels que Ras.

La protéine du rétinoblastome, pRb joue un réle pivot dans le contréle du cycle
cellulaire en régulant le passage des cellules en phase G1. Cette capacite est liée a son état de
phosphorylation : pRb est hyperphosphorylée au début de la phase S et hypophosphorylée
apres la mitose et a I’entrée de la phase G1 (figure 14). La stmulation de cellules quiescentes
induit la phosphorylation de pRb, tandis que la différenciation induit 1”hypophosphorylation
de pRb. pRb se lie a la famille de facteurs de transcription E2F, permettant la transcription de

leurs génes-cibles.
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Figure 14 : pRb et contrdle du cycle cellulaire. pRb se lie et inhibe E2F en
phase GO et début de phase Gl. Dans les cellules en prolifération, la
phosphorylation de pRb par cycline D-Cdk4,6 permet le relargage de E2F, qui
induit alors 1’expression des génes responsables de I’entrée en phase S. Dans les
cellules tumorales, 1’interaction entre pRb et E2F peut &tre empéchée par une
mutation dans le géne RB (X), par la liaison de pRb 4 des oncoprotéines virales
(telle que E7 du papillomavirus) ou encore par la phosphorylation inappropriée
dile 4 la surexpression des cyclines D, la perte de pl6INK4A, inhibiteur de
CDK4,6. (Adapté de Cobrinik D., Oncogene, 2005).

Des données génétiques et biochimiques ont placé pRb dans une voie de signalisation
dérégulée dans la plupart des cancers humains (Lipinski and Jacks, 1999, Weinberg, 1995).
Cette voie de signalisation comprend des inhibiteurs de kinases dépendantes des cyclines
(CDK) de la famille de protéines INK4, qui sont des régulateurs négatifs de la prolifération
cellulaire, et des cyclines de type D qu s’associent avec CDK4 ou CDK6 pour former des
complexes kinases actifs. Les CDKs phosphorylent pRb, ce qui abolit son activité (figure 15).

De nombreux mécanismes génctiques/épigenétiques tels que des mutations,
methylations de novo et déletions ciblent le locus INK4a p16/CDKN2A afin de I'inactiver
(Sarkar et al., 2000). L activité des CDKs et donc de pRb est régulée par des facteurs (anti-)

mitogénes externes. Il est maintenant accepté que I’inactivation de la voie de signalisation de

38



Introduction

PRb est une étape obligatoire dans le processus de cancérogenese, permettant aux cellules

d’étre insensibles aux signaux anti-mitogenes.

Signaux
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Figure 15 : Régulation des points de contréle du cycle cellulaire par pRb et
p33. Les signaux mitogénes activent les cyclines D dépendantes des kinases
(Cdk4, 6), qui phosphorylent pRb afin de faciliter ’entrée en phase S.
L’inhibiteur de Cdk?2, p27K1p1, fortement exprimé dans les cellules quiescentes,
est dégradé an moment ou les cellules entrent en phase S. Des signaux
oncogéniques constitutifs peuvent activer le locus INK4a/ARF. La protéine
P14 ARF inhibe alors Mdm?2 afin d’induire p53, conduisant & 1’apoptose des
cellules ou a 1'induction de p21“*! et & I’arrét du cycle cellulaire dépendant de
PRb. (Adapté de Sherr C.J., Cell, 2004)

L’altération des fonctions de p33 dans différents cancers a mis en évidence
I"'importance de cette protéine dans le contrdle de la croissance cellulaire, la protection de la
cellule contre les réarrangements chromosomiques ou 1’accumulation de mutations et dans
I’inhibition de la transformation cellulaire causée par 1’activation d’un oncogene ou la perte
d’un suppresseur de tumeur (pour revue, voir (Levine, 1997)). La présence de signaux de
stress, tels que les irradiations v, les UV ou les drogues chimiothérapeutiques peuvent induire

la stabilisation et 1’activation de p53 (Giaccia and Kastan, 1998). Une fois activée, p53 peut
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induire un arrét du cycle cellulaire ou ’apoptose de la cellule, selon le type cellulaire, la
nature et la force du stimulus (figure 15).

P33 régule également 1’expression de nombreux facteurs dont plusieurs médiateurs
pro-apoptotiques incluant les membres de la famille Bcl-2 et ceux de la famille de TNF
(Hickman et al., 2002, Miyashita et al., 1994).

Dans de nombreuses tumeurs humaines, le géne 7P 353 ou les facteurs intervenant dans
sa stabilisation ou son activité, sont mutés ou délétés. Par exemple, I’oncogéne Adm?2
(homologue humain du géne mdm2 murin) qu cible p53 pour sa dégradation peut &tre
surexprimé, ou ’expression de pl4**, codant pour un antagoniste de HDM?2 peut étre

supprimée (par délétion du géne ou par méthylation de son promoteur).

b) Transformation : stimulation mitogene

Contrairement aux cellules normales dont la prolifération dépend de la présence de
facteurs de croissance dans leur environnement, les cellules cancéreuses peuvent proliférer
méme en absence de stimulation extérieure (McCormick, 1999). Cette indépendance est

acquise suite a I’activation d’oncogénes tels que ras, capables de générer constitutivement des
signaux mitogenes (voir paragraphe « ras», page 12) (Ellis and Clark, 2000; Hunter, 1991)

ou suite a 1’altération ou la surexpression de récepteurs de facteurs de croissance a la surface
de la cellule tels que EGFR (Press et al., 1990; Ross and Fletcher, 1999). D autre part, le
niveau d’expression de Ras est associé a la taille de la tumeur lorsque des cellules
transformees par Ras sont greffées sur des souris immunodéprimées, illustrant la nécessité de

ce fort signal mitogene.

40



Introduction

3. Limites du modele et création de nouveaux modeles

Malgre D'intérét évident du modéle de tumorigenése multi-étapes de Hahn et
Weinberg, un des problemes est 1’utilisation de génes viraux pour la transformation. En effet,
méme si les antigénes LT et st ont été tres étudiés, tous leurs effets ne sont pas encore
déterminés. De plus, trés peu de tumeurs humaines sont formées suite a I’introduction d’un
gene viral (Gandhi and Khanna, 2005; Gandhi et al., 2004).

Les essais de transformation de cellules primaires humaines ultérieurs ont donc éte
réalisés en utilisant uniquement des genes humains ou leurs orthologues mammuiféres afin de
tenter de mimer de maniére plus fidele la formation réelle d’une tumeur humaine.

Ainsi, une pléthore de publications ont rapporté la transformation de cellules varices,
par exemple en remplagant LT par des dominants négatifs ou des shARN de pRb et p53
(Hahn et al., 2002; Voorhoeve and Agami, 2003) ; en mimant 1’effet inhibiteur de st sur PP2A
via |’utilisation de shARN ou des mutants de la région de PP2A impliquee dans 1’interaction
avec st (Moreno et al., 2004; Ruediger et al., 2001) et pour revue, voir (Boehm and Hahn,
2005).

Boehm ef a/. ont ainsi montré que 1’introduction d’une protéine inhibant la voie de
signalisation de p53, a savoir un dominant négatif, combinge a 1’expression de la cychine D1
et d’un mutant de CDK4 favorisant I’ hyperphosphorylation de pRb et donc I’inhibition de sa
fonction de contrdle du cycle cellulaire, permettaient de remplacer LT dans le processus de
transformation (Boehm et al., 2005).

D’autre part, I’utilisation de ¢-Myc muté au miveau du résidu T58 permet de remplacer
st, et sa combinaison avec hTERT, LT et H-RasG12V permet de transformer des cellules

humaines embryonnaires de rein (Yeh et al., 2004).

Cing autres publications ont aussi décrit la transformation de cellules humaines primaires

en utilisant uniquement des éléments génctiques non viraux (Chudnovsky et al., 2005;

Drayton et al., 2003; Goessel et al., 2005; Kendall et al., 2005; Lazarov et al., 2002). Bien que

les genes introduits différent 1égerement d’un travail a 1’autre selon le type cellulaire étudié,
globalement les voies de signalisation affectées sont les mémes :

— le maintien des téloméres est essentiel pour la transformation, méme si la fagon

d’assurer ce maintien peut varier. De plus, méme pour les modeles dans lesquels le

maintien des télomeres n’était pas activé de maniére intentionnelle (Chudnovsky et
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al., 2005; Lazarov et al., 2002), I’analyse des cellules tumorales a révélé que la
télomerase était tout de méme activée via une modification génetique ou epigénctique
suggérant un role plus complexe de la télomérase dans la tumorigenese ;

— la voie de signalisation de Ras est toujours activee ;

— 1’abrogation de la fonction de p53 est, elle aussi, cruciale pour le développement d’un
cancer, excepté dans le cas de cellules humaines dérivées de peau qui peuvent étre
transformées en gardant la voie de signalisation de p53 intacte (Drayton et al., 2003,
Lazarov et al., 2002)

— le controle du cycle cellulaire est altéré en inactivant de maniére indirecte pRb ;

— dans trois des travaux, la surexpression de ¢c-Myc est nécessaire pour la tumorigenese,
soulignant 1’importance de la coopération Ras-Myc (Drayton et al., 2003; Goessel et
al., 2005; Kendall et al., 2005). Toutefois, dans les autres publications, 1’expression de

¢c-Myc n’a pas été evaluce.

I1 faut souligner plus particulierement le travail de Chudnovsky ef @/. qui ont pu créer
dans un modele murin un environnement proche de celui trouve dans les tumeurs humaines,
permettant alors d’étudier les interactions entre les cellules tumorales et les cellules stromales
lors de la transformation (Chudnovsky et al., 2005).

L’élaboration d’un tel modele orthotopique permet d’envisager la possibilité a terme
de modéliser la formation de tumeurs iz vivo de fagon encore plus proche de la réalité, ot les
cellules cancéreuses ¢chappent au systéme immunitaire, attirent les vaisseaux sanguins
assurant leur survie et diffusent dans tout I’orgamisme. En effet, jusqu’a présent les
combinaisons de transgenes utilisées permettent la formation de tumeurs chez la souris mais

n’induisent pas de comportement métastatique (Boehm and Hahn, 2005).

Rappelons que le but de ces modélisations de cancers, que ce soit in vifro ou in vivo,
est de (1) comprendre les mécamismes moléculaires qu sous-tendent la transformation
maligne, et (i1) de pouvoir, a partir de ces connaissances amcliorer les traitements anti-

cancéreux actuels ou en développer de nouveaux.
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II. Thérapies anti-cancéreuses

L’ orgamsme a développé au moins deux systémes de défense contre les agressions
extérieures et les cellules ayant subi des déreglements trop importants. Il s’agit de la voie de
signalisation de p53 (Vousden and Lu, 2002), détaillée précédemment, et du systeme
immunitaire inné. Malgré cela, le développement de theérapies est nécessaire lorsque ces
systemes sont déficients ou inactivés lors de la formation d’un cancer.

Idéalement, les thérapies anti-canceéreuses ont pour but de prévenir la croissance
tumorale, ou de pouvoir éliminer le plus sélectivement possible les cellules malignes.
Cependant, en réalité, la plupart des therapies actuelles agissent a un stade de développement
de la maladie trop avancé et/ou manquent de sélectivité et/ou ne sont pas assez efficaces.
(C’est pourquol un « nouveau » style de thérapie est actuellement en plein essor ; les thérapies

ciblées.

A. Thérapies conventionnelles

Classiquement, les cancers sont traités grace a la chirurgie, la chimiothérapie ou la
radiothérapie, ce type de theérapies représentant 80 % des cas traités. Cependant, en plus de
I’avantage de prolifération, les mutations a 1’origine de la cancérogenése peuvent augmenter
la reésistance des cellules tumorales a ces différents traitements, assurant ainsi la survie des
cellules cancéreuses et la poursuite de la croissance tumorale (Fojo and Bates, 2003; Orlowski
and Baldwin, 2002).

L’inconvénient majeur de ces traitements est leur manque de sélectivite pour les cellules
malignes. Les effets secondaires, observes sur les tissus sains actifs, sont dus a 1’absorption
des drogues par les cellules qui se multiplient rapidement, notamment les cellules sanguines,
les cellules de la moelle osseuse, des cheveux, de la peau, des muqueuses et de la bouche,
empéchant 1’utilisation de posologies suffisamment élevées pour éliminer toutes les cellules
tumorales de I’organisme. Par ailleurs, les phénomenes de résistances, spontanée ou acquise,

de certaines tumeurs aux agents chimiothérapeutiques limitent leur efficacité. Enfin, les
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traitements tels que la chimiothérapie peuvent provoquer 1’apparition de cancers secondaires,
provoqués par les effets génotoxiques (effet mutagéne) de ce type de thérapie.

