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Partie | : Les carcinomes épidermoides de la téte et du cou

1- Laréalité clinique : un tableau complexe

1- 1) Données épidémiologiques et carcinogenése

Les cancers de la téte et du cou représentaient en 2008 la septieme cause de déces par cancer dans le
monde (J. Ferlay, GLOBOCAN 2008). En terme d’incidence, la France se place tristement en téte des
pays pour ce type de cancers, qui cause 2,7% de I’ensemble des décés par cancer (données
recueillies en 2005, rapportée par I’Institut National du Cancer dans « La situation du Cancer en
France en 2009 »).

Les cancers de la téte et du cou incluent des tumeurs malignes survenant a différents sites
anatomiques des Voies Aéro-digestives Supérieures (VADS) dont le plus fréquent est la cavité
buccale (44% des tumeurs des VADS, suivie de I’oropharynx, de I’hypopharynx et du larynx). Le

type histologique épidermoide représente 90% des carcinomes des VADS (Ragin CCR et al, 2007).

Les principaux facteurs de risque des tumeurs des VADS sont bien connus. La consommation de
tabac est reconnue comme tel par le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC-IARC
International Agency for Research on Cancer) depuis 1986 et la consommation d’alcool depuis
1988. En tant que premiers tissus exposés, les voies aéro-digestives supérieures subissent des
Iésions par brilures chroniques lorsque le tabac est fumé. Par ailleurs, les éléments cancérigénes
propres au tabac (nitrosamines, benzopyrénes,...) et a I’alcool (ethanol, esters de phorbols,...)
agissent localement et directement sur les cellules épithéliales. Ainsi, les composants cancérigenes
du tabac peuvent-il notamment endommager I’ADN, diminuant les mécanismes de réparations et
favorisant les altérations génétiques (Johnson N et al, 2001). L’éthanol quant a lui provoque des zones
d’hyperprolifération cellulaire en augmentant la division et la régénération cellulaire (Salaspuro MP et

al, 2003).
Toutefois, environ 25% des cas de tumeurs de la cavité orale surviennent chez des patients n’ayant

aucun passé de tabagisme et de consommation d’alcool (Ragin CCR et al, 2007). Il est tentant de
rapprocher cette donnée avec un facteur récemment reconnu comme facteur de risque indépendant:
I’infection par le Papilloma Virus Humain (HPV) dont la prévalence dans les localisations
oropharyngées est de 20 a 30% (Kreimer AR et al, 2005). Le risque accru de survenue d’une tumeur
oropharyngée suite a I’infection par HPV provient du potentiel de transformation et de promotion

de la croissance cellulaire que confére le virus. Le génome du Papilloma Virus Humain code pour

-2-



les protéines précoces E1 a E7 (pour «early open reading frame ») dont trois sont reconnues
oncogeéniques: E5, E6 et E7. Elles sont en effet en mesure d’inhiber les fonctions de suppresseurs de
tumeur de p53, pRb et de diminuer la synthese de la cycline D1, qui contréle la progression du
cycle cellulaire de la phase G a la phase S (Ragin CCR et al, 2007).

La nature moléculaire de la carcinogenese des tumeurs épidermoides de la téte et du cou est
associée au concept de champ de cancérisation, avancé par D.P. Slaughter en 1953. Ce terme définit
le caractere diffus et multiple des Iésions précancéreuses qui se forment le long des voies aéro-
digestives supérieures puis qui constituent des zones ou les altérations génétiques peuvent
s’accumuler (Ridge JA, 2007). Un modele plus détaillé est proposé depuis 2005 par Braakhuis et
collaborateurs : la phase initiale du processus est la formation d’une unité clonale caractérisée par
des altérations génétiques (Braakhuis et al, 2005). Au cours du temps, sous I’effet de molécules
cancerigénes ou par aquisition de capacités prolifératives, cette unité clonale s’étend et forme ainsi
le champ de cancérisation, pouvant atteindre plus de 10 cm de diameétre. Une illustration du modele

est présentée dans la figure 1.