Il est donc souhaitable de mettre au point des agents anti-cancéreux ciblés, adaptes au
phénotype tumoral, de fagon a réduire les effets pernicieux des chimiothérapies sur les
organes sains, tout en les concentrant sur les cellules a détruire. De plus, 1’agressivité des
cancers provenant essenticllement de leur potentiel a metastaser, la conception de drogues
toxiques ciblées, capables de s’opposer a la formation de métastases est une piste qu’il est

important d’explorer.

B. Thérapies ciblées

Le terme thérapie ciblée désigne des thérapeutiques dirigées contre des cibles
moléculaires supposces jouer un rdle dans la transformation néoplasique de la cellule. Il ne
s’agit pas d’un concept nouveau en oncologie : les traitements hormonaux des cancers du sein
et de la prostate font partie des therapies ciblées, et sont étudiés de longue date. Les thérapies
ciblées peuvent étre classées en trois catégories: (1) celles qu ciblent les anomalies
moléculaires causales, directement responsables de la transformation néoplasique, (i1) celles
qui ciblent les anomalies moléculaires plus tardives, qui contribuent a la progression tumorale
mais qui ne constituent pas I’étape initiale de la transformation et (ii1) celles qui visent des

cibles moleculaires impliquees de fagon indirecte dans la transformation.

1. Thérapies ciblant une signature caractéristique des cellules
tumorales

La meilleure compréhension des bases moléculaires de la formation tumorale a permis
la conception de nombreux agents actuellement en développement clinique. Une classification

de ces agents peut étre faite en fonction des caractéristiques des cellules cancéreuses ciblées :

o Inhibiteurs de récepteurs tyrosine Kinase ¢t de leurs voies de signalisation

intracellulaires : ciblent les voies de signalisation mitogénes constitutivement
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activées dans les cellules cancéreuses, telles que les récepteurs de la famille HER

(Her2/Neu par exemple), dans le cas des cancers du sein (Ross et al., 2003).

Inhibiteurs du cycle cellulaire : ciblent les protéines qui contrdlent 1’entrée dans les
différentes phases du cycle cellulaire ¢tant donné que celles-ci sont fréquemment

touchées lors de la tumorigenese (Senderowicz, 2003).

Modulateurs de I’apoptose : ciblent des molécules anti-apoptotiques surexprimeées
ou mutées dans les cancers, telles que Bcl-2, ou restaurent la fonctionnalité des voies
apoptotiques en réactivant une voie de signalisation inhibée, telle que la voie de p53

(Andersen et al., 2005).

Agents anti-angiogéniques: ciblent les protéines telles que VEGF (vascular
endothelial growth factor) ou FGF (fibroblast growth factor) impliquées dans la
modulation des capacités de prolifération et/ou de migration des cellules endothéliales

ainsi que la formation de nouvelles vascularisations (Thiery-Vuillemin et al., 2005).

Agents anti-invasifs . ciblent les protéines impliquées dans le développement de
metastases, telles que les MMPs (matrix metalloproteinases), une famille d’enzymes
dégradant la matrice extracellulaire, ¢tape nécessaire dans le processus de meétastase

(Mehlen and Puisieux, 2006).

Pour chaque type de molécule ciblée, différentes approches peuvent étre envisagées,

basées sur les connaissances de leur fonctionnement, de leur structure, de leurs interactions

avec d’autres facteurs. ..

On peut citer :

la thérapie génique somatique, qui consiste a introduire dans les cellules cancereuses
un gene « medicament » dont le produit doit arréter ou ralentir la progression de la
maladie. Différents types de genes médicaments peuvent étre introduits dans les
cellules cibles, notamment des génes immunothérapeutiques codant pour des protéines

qui vont stimuler le systéme immunitaire, des geénes codant pour des protéines anti-
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angiogeniques, des génes chimio-protectifs introduits dans les cellules souches
heématopoiétiques afin d’augmenter leur résistance a la chimiotherapie, ou des génes-
suicide codant pour des enzymes qui convertissent une pro-drogue inoffensive,
administrée séparément, en une molécule cytotoxique (Verma and Weitzman, 2005).

Cette technique encore trés risquée, permet néanmoins un ciblage trés specifique.

— L’utilisation d’anticorps monoclonaux antagonistes, comme par exemple le
bevacizumab, qui neutraliss VEGF, ou le trastuzumab (Herceptine®), un anticorps
humanis¢ qui se lie séléctivement et avec une grande affinité au domaine
extracellulaire de HER2. L Herceptine est utilisée pour le traitement de patients ayant
un cancer du sein metastatique dont les cellules surexpriment HER2, et permet
d’ameliorer la réponse a la chimiothérapie (Slamon et al.,, 2001). Depuis 2000,
I’Herceptine est utilisée en combinaison avec le paclitaxel pour le traitement de

patients n’ayant jamais eu recours a la chimiothérapie.

— L’utilisation d’inhibiteurs tels que le tipifarnib, un inhibiteur de farnésyltransferase,
I’enzyme responsable d’une modification post-traductionnelle de Ras (Herrera and
Sebolt-Leopold, 2002). Cette modification permet la localisation de la protéine a la
membrane cytoplasmique, nécessaire pour que la protéine Ras soit active. On peut
également citer le geftinib (Iressa®), molécule inhibant 1’activité tyrosine kinase de
HERI1. Une autre molécule inhibitrice de tyrosine kinase est 1’imatimb mésylate
(Glivec®) connue pour son action sélective d’induction d’apoptose dans les cellules
exprimant la protéine de fusion BCR-ABL et dans les blastes de patients atteints de
leucémie myéloide chromque (CML) (Capdeville et al., 2002).

— L’utilisation d’oligonucléotides antisens ou technique d’ARN interférence afin
d’inhiber une protéine surexprimée dans les cancers, par exemple 1’Oblimersen dirige
contre Bcl-2, une protéine anti-apoptotique dont 1’expression est altérée dans de

nombreux neoplasmes (Thiery-Vuillemin et al., 2005)
Toutefois, certaines des drogues touchent des enzymes ou des facteurs également

impliqués dans la régulation des cellules normales, limitant le caractére ciblé d un tel type de

thérapie. Un autre désavantage est la relative efficacité de ces traitements, qui doivent souvent
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étre utilisés en combinaison avec d’autres agents thérapeutiques, tels que la chimiothérapie

(Thiery-Vuillemin et al., 2005).

2. Thérapies ciblant 'anomalie moléculaire a la base d'un cancer

a) Définition

Conceptuellement, ce type de thérapie est trés prometteur puisqu’il permet en théorie
d’éliminer 1’élément causal d’un type de cancer. Toutefois, cette stratégie nécessite de
pouvoir identifier I’anomalie moléculaire responsable de la formation d’une tumeur et de
pouvoir cibler cette anomalie. Ce ciblage est actuecllement plus adapté aux leucémies, pour
lesquelles 1’anomalie étiologique est « unique », souvent une translocation chromosomique,
contrairement aux tumeurs solides qui, elles, sont formées suite a plusieurs mutations ou
altérations génétiques et épigénctiques.

Un exemple d’une telle stratégie est représenté par I’histoire du développement du
Glivec (voir paragraphe précédent). Le développement de cette moleécule, depuis
I’1dentification de 1’anomalie causale et la compréhension du mécanisme, a duré environ vingt

ans. Ceci soulignant la difficulté de réalisation d’un tel type de thérapie.

b) Exemple de I'APL : prototype de l'activité thérapeutique de l'acide
rétingique

L’ APL est caractérisée par une accumulation dans la moelle osseuse et dans le sang de
précurseurs myeloides immatures bloqués au stade promyélocytaire.

L’origine de I’APL est une translocation chromosomique réciproque impliquant dans
05% des cas le géne codant pour RARa (retinoic acid receptor) situé sur le chromosome 17 et
le géne codant pour PML (promyelocytic leukemia) situe sur le chromosome 15, générant
ainsi deux protéines de fusion PML-RARa et RARa-PML (de The et al., 1991). De fagon tres

sporadique, d’autres geénes partenaires peuvent conduire a une protéine de fusion avec

47



Introduction

RARa : PLZF (promyelocytic leukemia zince finger), nucleophosmin, Numa (nuclear mitotic
apparatus) ou Stat 5. Ces variants d” APL sont résistants a 1’acide rétinoique (AR).

L oncoprotéine PML-RARa, par sa capacité d’oligomerisation accrue, forme des
complexes stables avec des complexes de co-répresseurs NCoR et SMRT, qui recrutent a leur
tour des complexes contenant des activités histone déacétylase (HDAC) qui ne peuvent étre
dissociés a des concentrations physiologiques en ATRA (Grignam et al, 1998; Lin and
Evans, 2000, Mimucci et al., 2000). De plus, ces complexes co-répresseurs recrutent
¢galement des enzymes de méthylation de ’ADN (DNMT 1, DNMT3a et DNMT3b), ce qui a
pour effet de maintenir la chromatine dans un état répressif pour la transcription et donc
d’inhiber 1’expression des geénes cibles de RARa tels que RARB2 (D1 Croce et al., 2002; Fazi
et al., 2005). Seule ’addition d’une concentration élevée en AR permet la dissociation des
complexes co-répresseurs puis le recrutement de complexes co-activateurs permettant ainsi
I’activation de la transcription des geénes cibles de I’AR, la différenciation des cellules

my¢éloides et la rémission clinique (figure 16).

Qutre le fait qu’il permette la dissociation des complexes co-répresseurs, le traitement
a I’AR induit également (1) une diminution d’expression des différentes DNMTs et de leur
recrutement au mveau des promoteurs de genes cibles (Fazi et al., 2005), (i1) une dégradation

de PML-RARa par 1’action des caspases (Nervi et al., 1998) et I’activation de la voie
ubiquitine/protéasome (Kopf et al., 2000).

Dans le cas particulier de PLZF-RARa, les complexes de co-répresseurs se lient aux
deux entites apo-RARa et PLZF et ’exposition a I’AR ne permet pas la dissociation des

complexes HDACs (Grignani et al., 1998; He et al., 1998). Des doses pharmacologiques
d’inhibiteurs sélectifs de HDACs (HDACIis) permettent de restaurer une réponse a I’AR et
d’induire une différenciation des cellules my¢eloides (figure 16) (Ferrara et al., 2001).
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Figure 16 : Bases de la réponse i I’AR dans les cellules APL.

a. la protéine PML-RAR«, contrairement 3 RARa, dimérise ou oligomérise et recrute plusieurs
complexes HDACs induisant un état réprimé de la chromatine. Des concentrations
pharmacologiques d’AR sont nécessaires pour induire la dissociation des complexes co-
répresseurs, le recrutement de complexes co-activateurs et 1’activation de la transcription des
génes cibles de RAR.

b. La protéine de fusion PLZF-RAR« contient 2 domaines d’interaction avec les co-répresseurs.
L’addition d*AR ne parvient 4 dissocier que les complexes liés 4 la partie RARa. Cependant, la
combinaison avec un inhibiteur de HDAC (HDACi) bloque I’activité de ’enzyme et réverse
I’état de répression de la chromatine, permettant la transcription des génes cibles. (Adapté de
Altucci et al., Nature Reviews Cancer, 2001)
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Toutefois, méme si cette thérapie ciblée a prouveé son efficacité, elle ne permet
pourtant qu’une rémission de courte durée (environ 6 mois) et dans de nombreux cas une
résistance a I’AR est développee. De plus, les doses d’AR utilisées induisent des effets
secondaires nombreux et séveres (Altuccl and Gronemeyer, 2001).

La combinaison de I’AR avec la chimmotheérapie augmente la durée de rémission mais
dans 30% des cas le phénomene de résistance est ¢galement observe. Cette résistance est
expliquée par une augmentation du catabolisme de I’AR wvia le systétme P450 ou la
séquestration de I’ AR par les proteines cytoplasmiques CRABPII (Freemantle et al., 2003), ce
qui provoque une diminution de la disponibilité¢ de I’AR dans les cellules APL. De plus, les
doses d’agents chimiothérapeutiques nécessaires ctant élevées, des effets secondaires sont

¢galement observes.

Parallelement a la découverte de 1’effet de I’AR, le trioxyde d’arsenic a été approuve
pour le traitement des cas d’APL resistants a ’AR (Zhu et al., 2002), étant donné son
efficacité¢ de dégradation de la protéine de fusion PML-RARa en ciblant la partie PML et
I’effet synergique observé en co-traitement avec 1’ AR (Lallemand-Breitenbach et al., 1999).

Toutefois, une possibilite trés prometteuse vient du co-traitement des HDAC!s, tel que
le SAHA, avec des DNMTis comme le 5-aza-2-deoxycytidine et qui permet une réactivation
plus efficace des genes suppresseurs de tumeur (Cameron et al., 1999; Esteller, 2003; Jones
and Baylin, 2002)

3. Thérapie ciblant un événement indirect dans |'apparition d'une
tumeur : exemple de la thérapie épigénétique

Le caractere réversible des modifications épigénctiques fait de celles-ci des cibles
thérapeutiques majeures. Seuls deux types de drogues épigénétiques, qui ont déja fait leurs
preuves au cours d’essais pré-cliniques, sont actuellement impliqués dans de nombreux essais
cliniques : les inhibiteurs de DNMTs tel que le 5-aza-2’-deoxycytidine et les inhibiteurs de
HDACs tels que le MS275, le SAHA ou encore 1’acide valproique (Marks et al., 2001)
(Minucci and Pelicci, 2006).
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a) Agents déméthylants

Le traitement de cellules cancéreuses avec des agents déméthylants conduit a la
réactivation de génes cruciaux pour le contrdle de la prolifération, de la différenciation et de
I’apoptose, tels que plé ou pRb (Yoo and Jones, 2006). Il a également été prouvé que
I’administration de 5-aza-2’-déoxycytidine permet la réduction du nombre d’adénomes dans
un modéle murin de néoplasie intestinale (Laird et al., 1995). Des dénvés du 5-aza-2’-
déoxycytidine tels que la Décitabine ou la Z<bularine capables de former des complexes
covalents avec les ADN méthyltransférases, ont eux aussi montré des effets antitumoraux
prometteurs dans des modeles de xénogreffes et de lymphomes chez la souris (Esteller, 2006).
Toutefois, méme si la Zebularine présente quelques avantages majeurs tels que sa stabilité
chimique, sa faible toxicité et la possibilité de 1’adminmistrer oralement (Yoo et al., 2004),
Jusqu’a present, ces agents démethylants n’ont réellement prouve leur efficacité que dans le
traitement de maladies hématologiques tels que le syndrome myelodysplasique (Esteller,
2005).

b) Inhibiteurs de HDACs (HDACIs)

Les HDAC1s, d’origine naturelle ou synthétique, sont structuralement hétérogénes et
peuvent étre classeés selon leur nature chimique et leur mécanisme d’inhibition (pour revue,
voir (Bolden et al., 2006)). In vitro, les HDACis induisent un arrét de prolifération, la
différenciation et 1’apoptose de nombreuses cellules canceéreuses (Dokmanovic and Marks,
2005). Dans des études pre-cliniques, différentes classes de HDACis ont montré une activite
anti-cancéreuse couplée a une spécificité tumorale prometteuse. D’autres essais cliniques ont
¢galement démontre leur potentiel thérapeutique dans le cas de cancers hématologiques tels
que le lymphome cutané des cellules T et le lymphome diffus des cellules B (Bolden et al.,
2006).

Bien qu’il soit irréfutable que les HDACis peuvent amener a la mort des cellules
tumorales, les voies de signalisation engagées pour engendrer cet effet sont encore a €lucider.
Etant donné que les HDACis ont des effets biologiques pléiotropes, il semble improbable
quune seule voie de signalisation puisse étre identifiée pour tous les HDACIis dans tous les
types cellulaires. Neanmoins, certaines réponses induites par les HDACIs sont connues et

peuvent permettre d’expliquer leur activite anti-tumorale, au moins en partie :
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tous les HDACis découverts jusqu’alors (a 1’exception d’un seul) peuvent induire un
arrét du cycle cellulaire, celui-ci étant souvent associé a I’induction indépendante de
pS3 de p21WAFVCFL Toutefois, les HDACIs peuvent induire ou réprimer d’autres
genes impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire (figure 17) (Johnstone, 2002,
Minuceci and Pelicei, 2006, Richon et al., 2000).

De nombreuses protéines non-histones étant régulées par les HATs/HDACs, les
HDACIs pourraient permettre 1’augmentation de 1’acétylation de protéines impliquées
dans des voies de signalisation critiques pour la cellule, avec pour conséquence la
modification du cycle cellulaire, de la différentiation et de 1’apoptose (Minucci and
Pelicci, 2006). Par exemple, I'induction de 1’acétylation de Hsp90, la protéine
chaperone d’oncoprotéines telles que AKT et ¢-RAF a pour conséquence la
dégradation de ces protéines de survie (Hellebrekers et al., 2006).

Drautres données indiquent que les HDACis peuvent induire la répression de facteurs
de croissance oncogeniques, comme par exemple les tyrosine-kinases telles que BCR-
ABL, via leur ubiquitinylation et I’inhibition de HDAC6 (Bolden et al., 2006).
Plusieurs études ont démontre que certains récepteurs de la famille de TNF ainsi que
leurs ligands peuvent étre transcriptionnellement activés suite au traitement par les
HDACIs et certaines de ces etudes ont corréle 1’apoptose induite par les HDACis avec
I’induction de ces acteurs apoptotiques (figure 17) (Altucct et al., 2005; Insinga et al.,
2005; Minucci and Pelicci, 2006, Nebbioso et al., 2005). Toutefois, 1l n’est pas établi
que les récepteurs de mort soient toujours nécessaires a 1’induction d’apoptose par les
HDAC1s. On ne sait pas non plus si les HDACis induisent un changement global du
pattern d’expression des genes, altérant alors la balance entre les génes anti- et pro-
apoptotiques ou bien si I’induction d’apoptose par les HDACis est un mécanisme plus
spécifique, dii a "activation d’une protéine ou d’une voie de signalisation particuliére
(Bolden et al., 2006).

Les HDACIs ont également €t¢ montrés comme ¢tant capables d’inhiber 1’angiogénese
tumorale, ainsi que D'activité télomérase, nécessaires aux cellules cancéreuses pour

pouvoir se répliquer indéfimment (figure 17) (Drummond et al., 2005).
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Figure 17: Effets des inhibiteurs de HDACs (HDACis) dans les cancers
humains. Les HDACis empéchent I’hypométhylation des histones, permettant ainsi

le remodelage de la chromatine, 1’activité transcriptionnelle et la régression du

phénotype malin. Presque tous les HDACis induisent I’expression de p21°"),

permettant 1’inhibition du cycle cellulaire et 1’induction de la différenciation. Les
HDAC:is ont également des effets anti-angiogéniques et peuvent induire 1" apoptose.

Les premicres ¢tudes sur 1’utilisation clinique des HDACis ont ét€¢ publices
récemment. Ces rapports confirment géncralement les résultats obtenus lors d’essais pré-
cliniques concernant la faible toxicité des HDACis chez les patients en comparaison avec les
autres traitements classiques anti-cancéreux. Les effets toxiques des HDACis sont plus
probablement diis au manque de spécificité de ces molécules plutdt qu’a I’inhibition des
HDACs per se. Toutefois, I'identification des cibles des HDACis est nécessaire pour
optimiser les traitements utilisant ces molecules (Minucel and Pelicci, 2006). De plus, les
propriétés pharmacocinetiques des HDACis (métabolisme et élimination rapides) pourraient
limiter leur utilisation en clinique. De fait, le potentiel majeur des HDACis réside dans leur
capacité a moduler 1’activité d’autres agents thérapeutiques.

De nombreuses combinaisons ont donne¢ des résultats encourageants : le co-traitements
avec des agents chimiothérapeutiques utilis€s communément, les ligands de certains
récepteurs nucléaires, des antagomstes de Hsp90, des inhibiteurs du protéasome, et les agents
démethylant I’ ADN. De nombreux essais de combinaison d’HDACis et de DNMTis ont éte
réalisés et ont montré un effet synergique d’inhibition de croissance tumorale et de ré-

expression de genes réprimés (Yoo and Jones, 2006).
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III. TRAIL : une cible priviléegiée pour le traitement de
cancers

Depuis sa découverte et la description initiale de ses propriétés antitumorales, les études
menées pour mieux comprendre le mecanisme de TRAIL encouragent encore aujourd’hu la
perspective de son utilisation, seul ou combiné a d’autres molécules pour le traitement des

Cancers.

A. TRAIL et ses récepteurs

1. TRAIL, membre de la famille de TNF

L’identification de Apo2L./TRAIL a été réalisée en 1995 par deux groupes indépendants,
par homologie de séquence avec TNFa et FasL avec qui 1l partage respectivement 23% et
28% d’identité de séquence (Pitti et al., 1996; Wiley et al., 1995). Tout comme la grande
majorité des ligands de la superfamille de TNF, TRAIL est une protéine transmembranaire de
type II (partie N-terminale intra-cellulaire et partie C-terminale extra-cellulaire) d’environ 33-
35kDa qui peut aussi exister sous forme soluble suite 4 un clivage protéolytique de sa région
extracellulaire par des protéases a cystéine. Des études cristallographiques ont permis de
révéler que TRAIL forme un homotrimére stabilisé par un atome de zinc situ¢ a 1’interface et
coordonne a trois résidus cystéines situés en position 230 de chaque monomere (figure 18)

(Hymowitz et al., 2000).

Figure 18 : Structure d’un trimére de TRAIL. (A) Vue latérale montrant les trois monoméres en
vert, rouge et bleu. (B) Autre vue du méme complexe. L.’atome de Zinc est représenté en jaune
(Adapté de Van der Sloot et al., Protein Eng Des Sel., 2004)
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2. Récepteurs de TRAIL

L’effet biologique de TRAIL est déclenche par sa fixation et 1’activation subséquente
de ses recepteurs. Chez 1’homme, contrairement aux autres membres de la famille de TNF, le
systeme de récepteurs de TRAIL est complexe et comprend cing récepteurs pouvant lier le
ligand avec des affimités différentes: TRAIL-RI/DR4 (Pan et al, 1997), TRAIL-
R2/DRS/TRICK2/Apo2/Killer (Chaudhary et al., 1997, MacFarlane M, 1997, Walczak et al.,
1997), TRAIL-R3/Dc¢RI1/TRID/LIT (Degli-Esposti et al., 1997b; MacFarlane M, 1997, Pan et
al., 1998; Sheridan et al., 1997), TRAIL-R4/DcR2/TRUNDD (Degli-Esposti et al., 1997a;
Marsters et al., 1997) et OPG (Emery et al., 1998). TRAIL-R1, TRAIL-R2 et TRAIL-R4 sont
des protéines transmembranaires de type I et TRAIL-R3 est une protéine transmembranaire de
type III qu ne contient pas de domaine intracellulaire, et enfin, I’OPG est une proteine
soluble. (Ashkenazi, 2002) (figure 19).

CPG

DeR1 DcR2
DR4 DRSS

Cysteire rich domain 1
{CRD 1)

Death comain

Figure 19 : Vue schématique des 5 récepteurs de TRAIL : DR4/TRAIL-R1, DR5/TRAIL-R2,
DcR1/TRAIL-R3, DcR2/TR AIL-R4 et OPG.

a) Récepteurs de mort

TRAIL-R1 et TRAIL-R2 peuvent former des homo- ou des hétérotriméres, bien que la
présence d’hétérotrimeres soit moins fréquente (Kischkel et al., 2000). Ces récepteurs sont
qualifiés de « récepteurs de mort » car ils contiennent tous deux un domaine cytoplasmique
appelé domaine de mort (death domain, DD) et sont a 1’origine du signal pro-apoptotique de
TRAIL (figure 19). Toutefois, plusieurs travaux tendent a prouver que ces deux récepteurs,

comme d’autres récepteurs de la famille de TNF, auraient €galement des fonctions non-
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apoptotiques (Park et al., 2005). En effet, 1a liaison intracytoplasmique des récepteurs DR4 et
DRS5 a la kinase RIP (receptor interacting protein) au sein du DISC (death inducing complex)
active la voie de NF-xB (Chaudhary et al., 1997), responsable d’un effet prolifératif induit par
TRAIL (Ehrhardt et al., 2003), observe dans plusicurs lignées cellulaires tumorales ou saines
(Baader et al., 2005). Cette capacite d’induction de signalisation de survie est ¢galement
observée dans le cas des systémes Fas/FasL. et TNF/TNFR1 (Alderson et al., 1994; Chen and
Goeddel, 2002; Hsu et al., 1995; Magnusson and Vaux, 1999).

b) Récepteurs leurres

TRAIL-R3 est ancré a la membrane plasmique par une molécule de glycosyl-
phosphatidylinositol et ne posséde pas de DD. TRAIL-R4 possede quant a lui un DD tronqué
non fonctionnel (figure 19). Ces deux récepteurs ont donc été qualifiés de leurres car ils sont
incapables de transmettre le signal induit par TRAIL et régulent donc neégativement
1’apoptose induite par TRAIL.