I

normal patch field é tumor metastasis

3p. 9p. 8p, 18q

p53 mutation

Figure 1 : Modéle de progression génétique de la tumorigenese des carcinomes épidermoides de la
téte et du cou. Le « patch » est une zone en une unité clonale de cellules mutées (entre autres p53).
L’étape suivante est I’expansion de cellules comportant des altérations génétiques (activation
d’oncogénes, perte de suppresseur de tumeurs...) qui constituent le « champ de cancerisation » a
partir duquel va se former la tumeur. Selon Braakhuis et collegues (2005).



D’un point de vue clinique, un tel modéle de carcinogenese implique que le champ de cancérisation
existe toujours suite a I’exérese d’une tumeur primaire, qui en émane. Ceci se manifeste d’ailleurs
par la récurrence tres fréquente des carcinomes épidermoides de la téte et du cou, qui se développe
dans 20 & 30% des cas de tumeurs de grades Il et IV dites avancées, et ce, malgré un contréle local
des marges chirurgicales évaluées par examen histologique aprés résection. Ce phénoméne de
récurrence explique I’importante mortalité induite par les tumeurs des VADS, suite auxquelles le

taux relatif de survie a 5 ans des patients est inférieur a 50%.

Tandis que pour le cancer du sein la mortalité a diminué (en moyenne annuelle) de 0,4% entre 1980
et 2000, et de 1,3% entre 2000 et 2005 ; selon Cripps et collegues, le taux relatif de survie a 5 ans
n’a pas évolué en plus de 30 ans pour les patients atteints de cancer des VADS (Cripps et al, 2010).
Nonobstant le diagnostic tardif de ces pathologies, pour lesquelles deux-tiers des patients sont
diagnostiqués en stade Il et 1V (voir classification TNM en annexe), un tel constat souligne la
nécessité d’améliorer la prise en charge thérapeutique des patients. Du fait d’un processus de
carcinogenese trés particulier, le défi thérapeutique a relever pour ce type tumoral est dans un
premier temps un contréle locorégional plus important afin de diminuer les risques de récidives.
Pour ce faire, la chirurgie et/ou la radiothérapie, sont associées a la chimiothérapie. Parmi les
agents anti-cancéreux administrés de facon adjuvantes, la nouvelle génération de molécules, dite

des thérapies ciblées, offre des perspectives encourageantes.

1- 2) Prise en charge thérapeutique : état des lieux et futures directions

a. Etat des lieux
Le caracteére diffus et hétérogéne des tumeurs des VADS rend difficile leur diagnostic, qui doit faire
état de la localisation précise, d’une description des Iésions (extension, limites, morphologie...) et
des aires ganglionnaires éventuelles (Figure 2 et classification TNM en annexe). Palpation,
échographie, examen radiologique, imagerie par résonance magnétique ou scanner (systématique
pour les tumeurs de grade Il et IV) sont les outils diagnostics utilisés pour permettre d’établir ces
paramétres (Référentiels de prise en charge des cancers en région centre : tumeurs cervico-faciales — mars 2009). Ils

entrent dans le bilan pré-thérapeutique ou bilan d’extension.



Lévres et cavité buccale
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Figure 2 : lllustration de la classification TNM des carcinomes épidermoides de la téte et du cou
pour les lésions de la levre et de la langue. (Atlas UICC, Springer Paris, 2005). Voir « Classification
TNM » en annexe.

Suite a cet examen, le choix entre la chirurgie et la radiothérapie ou leur association est fait en
tenant compte du site anatomique de la tumeur, du stade d’extension et de I’histologie. L’état de
santé général du patient est un élément déterminant dans le choix de la stratégie thérapeutique, les
patients sont qualifiés comme « jeunes, vulnérables et fragiles». Par ailleurs, un curage
ganglionnaire est pratiqué par nécessité ou par précaution (Référentiels de prise en charge des cancers téte et
cou ONCOPACA - juillet 2008).