L’OPG, seul récepteur soluble (figure 19) qui posséde une affinité trés faible pour TRAIL
pourrait étre egalement qualifié¢ de leurre mais la connexion physiologique entre les deux

protéines n’a pas été clairement établie (Truneh et al., 2000).

Chez la souris, un seul récepteur ayant des similarités avec DR4 et DRS et capable
d’initier 1’apoptose induite par mTRAIL a été identifi¢. De plus, deux DcRs dont la séquence
est assez éloignée de celle des DcRs humains et un homologue proche de I’OPG ont cte

récemment découverts (Ashkenazi, 2002; Schneider et al., 2003).
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B. Signalisation induite par TRAIL

1. Voie apoptotique extrinséque

Cette voie est induite au niveau de la membrane cytoplasmique par les récepteurs de
mort, DR4 ou DRS, selon un mécamsme commun aux récepteurs de mort de la famille du
TNFR tels que TNFR1 ou Fas/Apol (Wajant, 2003).

De fagon comparable a 1’apoptose induite par Fas, la liaison de TRAIL a DR4 ou DRS
induit une trimérisation des récepteurs et un recrutement via leur DD de la proteine
adaptatrice FADD (Fas-Associated Death Domain). Cette derniére recrute, par son domaine
effecteur de mort (DED : death effector domain), les pro-caspases -8 ou -10, qualifices de
caspases imitiatrices, au sein dun complexe appelé DISC (Death Inducing Signaling
Complex) (Bodmer et al., 2000; Kischkel et al., 2000; Sprick et al., 2000). La proximité des
molecules de pro-caspases imtiatrices a 1’intérieur du DISC permet leur activation par auto-
clivage ou clivage catalytique mutuel (Muzio et al., 1998). Le clivage de la caspase-8,
effectue en deux ctapes consécutives, produit les sous-unités actives pl10 et p18 (Boatright et
al., 2003; Riedl and Shi, 2004). Celles-ci, suite a leur tétramerisation et leur relargage dans le
cytosol vont activer les caspases dites effectrices telles que les caspases-3, -6 et -7, activant
différents substrats a 1’origine des modifications cellulaires caractéristiques de 1’apoptose
(figure 20). Lorsque cette voie d’activation de I’apoptose des récepteurs de mort, qualifice
d’extrinseque, est majoritairement utilisée par les cellules, celles-ci sont définies comme étant

de type I (Scaffidi et al., 1998).

Des données récentes indiquent que le second clivage de la caspase-8 n’est m
necessaire m suffisant pour Iactivité catalytique de la caspase et ne sert qu’a stabiliser les
dimeres de caspases-8 actives au sein du DISC (Boatright et al., 2003). Actuellement on
pense donc que la caspase-8, active mais pas completement clivée, pourrait étre retenue au
niveau du DISC et que les tétraméres de caspase-8 seraient relargues dans le cytosol. De ce
fait, les différentes formes actives de la caspase-8 pourraient chiver des substrats différents

(Thorburn, 2004).

Contrairement a la caspase-8 dont le role dans I’apoptose induite par les récepteurs a
¢té largement documente, I'implication de la caspase-10 au sein du DISC a longtemps éte

controversee. Il semblerait que la caspase-10 dont la structure est similaire a celle de la
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caspase-8 puisse etre recrutée au sein du DISC et transmettre le signal apoptotique dans des
cellules dépourvues de caspase-8, bien que 1’intensité de ce signal soit plus faible que celwm
transmis par la caspase-8 (Kischkel et al., 2001; Wang et al., 2001). D’autre part, il est a noter
que dans des cellules caspase-8 7, la caspase-10 ne peut pas compenser totalement cette perte
de fonction. Ceci pourrait indiquer que la caspase-10 posséde un rdle différent dans la

régulation de I’apoptose induite par TRAIL ou FasL (Sprick et al., 2002).

VOIE EXTRINSEQUE VOIE INTRINSEQUE
Chemotherapy ——» DNA damage
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Figure 20 : Induction de ’apoptose par TRAIL. La voie extrinséque est initiée 4 la surface
cellulaire par des ligands de la famille du TNF o et se propage via 1activation du complexe DISC. La
voie intrinséque est initiée au niveau de la mitochondrie par la perméabilisation de la membrane
mitochondriale, le relargage de protéines pro-apoptotiques et 1’activation du complexe apoptosome.
Dans ces deux complexes, les caspases initiatrices (caspases-8, -9 et -10) sont activées et activent 4
leur tour les caspases effectrices responsables du clivage des différents substrats cellulaires conduisant
a 1’apoptose.
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2. Voie apoptotique intrinséque

Cette voie est activée en réponse a des dommages intracellulaires tels que des 1€sions
au niveau de I’ADN, 1’activation de voies de stress ou encore 1’irradiation par les UV. Tous
ces différents stimuli convergent au miveau de la mitochondrie, conduisant a la
perméabilisation de la membrane mitochondriale externe et au relargage dans le cytoplasme
de certaines protéines pro-apoptotiques.

De fagon similaire a I’apoptose induite par Fas, TRAIL peut activer la voie
extrinséque et/ou intrinseque selon le type cellulaire (Fulda et al., 2002; Munshi et al., 2001,
Ozoren and El-Deiry, 2002; Suliman et al., 2001; Walczak et al., 2000). En effet, dans
certains types cellulaires, qualifiés de type II, 1’activation de la voie mitochondriale est
essenticlle pour une apoptose conséquente (Scaffidi et al., 1998). Dans ce cas, la caspase -8
recrute puis clive la protéine Bid (Peter and Krammer, 2003), membre pro-apoptotique de la
famille Bcl-2. Une fois activée, tBid (truncated Bid) est transloquée a la membrane
mitochondriale et interagit avec deux autres membres pro-apoptotiques de la famille Bcel-2,
Bax et Bak L’activation de Bax et Bak provoque une dissipation du potentiel
transmembranaire mitochondrial et le relargage de Smac/DIABLO (second mitochondria-
derived activator of caspase/direct I[AP-binding protein), du cytochrome ¢ et de la protéase a
sérine HtrA2/Omi dans le cytosol (Wang, 2001). Alors que Smac/DIABLO et HtrA2/Omm
bloquent I"action des IAPs (inhibitors of apoptosis), des inhibiteurs des caspases, le
cytochrome ¢ interagit avec Apaf-1 et avec une autre caspase initiatrice, la pro-caspase-9 pour
former un complexe appelé apoptosome (Li et al., 1998). Celui-ci permet I"activation de la
caspase-9 puis le clivage des caspases effectrices conduisant ainsi au clivage proteolytique
d’un grand nombre de substrats, a 1’origine des modifications cellulaires caracteristiques de
I’apoptose telles que la fragmentation de I’ADN ou la dissociation de 1’enveloppe nucléaire

(figure 20) (Green and Evan, 2002).

Dans le cas de Fas, 1l a €t¢ suggéré que ’activation de la voie intrinséque pouvait etre
déterminée par 1’efficacité d’activation de la caspase-8 au sein du DISC (Scaffidi et al., 1998).
Ainsi, dans les cellules de type 1, la formation du DISC et I"activation de la caspase-8 sont
efficaces et la caspase-8 peut directement activer la caspase-3 et induire 1’apoptose. En
revanche, dans les cellules de type 11, 1l v a une faible formation du DISC et seule une petite

quantite de caspase-8 active est produite, insuffisante pour induire le clivage des caspases
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effectrices et 1’apoptose de la cellule. Des ¢tudes réalisées en 2004 sur 1’apoptose induite par
Fas dans des lignées cellulaires de gliomes supportent ce modeéle d’activation différentielle de
la caspase-8 dans les cellules de type I ou II (Kmght et al., 2004). Toutefois, certaines études
ont proposé une explication différente selon laquelle le mveau de XIAP pourrait determiner si
une cellule nécessite ou non le recrutement de la voie mitochondriale (Bratton et al., 2002).
Dans ces travaux, les cellules de type II expriment fortement XIAP et nécessitent donc le
relargage de Smac/DIABLO dans le cytosol pour induire I’apoptose. Les cellules de type 1
quant a elles expriment tres peu XIAP et la voie extrinseque suffit pour induire I”apoptose.

Concernant TRAIL, il semblerait plutét que la deuxiéme hypothése convienne pour
déterminer 1’importance de la mitochondrie dans le processus apoptotique. Plusieurs travaux
ont montre les rdles critiques de Bax et du relargage de Smac/DIABLO dans 1’apoptose
induite par TRAIL (Deng et al., 2002; Kandasamy et al., 2003; LeBlanc et al., 2002; Zhang et
al., 2001).

3. Complexes secondaires

Contrairement aux événements initiateurs de 1’apoptose induite par la liaison de FasL
et TRAIL sur leurs récepteurs de mort respectifs, la liaison de TNF sur TNFR1 induit
I’activation des voies de signalisation de NF-xB, INK et de la p38 MAPK. Apres liaison de
TNF, TNFR1 se lie a la protéine adaptatrice TRADD (TNFR-associated death domain), qui a
son tour recrute deux autres protéines adaptatrices : RIP1, qui permet 1’activation des voies de
NF-xB et de p38 ; et TRAF2, qui supporte ¢galement I’activation de NF-xB mais aussi de
INK (figure 21). Dans la plupart des contextes cellulaires, TNF permet 1’assemblage d’un
complexe primaire, responsable de 1’activation des voies de signalisation des kinases, et d’un
complexe intracellulaire secondaire, composé de TRADD, RIP1, TRAF2, FADD et la
caspase-8, qui peut dans des conditions trés particuliéres telles que 1’inhibition de NF-xB,
induire 1’apoptose cellulaire (Micheau and Tschopp, 2003; Muppidi et al., 2004).

60



Introduction

i ] Complex If

APOPTOSE

Figure 21 : Signalisation induite par TNF. La liaison de TNF sur TNFRI
provoque la formation du complexe I induisant 1’activation de NF-xB. De fagon
plus tardive, le complexe IT peut se former et initier la cascade de caspases et la
mort cellulaire. NF-xB inhibe [’apoptose en induisant I’expression de protéines
anti-apoptotiques telles que c-FLIP qui peut inhiber 1’activation des caspases
initiatrices au sein du complexe II. (Adapté de Muppidi I.R. et af, Immunity, 2004)

Bien que la signalisation majoritaire de FasL et de TRAIL soit I'induction d’apoptose
dans les cellules sensibles (Almasan and Ashkenazi, 2003; Diehl et al., 2004; Kelley and
Ashkenazi, 2004; Kimberley and Screaton, 2004; Krammer, 2000), de plus en plus de preuves
sont en faveur dune capacité de ces ligands a activer les voies de signalisation de NF-xB,
INK et p38, méme si la majorite de ces études ont été réalisées dans des conditions non
physiologiques (surexpression de récepteurs) (Sheridan et al., 1997, Wajant, 2004).

Dernierement 1’équipe de A. Ashkenazi a pu montrer que, dans des conditions
physiologiques, TRAIL pouvait effectivement activer les voies de signalisation des kinases,
via la formation d’un complexe secondaire intracellulaire (Varfolomeev et al., 2005). La
liaison de TRAIL a DRS induirait tout d’abord la formation du DISC et pourrait egalement
former un second complexe constitué¢ de FADD, de la caspase-8, de RIP1, de TRAF2 et de
NEMO si le complexe primaire est enlevé. En opposition a TNF, TRAIL assemblerait donc
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un complexe primaire activateur de 1’apoptose, et un complexe secondaire responsable de
I’activation des voies des kinases. Dans le cas de TNF et de TRAIL, I’association du
complexe secondaire dépendrait de la formation du complexe primaire et nécessiterait
probablement la dissociation préalable du complexe primaire du récepteur. A présent, il reste
a déterminer le rdle biologique et la spécificité de tels complexes. D autre part, les conditions
dans lesquelles ces complexes secondaires peuvent se former et comment ceux-ci sont régulés

sont également des points a €lucider.

C. Modulateurs de l'apoptose induite par TRAIL

Malgre les multiples ¢tudes conduites sur TRAIL, les bases de sa sélectivité cellulaire et
les mécam smes moléculaires mis en place pour la résistance de certaines cellules tumorales a
ses effets ne sont toujours pas compris. Plusieurs mécanismes d’action ont été proposes sans
pour autant permettre d’ctablir de corrélations strictes. Certains modulateurs sont ici
présentés. Toutefois, 1l faut noter que selon les études et donc les types cellulaires et les
methodologies utilisés, 1’importance accordée aux différents modulateurs varie. D’autre part,
actuellement aucun consensus n’est établi quant a la stoechiométrie et la composition des

complexes impliques dans la régulation de I’apoptose induite par TRAIL.

1. Expression des récepteurs leurres

La plupart des lignees cellulaires tumorales examinées expriment les deux récepteurs
DR4 et DRS et pourtant seulement environ 50% d’entre elles sont sensibles aux effets
apoptotiques de TRAIL. Contrairement a ce qui €tait pensé a 1’origine, cette résistance ne peut
étre uniquement expliquée par I’action anti-apoptotique des récepteurs leurres DcR1 ou DcR2
¢tant donne leur faible niveau d’expression dans ces mémes lignées. Méme si il a €t¢ montre
que 1’expression des récepteurs de TRAIL peut étre réprimée specifiquement suite a une
methylation aberrante des promoteurs des DcRs ou des DRs, un tel type de régulation n’a été
trouve que dans certains types de cancers (Hopkins-Donaldson et al., 2003; Horak et al.,
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2005; van Noesel et al., 2002). De plus, aucune étude comparant les niveaux d’expression des
quatre récepteurs de TRAIL dans des lignées normales et cancéreuses n’a pu montrer de
correlation stricte entre les mveaux d’expression relatifs des récepteurs et la résistance a
TRAIL (Evdokiou et al., 2002; Petak et al., 2000). Toutefois, 1l faut souligner que la plupart
des analyses reposent sur des profils d’expression des ARNm qui ne tiennent pas compte des
régulations post-transcriptionnelles et post-traductionnelles et ne reflétent donc pas forcément
I’expression des récepteurs fonctionnels. Cependant méme une analyse du mveau
d’expression des récepteurs au niveau protéique serait en partie limitée car les DeRs peuvent
étre séquestres a I’intérieur de la cellule et non pas exprimés a la surface de la cellule, rendant
difficile toute conclusion quant a I’importance de I’expression des DcRs dans la résistance a

TRAIL (Zhang et al., 2000),

Si le réle inhibiteur d’apoptose des Dc-Rs n’est plus a prouver, il n’en reste pas moins
que le mécanisme par lequel ils peuvent conférer aux cellules la résistance a TRAIL n’est
toujours pas défini. Une etude publiée trés récemment et conduite par 1’équipe de O. Micheau
a permis de clarifier en partie ce phénomeéne, en montrant que Dc-R1 et Dc¢-R2 inhibent
I’apoptose induite par TRAIL selon deux mécanmsmes bien distincts (Merino et al., 2006). 11
semblerait que Dc-R1, localisé au sein de microdomaines appelés radeaux lipidiques via sa
queue glycosyl-phosphatidylinositol inhibe la mort induite par TRAIL par un mécanmsme de
compétition avec les DRs pour la liaison du ligand (figure 22, A). Ainsi, lorsque TRAIL se lie
a Dc-R1, la formation du DISC ne peut avoir lieu et la signalisation apoptotique est donc
altérée.

En revanche, Dc-R2 n’empécherait m la liaison de TRAIL a DRS m la formation du
DISC. Pourtant, il ne permettrait pas 1’activation des caspases initiatrices au sein du complexe
DISC, par un mécanisme encore inconnu. Les résultats de ce travail montrent également une
association de DRS et de Dc¢-R2 en hétérotrimére suite a la liaison de TRAIL, avec pour
conséquence une possible altération de la composition du DISC qu expliquerait 1’effet anti-
apoptotique de Dc-R2 (figure 22, B). Ceci est en partie contradictoire avec les données
obtenues par Clancy ef af., qui ont montré que Dc-R2 peut réguler I’apoptose induite par
TRAIL en se liant & DRS méme en 1’absence de TRAIL (Clancy et al., 2005) (figure 22, D).
En effet, cette équipe a montré que 1’inhibition de 1’apoptose par TRAIL-R4 ne dépend pas de
la liaison du ligand au récepteur. Cette inhibition dépendrait en réalité¢ de la formation de

complexes indépendants de TRAIL, entre TRAIL-R2 et TRAIL-R4 via des domaines riches
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en cystéines situés en N-terminal des deux protéines, initialement 1dentifiés dans le cas de
Fas. Ces domaines sont appelés domaines d’assemblage du pré-ligand (PLAD). Ainsi, les
PLADs de TRAIL-R4 et TRAIL-R2 permettraient 1’oligomeérisation des récepteurs de fagon
indépendante du ligand, régulant alors I’'induction d’apoptose (Clancy et al., 2005).

Drautre part, plusieurs équipes ont montré que DcR2 ctait capable d’activer NF-kB
(Deglhi-Esposti et al., 1997a; Hu et al., 1999). Cela a conduit a la formulation d’une troisiéme
hypothese selon laquelle D’activation de molécules anti-apoptotiques par DcR2 pourrait
antagoniser 1’effet de TRAIL (figure 22, C). Mais cet effet n’est pas retrouvé par toutes les
equipes ayant testé cette hypothese, et de plus, I’induction de la voie de survie ne semble étre
quun évenement secondaire dans la signalisation induite par TRAIL (Varfolomeev et al.,

2005).

Les mécanismes moléculaires de I'inhibition d’apoptose par Dc-R2 restent donc
partiellement & décoder et pourraient éventuellement expliquer la reésistance des cellules qu
I’expriment, non seulement a TRAIL mais également aux agents chimiothérapeutiques (Liu et

al., 2005).

C
, TRAL TRAL
o PLAD
Ligand
DeR2 CR4/5 Dc‘?1 DeR2 DR4/5 binding —_—
\'l‘/ X NF-+B !' . . APPTOSIS

AFOPTOSIS APCFTOSIS

APOPTCSIS

Figure 22 : Modéles d’activité des DcRs. (A) théorie traditionnelle de compétition, selon laquelle les
DcRs entrent en compétition avec les DRs pour la liaison & TRAIL. (B) Formation de complexes
mixtes entre les DcRs et les DRs ne pouvant ainsi pas induire 1’apoptose. (C) L’induction de NF-kB
par DcR2, permet de bloquer 1’apoptose induite par la liaison de TRAIL aux DRs, par exemple en
induisant I’ expression de DcR1. (D) Formation de pré-complexes via les PLADs entre les DcRs et les
DRs bloquant I’ apoptose.
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2. FLIP

Plusieurs régulateurs agissent au mveau de la formation du DISC. Les plus connus
sont les FLIP (FADD-like [ICE inhibitory proteins/Casper/I-FLICE/FLAME-
/CASH/CLARP/MRIT), des isoformes de caspase 8. Bien qu’il existe différents variants
transcriptionnels de FLIP, seuls deux sont exprimés au niveau protéique : une forme longue c-
FLIPy, et une forme courte ¢-FLIPs. ¢-FLIPs est uniquement composé de deux DEDs, trés
similaires aux prodomaines des caspases-8 et -10. En revanche, ¢-FLIPL, contient en plus des
deux DEDs en N-terminal, un domaine « caspase-like » mais celui-ci ne posséde pas les
résidus clés pour pouvoir former un site protéase actif, rendant ¢-FLIP;, enzymatiquement

inactif (figure 23).

cFLIP, { DED‘B .{_DEDZD r& spase-likg 480 acides aminés
cFLIPg (DED) {DED) 221 acides aminés
Caspase-8 [ DED DED Caspase-like | 496 acides aminés

Figure 23 : Représentation des domaines de la caspase-8 et de ses inhibiteurs, ¢-FLIP;, et c-
FLIPg. La région C-terminale des molécules de FLIP varie en longueur et en séquence. c-FLIP,
posséde un domaine « caspase-like » inactif en C-terminal, qui lui confére une homologie de structure
avec la caspase-8 et-10. Ce domaine est absent dans la forme courte de c-FLIP.

Bien que toutes deux soient capables de bloquer un signal de mort induit par TRAIL
ou Fas, elles sembleraient agir a des mveaux différents du clivage de la pro-caspase 8
(Krueger et al., 2001). Contrairement a ¢-FLIPs qui ne possede pas de site de clivage et qui
n’est donc pas modifi¢ au sein du DISC, ¢-FLIPy, est cliveé entre sa grande (p20) et sa petite
(p12) sous-unité par les caspases apicales. Le second clivage normalement effectué entre la
grande sous-unité et les DEDs situés en N-termuinal des caspases ne peut en revanche pas
avoir lieu sur ¢-FLIPr, celui-ci ne possedant pas de site de clivage conserve (Scaffidi et al.,

1999),
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Contrairement a c¢-FLIPs, dont le réle d’inhibiteur de 1’apoptose induite par les
récepteurs de mort est établi depuis longtemps, I'implication specifique de ¢-FLIPy dans la
modulation du signal transmis par les récepteurs de mort reste controversée.

Imtialement identifié comme un compétiteur des caspases-8 ou -10 et donc un
inhibiteur de la formation du DISC (Hu et al., 1997, Irmler et al., 1997, Rasper et al., 1998;
Srinivasula et al., 1997), certains résultats indiquaient que FLIPy pouvait tout aussi bien avoir
des effets pro-apoptotiques (Han et al., 1997; Inohara et al., 1997; Shu et al., 1997).

Les données obtenues & partir de MEFs FLIP 7 allaient en faveur d’un réle anti-
apoptotique de FLIP, ceux-ci présentant une sensibilite accrue a I’apoptose induite par les
récepteurs de mort (Bin et al., 2002; Yeh et al., 2000). Toutefois, deux études réalisces sur le
DISC de Fas ont ensuite démontré que c-FLIPp était également capable d’activer la pro-
caspase-8 ; Chang ef af. ont ¢tabli d’une part que le domaine « caspase-like » de c¢-FLIPL
pouvait s’hétérodimériser avec la pro-caspase-8 et 1’activer, et d’autre part que des faibles
niveaux d’expression de ¢-FLIPy sensibilisaient les cellules a 1’apoptose induite par Fas, alors
que des forts miveaux d’expression de ¢-FLIPy bloquaient cette apoptose (Chang et al., 2002).
Puis, Micheau ef @/ ont montré que ¢-FLIPp activait effectivement le premier clivage de la
pro-caspase-8 au sein du DISC mais empéchait le second clivage qui permet normalement le
relargage de la caspase-8 activée dans le cytosol. Dans ce cas, il semblerait que la caspase-8
ne puisse cliver que des substrats proches du DISC, tels que RIP (receptor-interacting protein)

(Micheau et al., 2002).

Quoi qu’il en soit, I'utilisation de siRNAs dirigés contre c¢-FLIPs et c¢-FLIPL
endogenes augmente la sensibilité a 1’apoptose induite par TRAIL (Ganten et al., 2004; Sharp
et al., 2005, Zhang et al., 2004). Ainsi, malgré la capacité de c¢-FLIP, a participer a
I’activation de la caspase-8 par hétérodimerisation, le réle dominant de ¢-FLIPr endogéne

semble étre d’inhiber 1”apoptose induite par les ligands de mort dont TRAIL.

Si FLIP exerce un controle-clé de la sensibilité 4 TRAIL, comment est-il régulé ?
I1 existe au moins trois voies de signalisation qui peuvent influencer I’expression de FLIP et
la sensibilité a TRAIL dans les cellules tumorales :

(1) ¢-Myc est activé dans un grand nombre de tumeurs et il a récemment ¢t¢ montré

qu’il pouvait inhiber la transcription de FLIP (et activer 1’expression de DR4/DRS),
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sensibilisant ainsi les cellules a TRAIL (Ricci et al., 2004; Wang et al., 2004, Wang et al.,
2005).