Pour les tumeurs classées en grades | et Il, la chirurgie et la radiothérapie ont une efficacité
similaire et donnent de bons résultats. Le taux de guérison est de 70% pour les tumeurs de grade 1l
et 90% pour les tumeurs de grade | (Haddad RI et al, 2008). Pour les tumeurs avanceées, I’association de
la chirurgie avec la radiothérapie est complétée par la chimiothérapie pour tenter d’améliorer les
résultats thérapeutiques. C’est pour ce type de tumeurs que les efforts pour améliorer les résultats

cliniques doivent se concentrer.



En situation curative, I’ajout de la chimiothérapie a pour but d’améliorer le contréle local des
tumeurs et la survie des patients. Les agents anti-cancéreux qui peuvent étre utilisés dans ce cadre
pour le traitement des tumeurs des VADS sont le platine, le 5-fluoro uracile (5-FU), les taxanes et le
cetuximab.

La difficulté majeure de la prise en charge des carcinomes épidermoides de la téte et du cou
provient de la diversité anatomique et de la nature de I’extension qu’ils présentent au moment du
diagnostic. Le choix d’un protocole thérapeutique est alors déterminé par I’état de santé du patient
et est toujours orienté vers une préservation maximale de la qualité de vie des patients. La vue
d’ensemble présentée ici est fournie par I’analyse de plusieurs référentiels cliniques. Outre
I”’hétérogénéité des tumeurs des VADS, on peut noter une hétérogénéité dans les recommandations
faites aux médecins oncologues via ces référentiels. 1l n’y a donc pas de prise en charge
thérapeutique type mais une analyse précise de nombreux parameétres qui motiveront I’application
d’un protocole thérapeutique, avec le souci constant d’une protection de la qualité de vie du patient.

En 2006, une méta-analyse, recueillant les résultats de 32 essais cliniques (soit 10225 patients dont
la majorité avaient des tumers de grade Il et V) comportant un bras radiothérapie seule et un bras
radiothérapie associée, rapporte une prolongation de la survie globale dans le bras radio-
chimiothérapie. Avec, plus particuliérement, un bénéfice de 24 mois pour I’association avec le 5-FU

et 16,8 mois pour I’association avec les agents a base de platine (Budach W et al, 2006).

Néanmoins, ces chimiothérapies classiques ont de nombreux effets indésirables qui ont un impact
dramatique sur la qualité de vie des patients. Notamment, immeédiatement apres administration des
sels de platine, des nausées et vomissements importants peuvent apparaitre et plus tardivement des
thrombopénies et troubles neurologiques. Le 5-FU peut induire une toxicité cardiaque (risques
augmentés d’angor et d’infarctus du myocarde) d’autant plus difficile a gérer lorsque les patients
sont agés (et fumeurs). Une leuco-neutropénie, une alopécie, une anémie sont des effets qui peuvent
étre observés suite a des thérapies a base de taxanes.

Dans le cadre des thérapies des tumeurs des VADS, il est capital de considérer I’aspect handicapant
des moyens thérapeutiques mis en ceuvre. Dans la recherche d’amélioration des résultats, préserver
la qualité de vie des patients est un enjeu majeur. En effet, ils se voient administrer des traitements
invasifs. La radiothérapie a des conséquences séveres, y compris a long terme : douleurs aigués,
mucosites qui peuvent d’ailleurs obliger I’interruption de la radiothérapie et favoriser une reprise
tumorale, xerostomie persistant plusieurs mois voire des années, terrains fragilisés conduisant a des

infections buccales... (Bornstein M et al, 2001). Les patients qui subissent une radio-chimiothérapie,
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souffrent des toxicités additionnées des rayons et des chimiothérapies (cités plus haut).