(11) La voie de signalisation de Ras est elle aussi activée dans une grande variété de
tumeurs et 1l a été¢ montré que 1’expression de Ras active, via la voie de signalisation MEK-
ERK, augmente 1’activation de caspase-8 au sein du DISC (Nesterov et al., 2004; Wang et al.,
2005) Il semblerait que ce phénomeéne puisse étre lié a la capacité de MEK-ERK d’inhiber
I’expression de FLIP.

(1) Une ctude avait suggeéré que D’expression de FLIPs pouvait étre régulée
transcriptionnellement par Akt et ainsi provoquer la résistance de cellules gastriques
cancéreuses a TRAIL (Nam et al., 2003). Puis, Panner et al. ayant ¢galement identifi¢ FLIPs
comme responsable de la résistance a TRAIL de cellules de glioblastome, ont pu montrer que
dans ces cellules, 1’activation d’ Akt est corrélée avec une forte expression de FLIPs et que la
traduction de celui-ci est positivement régulée par mTOR (mammalian target of rapamycin),

une cible directe de Akt (Panner et al., 2005).

3. Autres modulateurs

Un grand nombre de facteurs pouvant potentiellement expliquer la résistance/sensibilité
des cellules a TRAIL ont ét¢ décrits. Toutefois, pour la majorite d’entre eux, les effets
observés sont limités a un type cellulaire particulier ou aucune corrélation stricte n’a pu étre
¢tablie. Ils ne seront donc pas détaillés par la suite. On peut quand méme citer de fagon non

exhaustive :

o  Les IAPs et Smac/DIABLO : Les protéines de la famille des IAPs, parmu lesquelles
clAP-1, cIAP-2, XIAP ou la survivine représentent la seule famille d’inhibiteurs de
caspases endogenes conmus chez les mammiféres pouvant intervenir au niveau de la
vole extrinséque ou de la voie mitochondriale (Deveraux et al., 1997). Les données
obtenues suggérent que Smac/DIABLO joue un rdle critique dans le blocage des
inhibiteurs de caspases lors de I’'induction d’apoptose par TRAIL-R1 et TRAIL-R2 dans
les cellules de type I1 (Fulda et al., 2002; Srimvasula et al., 2000).
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Mutation ou perte de la caspase-8 ou de FADD : Ces deux facteurs sont nécessaires a
la transduction du signal apoptotique (Zhang and Fang, 2005). Le promoteur de la
caspase-8 peut étre méthylé, causant la répression de 1’expression de la caspase
mnitiatrice, comme ¢’est le cas dans certains neuroblastomes, tumeurs du cerveau et

rétinoblastomes (Duiker et al., 2006).

Protéines de la famille Bcl-2 : Les protéines pro- et anti-apoptotiques de cette famille
jouent un réle important dans la régulation de la voie mitochondriale et ont montré une
contribution variable dans 1’apoptose induite par TRAIL selon le type cellulaire
(LeBlanc and Ashkenazi, 2003; Zhang and Fang, 2005).

NF-xB : Il active la transcription de nombreux geénes-cibles, parmi lesquels on retrouve
des protéines anti-apoptotiques telles que cIAP-1, cIAP-2, TRAFI1, TRAF2, Bfl-1, Bcl-
XL et FLIP (Chen et al., 2000, Micheau et al., 2001; Stehlik et al., 1998) mais
¢galement des protéines pro-apoptotiques parmi lesquelles Fas, FasL, DR4, DRS ou
TRAIL lui-méme (Oya et al., 2001; Ravi et al., 2001). Les effets de NF-xB sur la
signalisation de TRAIL sont beaucoup discutés, des publications indiquant un rdle
protecteur de NF-xB contre 1’apoptose induite par TRAIL (Franco et al., 2001; Oya et
al., 2001) (Jeremas et al., 1998; Mitsiades et al., 2001; Spalding et al., 2002; Trauzold
et al., 2001) et d’autres travaux montrant un effet pro-apoptotique de NF-xB (Shetty et
al., 2002). D autre part, DR4, DRS5 et Dc-R2 peuvent activer NF-xB (Degli-Esposti et
al., 1997a). Néanmoins, il semble que TRAIL active NF-xB uniquement lorsque son
activité apoptotique est bloquée, suggérant un rdle différent de NF-xB selon que
I’apoptose est induite par TNF ou par TRAIL (MacFarlane, 2003).
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D. TRAIL : une arme naturelle contre le cancer

Contrairement & TNF induisant majoritairement une signalisation anti-apoptotique et
participant aux réponses immunes et inflammatoires (Yokota et al., 1988), 1’activité
biologique majeure de TRAIL semblait tout d’abord étre 1’induction d’apoptose.

Cependant, le patron d’expression de TRAIL et de ses récepteurs laissait supposer un
role physiologique bien plus complexe. En effet, par opposition a Fasl. dont 1’expression est
restreinte aux cellules B et T activées, aux cellules NK (natural killer) et aux cellules situées
dans des sites immuns privilégiés tels que I’eil, ’ARNm de TRAIL est exprimé de fagon

ubiquitaire.

Parmu les activités physiologiques putatives de TRAIL #n vivo, sa fonction dans la
surveillance tumorale par les cellules NK est la mieux caractérisée, et en particulier dans le
cas de maladies hematologiques (Takeda et al., 2005; Takeda et al., 2001; Takeda et al., 2002;
Zauli and Secchiero, 2006). La majorité des cellules du systéme immunitaire (lymphocytes T,
lymphocytes B, cellules NK, cellules dendritiques, monocytes, granulocytes) induisent
I’expression de TRAIL a leur surface et/ou relarguent TRAIL sous forme soluble suite a des

signaux d’activation (pour revue, voir (Smyth et al., 2003)).

Parmui la multitude de cytokines impliquées dans la régulation du systéme immunitaire,
les interférons (IFNs) sont les activateurs les plus puissants de 1’expression de TRAIL et de
plus en plus de preuves démontrent que TRAIL serait un médiateur important de leurs effets
anti-tumoraux et anti-viraux (Sato et al., 2001, Sedger et al., 2002) (pour revue, voir
(Almasan and Ashkenazi, 2003)). En effet, les souris dans lesquelles 1’expression de TRAIL
est abolie par des anticorps neutralisants ainsi que les souris TRAIL 7 sont plus sensibles aux
carcinogenes, a la greffe et la croissance de cellules tumorales humaines ou la dissémination
de métastases spontanées ou induites (Cretney et al., 2002; Smyth et al., 2001; Takeda et al.,
2001; Takeda et al., 2002). D’autre part, I’'implication de TRAIL dans I’élimination de
cellules infectées a pu étre confirmee in vive (Lee et al., 2002). Chez 1’homme, TRAIL
pourrait agir de maniere similaire au cours du développement du cancer mais les preuves sont
encore indirectes. Soulignons néanmoins les résultats d’une étude montrant que des cellules

NK activées ex vivo provenant de patients atteints de leucémie myéloide aigug, induisent
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I’apoptose des cellules AML via I’induction de TRAIL lorsque celles-ci sont cultivées ex vivo

mais également iz vivo dans un modeles murin (Nieda et al., 2001).

Le fait que les souris TRAIL 7 soient viables, fertiles et n’aient pas de problémes
hématologiques suggere que TRAIL n’a pas de fonction essentielle dans le développement.
Certains groupes ont rapporte une anomalie au niveau de la sélection négative des thymocytes
dans les souris TRAIL ™ indiquant un r8le potentiel de TRAIL dans "homéostasie du systéme
immunitaire (Lamhamedi-Cherradi et al., 2003), mais ce rdle est encore trés controverse.
Drautres études indiquent que TRAIL inhiberait 1’inflammation auto-immune dans des
modeles d’arthrite thumatoide, d’encéphalomy¢lite auto-immune et de certains types de
diabetes (Zauh and Secchiero, 2006). TRAIL serait aussi impliqueé dans la différenciation
cellulaire, par exemple en tant que régulateur négatif de 1’érythropoiese (Secchiero et al.,
2004) et en tant que promoteur de la différenciation des cellules intestinales (Rimondi et al.,
2006).

L’ analyse des fonctions physiologiques de TRAIL, méme si elles ne sont pas toutes
clairement démontrées, souligne une similarite de fonctionnement avec le systeme Fas/FasL.
En effet, ce dermer est trés important pour 1’homecostasie du systéme immunitaire, la
surveillance immunitaire et 1’induction d’apoptose des cellules mutantes ou viralement
infectées ainsi que des cellules inflammatoires au miveau des sites immuns privilégiés.
Toutefois, de nombreux travaux indiquent que les cellules tumorales pourraient exploiter le
systeme Fas/FasL afin d’échapper au systéme immunitaire (Hahne et al., 1996), propriété qu
n’a pas ét¢ démontrée dans le cas de TRAIL.

E. Utilisation de TRAIL en thérapie cancéreuse
1. Monothérapies
L’activation directe de la machinerie apoptotique dans les cellules cancereuses en
utilisant des formes recombinantes solubles des ligands de la famille de TNF a suscité

beaucoup d’intérét, TNFa, FasL. et TRAIL possédant tous trois une activité pro-apoptotique

dans les tumeurs. Toutefois, la toxicité importante des formes solubles de TNF et de FasL a
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considérablement limité leur utilisation thérapeutique (Bremer et al.,, 2006). En effet,
I’1nduction de la voie de signalisation de Fas s”accompagne d’une hépatotoxicite séveére et les
injections de TNF sont a I’origine d’une réponse inflammatoire systémique identique a un
choc sceptique (Ogasawara et al., 1993; Tanaka et al., 1995; Vassalli, 1992).

En revanche, la forme soluble recombinante de TRAIL (rthTRAIL), produite par
Genentech Incorporated et Amgen, ne possédant pas de séquence additive autre que TRAIL
elle méme, est actuellement en deéveloppement (phase I). Elle représente une des molécules
« immunitaires » les plus prometteuses pour les patients atteints de cancers, ¢tant donné que
lors d’études pré-cliniques, elle a indwt la mort de nombreuses lignées cellulaires
cancéreuses, y compris celles présentant des mutations dans p53, et cela, sans affecter la
majorité des cellules normales (Ashkenazi et al., 1999; LeBlanc and Ashkenazi, 2003,
Walczak et al., 1999). In vivoe, tThTRAIL a démontré une activité anti-tumorale contre des
lignées cellulaires établies de cancer de colon (Naka et al., 2002), de gliome (Pollack et al.,
2001), du poumon (Jin et al., 2004) et de la prostate (Ray and Almasan, 2003), ainsi que dans
le cas de xenogreffes de cellules tumorales humaines isolées de patients et cultivées tres

briévement avant transplantation dans les souris (Cretney et al., 2006; Smyth et al., 2003).

Bien que certaines formes de rhTRAIL se soient montrées toxiques pour les
hepatocytes (Jo et al., 2000), les cellules epithéliales normales et les kératinocytes (Lawrence
et al., 2001; Nitsch et al., 2000), ces effets ont été attribués a la formulation des molécules
utilisées (par exemple, 1’ajout d’un motif Leucine Zipper) plutdt qu’a TRAIL lui-méme
(Ashkenazi et al., 1999; LeBlanc and Ashkenazi, 2003). En effet, ’effet toxique observé avec
les versions générées portant un motif Leucine Zipper ou un épitope Histidine ou Fe, bien que
spécifique de TRAIL puisque neutralise par des anticorps solubles TRAIL-R2-Fc, s’explique
en partie par la puissance d’agrégation de ces versions modifiées de TRAIL. Elles auraient la
capacité de s’organiser non seulement en triméres, mais ¢galement en multiplexes plus
fortement apoptogenes. Ce différentiel apoptogénique est a mettre en relation avec la présence
en surface des récepteurs inducteurs de mort, DR4 et DRS et a la faculté de stimulation des
différents complexes : la forme trimére activerait umquement DRS alors que les multiplexes
formés par les formes substituées de TRAIL stimulerait a la fois DR4 et DRS5 potentialisant
ainsi la réponse apoptotique (Wajant et al., 2002). L’absence de contrdle strict pour la
formation de complexes des formes substituées expliquerait les résultats contradictoires de

certaines ¢tudes (Leverkus et al., 2003; Nesterov et al., 2002). De plus, des évaluations chez
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des souris et des primates réalisées avec des formes solubles sans épitope de TRAIL n’ont

montre aucune toxicité (Kelley et al., 2001).

De la méme fagon, plusieurs anticorps agonistes capables d’activer les récepteurs DR 4
et DRS ont été développés et ont montré une capacité a induire uniquement 1’apoptose des
cellules cancéreuses (Ichikawa et al., 2001) et a ralentir la croissance de tumeurs dans des
modeles de xeénogreffes sans toxicité systémique (Cretney et al.,, 2006, Fesik, 2005).
L’ avantage de ces anticorps est leur spécificite vis-a-vis d’un récepteur et leur demi-vie plus
longue que la forme soluble de thTRAIL. D’ailleurs, certains de ces anticorps monoclonaux,
développés par Human Genome Science (HGS) en association avec la société Cambridge
Antibody Technologies sont actuellement en cours d’évaluation clinique. L un est dirigé
contre DR4 (HGS-ETRI en phase 2) et deux sont dirigés contre DRS5 (HGS-ETR2 et HGS-
TR2J en phase I) (Georgakis et al., 2005, Motoki et al., 2005; Pukac et al., 2005). Méme si
aucun probléeme n’a encore et rapporte, la question de la toxicité associée a 1’administration
de ces anticorps se pose, étant donné que les ammaux ont ¢t€¢ exposés a des anticorps
spécifiques des formes humaines des récepteurs.

Récemment, un anticorps monoclonal agoniste du récepteur DRS murin a éte
développe et bien qu’il nécessite un « crosslinking » pour induire I’apoptose de lignées
cellulaires canceéreuses, cet anticorps a montré un effet anti-tumoral et anti-métastatique
puissant iz vivo, et a permis le recrutement de cellules du systéme immunitaire inneg telles que
les cellules NK, les macrophages et les cellules dendritiques. Aucun signe de toxicité n’a ¢té
observé chez les souris, et cet anticorps a induit les cellules T mémoires tumeur-spécifique,
permettant ainsi une protection sur le long terme contre le développement d’une nouvelle

tumeur (Takeda et al., 2004; Wajant, 2006).

L’ utilisation d’anticorps agonistes ciblant DR4 ou DRS pourrait étre plus avantageuse
que I’admimstration de rhTRAIL étant donné que les cellules tumorales sont en partie
protégées par I’expression des DcRs. Toutefois, 1l faut souligner que I’utilité thérapeutique de
rhTRAIL et des anticorps agonistes des récepteurs de TRAIL sera limitée aux patients ayant
des tumeurs sensibles a 1’apoptose induite par TRAIL. Pour les cas ou les cellules tumorales
sont résistantes, qu’il s’agisse de résistance innée ou acquise au cours du ftraitement, il

convient d’envisager une thérapie combinatoire, reposant sur 1’emploi coordonné d’agents
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ciblant des voies de signalisation distinctes, dans le but de spécifiquement éliminer les

cellules cancéreuses réfractaires aux agents utilisés séparément.

2. Traitements combinés

Malgre le potentiel de TRAIL, certaines tumeurs restent résistantes au traitement. Un
grand nombres de publications ont néanmoins rapporté un effet synergique de TRAIL en
combinaison avec d’autres drogues cytotoxiques ou des radiations i vifro et in vivo dans le
cas de cancers incluant des gliomes malins, des melanomes, des leucemies, des carcinomes du

sein, du colon ou de la prostate (Debatin and Krammer, 2004).

Ainsi, des co-traitements de TRAIL et d’agents cytotoxiques au mode d’action aussi
différent que I’actinomycine D, le 5-fluorouracile (5-FU), la doxorubicine, le cis-platine
conduisent a une apoptose synergique (Cuello et al., 2001; Evdokiou et al., 2002; Keane et al.,
1999; Lacour et al., 2003; Nimmanapalli et al., 2001). Les mécanismes moléculaires de cette
synergie seraient multifactoriels. L induction de 1’expression des récepteurs de mort, qu’il
s’agisse d’un phénomeéne p33-dépendant ou pS53-indépendant, et des protéines pro-
apoptotiques du DISC telles que la caspase-8 et FADD (Nimmanapalli et al., 2001) serait le
mecanisme d’action prépondérant. Par exemple, il a récemment été démontré que 1’acide
valproique, un HDACI, induit Dexpression de DRS et de TRAIL dans des cellules
leucémiques i vitro et in vivo et que cette induction est corrélée a I'induction d’apoptose
tumeur-spécifique (Insinga et al., 2005). Cependant, des perturbations au mveau des voies
apoptotiques mutochondriales (Evdokiou et al., 2002) et/ou des activations de caspases
effectrices ont ¢té rapportées (Cuello et al., 2001). De rares données dans des modeles
xenogreffés suggerent que I’effet anti-tumoral ne s’accompagne pas d’une aggravation des
effets toxiques. En effet, TRAIL et le 5-FU agissent de fagon synergique et permettent la
régression et méme la rémission de carcinomes humains du colon ¢tablis dans des modeles

Xenogeéniques.

D’autres agents biologiques, agissant au niveau de la voie de signalisation de TRAIL

permettent également de sensibiliser des cellules initialement résistantes, comme par exemple
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I’TFNy, des inhibiteurs du proteasome, tels que le bortezomib et le M(G132, ou des agonistes

de Smac (figure 24) (Cretney et al., 2006).
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Figure 24 : Interférence d’agents thérapeutiques sur la voie de signalisation de
TRAIL. Tllustration des moyens utilisés par les agents chimiothérapeutiques, les
inhibiteurs de protéasome, les HDACis, les inhibiteurs des membres anti-
apoptotiques de la famille Bel-2 (Bel-2 et Bel-XL) et les inhibiteurs de TAPs pour
interférer dans la voie de signalisation de TRAIL et potentialiser I’effet de thTR AIL.
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Discussion

Il est établi de longue date qu'une déficience en vitamine A provoque une
augmentation de 1’incidence des cancers et de la sensibilité aux agents carcinogénes (Wolbach
and Howe, 1925). Il a également été¢ montré que les rétinoides permettent la suppression du
développement tumoral dans différents modeles de carcinogenése, tels que ceux de la peau,
du sein, du poumon, de la prostate, du pancréas ou du foie (Okuno et al., 2004). L action
préventive ou thérapeutique des rétinoides dans un grand nombre de cancers n’est également
plus a démontrer (Altucci and Gronemeyer, 2001; Lippman and Lotan, 2000; Lotan, 1996,
Sun and Lotan, 2002). Leur potentiel thérapeutique vient du fait qu’ils peuvent réguler
I’expression de geénes impliqués dans le contréle de la prolifération, différenciation et

apoptose des cellules cancéreuses traitées (Soprano et al., 2004).

Un modele fréquemment utilis€ pour tester 1’activité anti-tumorale des rétinoides est la
carcinogenese de la peau, chimiquement induite en deux étapes. L’étape d’inmitiation est
induite par un compose tel que le DMBA (7,12-dimethybenz(a)anthracene) et I’étape de
promotion est induite par un phorbol ester tel que le TPA (12,13-tetradecanoyl phorbol
acetate). Des études in vive utilisant ce modele ont révélé la capacite des rétinoides de bloquer
I’étape de promotion tumorale, vie 1’inhibition de I"activité AP-1 (facteurs de transcription
composés de protéines de la famille de Fos et Jun) induite par le TPA (Huang et al., 1997).
Toutefois, les bases moléculaires de cet antagonisme n’ont pas ¢t élucidées.

L’action anti-tumorale des retinoides n’est pas restreinte a cette activité anti-AP-1. En
effet, les récepteurs a ’AR peuvent interférer avec d’autres voies de signalisation directement
impliquees dans les cancers. Par exemple, les rétinoides peuvent réprimer la voie oncogeénique

de la p-caténine en entrant en compétition avec les partenaires usuels de la B-caténine,

empéchant de la sorte tout développement tumoral (Easwaran et al., 1999).

Une autre preuve de 1’action des rétinoides est leur utilisation pour le traitement de la

leucémie promyélocytaire aigué. La thérapie différenciative fait référence a une approche
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fondamentalement différente de la chimiothérapie, cette derniére visant a détruire rapidement
les cellules tumorales en croissance. La thérapie différenciative essaie de réactiver des voies
de signalisation bloquées, inactivées ou supprimées lors de la tumorigenése afin de forcer les
cellules a adopter un phenotype plus différencié, et de fagon optimale, de les conduire jusqu’a
I’apoptose. Le challenge de la thérapie différenciative est donc de restaurer une signalisation
normale. De fait, le traitement de 1’APL avec I’AR combing a des antracyclines permet de
guérir 70-80% des patients (Lengfelder et al., 2005). Néanmoins, le mecanisme a la base de

leurs effets anti-tumoraux est longtemps reste indétermine.

Parmi tous les effets induits par les rétinoides, leur impact sur la croissance et la
différenciation a majoritairement €te étudié. Leur capacite a induire 1’apoptose des cellules
cancéreuses a quant a elle €te 1’objet de moins d’attention.

Un des axes de recherche développé au laboratoire depuis plusieurs années consiste en 1’étude
des activités apoptogeniques des rétinoides, en utilisant notamment le modeéle de I’ APL.

Les cellules promyélocytaires NB4, seul modele cellulaire de la pathologie APL expriment la
protéine de fusion PML-RARa. Sous 1’action d’acide rétinoique tout trans (ATRA), elles
différencient dans la voie granulocytaire et, de maniére concomitante, s’arrétent en phase G1
du cycle cellulaire, caractérisée par une induction de p21. Aprés la phase de maturation, les
cellules meurent par apoptose. Il a pu étre prouve au laboratoire que suite a I’activation de
programmes anti-apoptotiques, ATRA induit I’expression du ligand de mort TRAIL dans les
cellules NB4 et les blastes de patients APL. 11 a également ét€¢ démontré que TRAIL est
effectivement responsable de 1’effet apoptogénique de ATRA (Altucci et al., 2001).

Nous avons donc souhaité approfondir 1’aspect d’induction de TRAIL par les
rétinoides afin d’en déterminer le mécanisme moléculaire d’induction de TRAIL par I’ AR.
Nous avons effectue cette ¢tude parallélement dans les cellules NB4 et dans des lignees
cellulaires de cancer du sein.

L’ induction tardive de TRAIL dans les différents systemes ¢tudiés impliquait une induction
transcriptionnelle indirecte. L’étude du promoteur du géne codant pour TRAIL a révéle la
présence d’un site de liaison pour une protéine impliquée dans la voie de I'interféron v (IFNy),
IRF-1. Nous avons ainsi 1dentifié¢ IRF-1 comme étant le facteur clé responsable de 1’induction

de TRAIL par 1’acide rétinoique. L activation transcriptionnelle de IRF-1 par I’AR permet le
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recrutement de IRF-1 au niveau du promoteur du géne codant pour TRAIL, au niveau de deux

séquences consensus, ISRE et IRF-E, permettant alors son activation.

Plusiceurs ¢tudes ayant décrit un effet synergique de I’IFNy et de I’ AR sur I’inhibition
de la prolifération cellulaire dans plusieurs systemes canceéreux (Pelicano et al., 1997), et étant
¢tabli que les voies de signalisation de ces composés convergent vers IRF-1, nous avons
¢tudi¢ 1’effet de leur traitement combiné sur 1’activation de TRAIL. Nous avons ainsi noté
que le traitement des cellules par ces deux agents anti-tumoraux, AR et IFNy induit la liaison
coopérative de IRF-1 sur le promoteur de TRAIL, permettant son induction de maniére
efficace dans les systémes cellulaires ¢tudiés. D’autre part, ce traitement combiné permet
¢galement le recrutement important de CBP sur le promoteur de TRAIL, indiquant un rdle
potentiel des co-activateurs dans ce phénomene. Il serait intéressant de pouvoir identifier les
facteurs participant ainsi que la dynamique du complexe formé au niveau du promoteur de
TRAIL, conduisant eu recrutement de CBP.

Il a déja été prouve que d’autres membres de la famille IRF peuvent recruter CBP
lorsqu’ils sont liés a I’ADN sous forme d’hétéro/homodimeres (Wathelet et al., 1998). Ceci
pourrait expliquer la forte corrélation entre le recrutement de CBP et la liaison de IRF-1 au
niveau du promoteur de TRAIL. Soulignons qu’un tel effet est significativement réduit lors de

traitement avec I’ AR ou I’IFNy seuls.