C’est dans ce contexte que le cetuximab a fait son apparition dans les années 2000, notamment avec
I’essai clinique mené par I’équipe de Bonner (Bonner et al, 2006) démontrant une amélioration du
contrdle régional tumoral pour des carcinomes épidermoides de la téte et du cou avancés, ainsi
qu’une prolongation de la survie sans progression et de la survie globale des patients sous
cetuximab en association a la radiothérapie. L’essai clinique rapporte ainsi, sur une cohorte de 424
patients dont les tumeurs sont de grades Il et IV (inclus dans un bras radiothérapie exclusive et un
bras cetuximab + radiothérapie), que la durée médiane du contrdle loco-régional est de 24,4 mois
dans le bras cetuximab + radiothérapie contre 14,9 dans le bras radiothérapie seule. La survie
globale quant & elle, pour un suivi médian de 54 mois au total, est de 49 mois avec I’ajout de
cetuximab contre 29,3 pour les patients n’ayant recu que la radiothérapie. Dans cette étude, la survie
sans progression, parametre important pour juger de I’efficacité d’un traitement, est de 12,4 mois
contre 17,1 avec le cetuximab.

Le travail de I’équipe de James Bonner a été suivi de la mise sur le marché du cetuximab en
association avec la radiothérapie, notamment pour I’amélioration apportée sur le controle
locorégional des tumeurs avancée (grades Il et 1V). Par ailleurs, le cetuximab représente une
avancée importante en terme de qualité de vie pour les patients. En effet, les résultats de I’étude
menée par Bonner suggerent une meilleure préservation laryngée. L’effet indésirable majeur du
cetuximab est une éruption cutannée plus ou moins etendue selon les patients, mais qui semble
corréler a I’efficacité de la molécule. Ce que confirme Bonner tout récemment, en publiant en
janvier 2010, le suivi a 5 ans de cette étude. L’analyse rapporte que le régime cetuximab +
radiothérapie offre une augmentation de 9% de la survie globale (Bonner JA et al, 2010). Cet article
montre que la sévérité de I’éruption cutanée acnéiforme, qui par ailleurs disparait en général une
semaine apres I’arrét du traitement, est corrélée a la survie globale (qui est 2,5 fois plus élevée pour

les patients qui ont développé une éruption acnéiforme sévére).

Ainsi, I’ajout de la chimiothérapie, qui peut potentialiser I’effet de la radiothérapie, a pour objectif
d’augmenter le contrdle local en marge de la lésion d’origine. Mais des échecs a ces traitements
peuvent survenir : chimiorésitance (adaptation génétique de la tumeur, phénotype Multi Drug
Resistance, pharmacogénomique...) ou radiorésistance (systemes de réparation de I’ADN,
mutations de génes suppresseurs de tumeurs, hypoxie...) sont des phénomeénes fréquemment
observés dans les tissus tumoraux. Les recours cliniques, le cas échéant, se trouvent dans

I’augmentation des doses, dans la fréquence d’administration ou du nombre de cures. Mais ces
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modifications de protocole favorisent I’émergence de clones plus agressifs au sein du tissu
pathologique. Par ailleurs les effets indésirables de la chimiothérapie conventionnelle, additionnés a
la toxicité de la radiothérapie, sont trés lourds a supporter pour les patients.

Afin de contourner ces écueils, d’améliorer les résultats des traitements et conserver une qualité de

vie des patients, de nouvelles approches sont en cours de développement.

b. Futures directions

En ce qui concerne les schémas thérapeutiques, des modifications du mode d’administration
représentent une possibilité d’optimisation des résultats thérapeutiques.