Une autre observation importante concerne I’induction d’IRF-1. En effet, IRF-1 est
décrit comme un suppresseur de tumeur et sa capacité a induire 1’expression de TRAIL
pourrait étre un des moyens mis en place pour exercer sa capacite d’inhiber la croissance
tumorale, démontrée pour différentes lignées cellulaires cancéreuses (Tanaka and Tanmiguchi,
2000). En effet, les bases moléculaires de sa fonction de suppresseur de tumeur ne sont pas
completement €lucidées. Outre nos données, deux faits pourraient permettre de relier IRF-1 a
TRAIL : (1) IRF-1 est capable d’induire 1’apoptose de cellules transformées par un oncogéne
de fagon indépendante de p53, tout comme TRAIL, et (11) il peut exister une synergie entre
IRF-1 et p53, et I’expression d’un des récepteurs de mort de TRAIL, DRS peut étre induite
par p53 (Kim et al., 2001, Wang and El-Deiry, 2003; Wu et al., 1997).

Nous avons ensuite pu démontrer par des expériences de co-culture que 1’induction de

TRAIL dans les cellules de cancer du sein SK-BR-3 permettait d’induire 1’apoptose de
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cellules cancereuses heéterologues, résistantes au traitement AR + IFNy, prouvant ainsi un
mode d’action paracrine pour TRAIL.

Enfin, une expérience similaire de co-traitement réalisée avec des cellules T CD4+
normales n’a pas induit la mort de ces dernicres, ce résultat allant dans le sens des indications
relevées dans la littérature selon lesquelles TRAIL serait capable d’induire sélectivement la
mort des cellules tumorales sans affecter les cellules normales. Cette derniére observation a
un impact significatif pour 1’utilisation de TRAIL en thérapie. En effet, au cours des
traitements anti-cancéreux, il est fréquent qu’une partie des cellules cancereuses acquiérent
une resistance a un des traitements. L’induction de TRAIL par les cellules sensibles

permettrait de pallier a ce probléme, en indwsant la mort des cellules environnantes.

D’autre part, une étude est en cours au laboratoire afin de déterminer les mécanismes
d’induction de IRF-1 par 1’acide rétinoique. L’induction rapide de IRF-1 par I’acide
rétinoique suggére en effet une régulation directe. Des expériences d’immunoprécipitation de
la chromatine vont nous permettre de déterminer s1 les récepteurs de I’acide rétinoique sont
recrutés au mveau de ce promoteur, si ce recrutement se fait en réponse a 1’acide rétinoique et
lequel des 1sotypes de RAR est mis en jeu. En effet, RARa est exprimé dans ces cellules de
maniere constitutive, mais RARB, considéré également comme un suppresseur de tumeur est,
lui, induit suite au traitement a I’ATRA. Il serait donc intéressant de déterminer si un lien
RARB/IRF-1/TRAIL peut étre ctabli. Toutefois, si ce lien existe, une des limitations
envisageables incombe au fait que IRF-1 et RARP sont tous les deux souvent inhibés au cours
du processus tumoral. En effet, dans certaines lignées de cancer du sein, le promoteur de
RARP est hypermethylé, réprimant ainsi son expression, et le locus de IRF-1 peut lui aussi

étre hyperméthylé ou perdu.
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IT.

Un intérét majeur de notre laboratoire porte sur la recherche de traitements alternatifs

du cancer, qui permettraient 1’éradication plus spécifique des cellules tumorales et la
réduction des effets toxiques des traitements conventionnels. Ainsi, lorsqu’il est apparu dans
la littérature que les inhibiteurs de HDACs pouvaient, entre autres effets, induire
préférentiellement la mort des cellules tumorales (Marks et al., 2001), nous avons souhaité
déterminer 1’origine de I’effet de ces inhibiteurs.
Les premiéres preuves proviennent de 1’étude d’un type de leucémie résistante a I’AR. Dans
ce cas, m ’expression ni les fonctions des récepteurs de I’ AR ne sont altérées et des mutations
dans d’autres facteurs de transcription sont responsables de 1’arrét dans le processus de
différenciation (pour revue, voir (Tenen, 2003)). Un recrutement aberrant des HDACs par des
facteurs de transcription est responsable de la répression de I’expression de nombreux génes
impliqués dans la régulation de la prolifération, différenciation ou apoptose. Ainsi, La
combinaison d’AR et d’HDACIis permet d’outrepasser le blocage différenciatif des cellules
(Ferrara etal., 2001).

Les modifications épigénétiques ont ¢te récemment identifiées en tant que mecamsme
permettant 1’inhibition de 1’expression de différents suppresseurs de tumeur et 1’expression

aberrante de certains génes impliqués dans la croissance tumorale.

Envisageant la possibilité que 1’induction d’apoptose par les HDACIs pouvait étre lice
a la stimulation de I’expression de TRAIL, nous avons ¢tudié les effets de trois HDACis (MS-
275, SAHA et acide valproique) dans des cellules leucémiques, ainsi que dans des blastes de
patients atteints de leucémie myeloide aigué (AML). Le traitement des cellules et des blastes
avec chacun des inhibiteurs a causé le ralentissement de la prolifération cellulaire suivi d’un
arrét du cycle cellulaire, de la différenciation des cellules puis de leur apoptose. Une
observation importante de cette etude est que le traitement de cellules progénitrices myéloides
CD34" ne provoque pas leur mort. Ayant remarqué I’induction de p21 et de TRAIL suite au
traitement par les HDACIs, nous avons confirme leur implication par la techmque
d’interférence a I’ARN (RNA1). L inhibition de p21 abroge I’arrét du cycle cellulaire mais
pas la différenciation mi 1’apoptose des cellules. En revanche, lorsque TRAIL est inhibé,

I’induction d’apoptose est bloquée sans répercussion sur 1’arrét du cycle cellulaire m de la
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différenciation. La mise en place d’expérimentations iz vive nous a apporté la confirmation de
I’1mplication de TRAIL dans ce meécanisme anti-tumoral.

Auméme moment, un autre groupe a aussi démontré I’implication de la voie de signalisation
de TRAIL et de ses récepteurs de mort dans des modeles murins d’AML, appuyant nos

résultats (Insinga et al., 2005).

De plus, nous avons mene une ¢tude mecanistique de 1’induction de TRAIL par les
HDACIs, qu nous a révélé ’acétylation et le recrutement des facteurs SP1 et SP3 sur le
promoteur de TRAIL, le facteur SP1 semblant étre celui qui médie la réponse aux HDACIs.
Cependant nous ne connaissons pas encore la conformation finale du modele et il serait

intéressant d’effectuer des expériences de ChIP, afin de confirmer I’implication de SP1.
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Figure 32 : Activation du promoteur de TRAIL par les rétinoides, I'interféron y, ou les HDACis.
(a) le promoteur de TRAIL contient plusieurs séquences consensus, notamment deux boites GC, un
site IRF-E, un site ISRE. Dans des cellules non stimulées, les facteurs SP1 et SP3 sont liés aux boites
GC et les sites IRF-E et/ou ISRE sont liés par IRF-2. Le traitement des cellules a I'TFNg et/ou I’AR
induit 1’expression de IRF-1, qui est alors recruté sur le promoteur de TRAIL. (b) La présence des
boites GC est nécessaire pour 1'induction de TRAIL par les HDACis qui, de plus, recrutent des
protéines SP3 additionnelles au niveau du promoteur. (¢) Dans les deux cas décrits ci-dessus, CBP, un
co-activateur ayant une activité HAT, ainsi que la Polymérase II sont ultérieurement recrutées au

niveau du promoteur, provoquant I’acétylation des histones et la transcription du géne codant pour
TRAIL.
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Bien que nos résultats apportent une base mécanistique expliquant en partie les effets
des HDACis, 1l est fort probable que ces effets ne soient pas observables dans d’autres types
de tumeurs. En effet, des données préliminaires du laboratoire indiquent que dans des lignées
cellulaires de différents cancers solides tels que le cancer du sein, de la prostate ou du colon,
le traitement avec divers HDACis n’induit pas 1’expression de TRAIL, confirmant que celui-
¢l n'est pas toujours nécessaire a 1’induction d’apoptose par les HDACis (Minucci and
Pelicci, 2006) et que les HDACIs sont donc capables d’exercer leur action tumeur-specifique

par un autre moyen qu’il reste a €lucider.

Un autre fait surprenant est I’efficacite des HDACis dans le traitement de cancers. En
effet, les enzymes ciblées par ces inhibiteurs régulent la transcription d’un trés grand nombre
de geénes et pourtant 1’action des HDACis est ciblée aux cellules a éliminer et ne provoque pas
de désordres globaux au nmveau du génome. De fait, nos travaux indiquent que TRAIL serait
sélectivement induit par les HDAC1s ciblant les HDACI et 2, tels que le MS275 ou I’acide
valproique. Il est donc envisageable que 1’action des HDACis passe par le blocage
préférentiel d’une classe particuliere de HDACs ou d’un HDAC précis. Quoi qu’il en soit, la
détermination des voies de signalisation et des facteurs modulés par chaque HDACI reste
necessaire pour la conception rationnelle de nouveaux agents thérapeutiques, méme si les
molécules en développement ont déja fait leurs preuves lors d’essais pré-cliniques.

Ainsi, la combinaison des inhibiteurs de HDACs avec des inhibiteurs de DNA
methyltransférases a démontré son efficacité dans le cas d’ APL resistantes a 1’ AR (Fazi et al.,

2005) démontrant que 1’alternative a la thérapie différenciative peut étre tres efficace.
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Résumé

Les rétinoides exercent leurs effets via leur liaison a deux familles de reécepteurs
nucléaires, les RAR (a, 8, y) et les RXR (a, 8, y), qui sous forme d’hétérodimeres, activent la
transcription de leurs génes cibles. Ainsi, les rétinoides ont la capacite de moduler la
prolifération, difféerenciation et apoptose de nombreux types cellulaires, ceci ¢tant a la base de
leur utilisation en prévention et en thérapie de certains cancers. Le succes de la thérapie
différenciative induite par 1’acide rétinoique (AR) est surtout démontré dans le cas de la
leucémie promyélocytaire aigué (APL), pour laquelle il représente un traitement standard. Des
donnees obtenues au laboratoire indiquaient que 1’apoptose induite par les rétinoides était lice
a I’induction du ligand de mort TRAIL.

Nous avons pu ¢lucider les mécanismes moléculaires qui sous-tendent I’induction
d’apoptose de cellules leucémiques par les rétinoides et I'interféron y d’une part, et par les
inhibiteurs de HDACs d’autre part. Ainsi, nous avons pu montrer que TRAIL est non
seulement 1’¢lément clé de 1’action apoptogénique des rétinoides mais €galement que TRAIL
est a la base de I’action anti-tumorale des HDACis.

Parallélement a ces études, I’utilisation d’un modéle cellulaire permettant de mimer in
vitro les différentes étapes de tumorigenése nous a permis de montrer que 1’introduction d’un
nombre limité d’éléments génétiques permet la transformation de cellules normales et leur
sensibilisation a 1’apoptose induite par TRAIL. Nos données montrent qu’il ne semble pas
exister de mécanisme universel de sensibilisation des cellules a TRAIL mais qu’il s’agit plutot
d’un réseau complexe d’informations variant selon le type cellulaire et les oncogenes
impliqués dans la transformation cellulaire.

Abstract

Retinoids act by binding to two classes of nuclear receptors, RAR and RXR, which
form heterodimers and activate the transcription of target genes. As a consequence, retinoids
have the ability to modulate proliferation, differentiation and apoptosis of various cell types,
which 1s at the basis of their use as chemopreventive and therapeutic drugs in several cancers.
Indeed, the success of retinoic acid (RA)-mediated differentiation therapy 1s particularly
impressive in the case of acute promyelocytic leukaemia (APL), where it represents standard
treatment. Previous data of our laboratory indicated that one of the factor involved in retinoid-
induced apoptosis in APL cells 1s the death ligand TRAIL.

We were able to elucidate the molecular mechanisms underlying the apoptosis
induction of leukemic cells by co-treatment of retinoids and interferon g on one hand, and by
HDACs inhibitors (HDACis) on the other hand. Thus, we could show that TRAIL 1is not only
the key factor of the apoptogenic action of retinoids, but also that TRAIL is responsible for
the anti-tumor action of HDAC:is.

In parallel, using a cellular model mimicking in vitro the tumorigenesis process we
showed that the introduction of a limited number of genetic events leads to the transformation
of normal cells into cancer cells and their concomitant sensitization to TRAIL-induced
apoptosis. Our data indicate that there is no common principle for sensitization of the cells to
TRAIL but that it is more likely a complex information network which cell type specific and
depends on the oncogenes involved in transformation.