Ainsi, la chimiothérapie concomitante a la radiothérapie est encore en essais cliniques a I’heure
actuelle, de méme que la chimiothérapie d’induction (Etude NCT00609284 et NCT01086826).
Certaines études montrent une chute du taux de métastases distantes suite a la chimiothérapie
d’induction a base de 5-FU et de platine, sans affecter la survie globale. Un essai clinigque de phase
Il complete ces observations par I’étude de la chimiothérapie d’induction a base de docetaxel et
cisplatine en plus de la chimiothérapie concomitante. Une réponse compléte est observée pour pres
de la moitié des patients inclus dans I’étude (44%) et une réponse partielle pour 9% d’entre eux.
Cependant le probléme majeur lié a ce protocole de chimiothérapie est une importante toxicité, qui
souléve la question de la faisabilité d’un tel schéma thérapeutique chez des patients souvent
fragilisés par des expositions chroniques a I’acool et au tabac (Mencobi M et al, 2009).

La chimiothérapie métronomique représente également une option dont les résultats sont variables
d’un type tumoral a I’autre et d’une molécule utilisée a I’autre. Le principe de ce protocole de
traitement introduit un changement de paradigme dans I’administration des agents anti-cancéreux,
prénant I’utilisation de faibles doses continues et reste & documenter sur le plan clinique (Scharovsky
0G et al, 2009). Appliquée au paclitaxel, la chimiothérapie métronomique a éte étudiée en 2007 dans
les tumeurs de la téte et du cou par une étude portant sur une petite cohorte, mais n’a pas fourni de
résultats satisfaisants (Caballero M et al, 2007), d’autres investigations doivent étre conduites pour

conclure sur I’intérét de la chimiothérapie métronomique dans les tumeurs de la téte et du cou.

D’autres stratégies thérapeutiques concernent les agents anti-cancéreux, la liste des nouvelles
molécules ne cesse de s’allonger, depuis le début des années 2000, notamment dans la catégorie des
thérapies ciblées. Ces drogues représentent donc autant de drogues pouvant potentiellement

compléter ou remplacer les chimiothérapies classiques (Figure 3).
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Amphiregulin ch806 VEGF-A

(EFRHER? | (EGFREGHR

P

E &
\\ Edotinib

Gefitinib

Lapatinib
Dasatinib
Saracatinib
)_/ Sorafenib
Sunitinib
Everolimus STAT3
Temsirolimus decoy

»

angiogenesis, cell cycle progression

E7
y Growth, survival, proliferation, inhibition
C = \_| of a:opto:is,“rlnigratic;n. in\:asioln.I i }-/ HPV vaccine
HPV vaccine
Figure 3 : Voies de signalisation ciblées dans les carcinomes eépidermoides de la téte et du cou. Les
agents présentés par Fung et Grandis dans ce schéma sont actuellement en essais cliniques (2010).

Le terme de thérapie ciblée désigne I’utilisation d’inhibiteurs qui sont spécifiquement dirigés contre
le tissu tumoral. 1l s’agit de composés chimiques ou biologiques élaborés pour abolir I’activité de
diverses protéines-clés du développement oncogénique: récepteurs, kinases intracellulaires, facteurs
de transcription (...), dont les fonction et expression anormalement élevées dans les tissus tumoraux
en font des cibles de choix. L’objectif de ces thérapies ciblées est donc double: bloquer les
processus de prolifération, de résistance a la mort cellulaire, d’angiogenese (...), mais également

viser specifiqguement le tissu tumoral en se basant sur la présence surnuméraire de la cible.

Contrairement aux chimiothérapies conventionnelles qui affectent des mécanismes cellulaires
ubiquitaires (intercalants de I’ADN, poisons du fuseau, ...), les molécules de la classe des thérapies

ciblées sont des agents anti-cancéreux qui affaibliront ou détruiront préférentiellement les cellules



tumorales suivant des mécanismes basés sur la biologie du cancer, qui est de mieux en mieux
connue. Cette notion de ciblage de la tumeur est a I’origine d’une diminution considérable de la

gravité et de I’intensité des effets indésirables.
Le tableau | résume les essais cliniques en cours avec les molécules de la classe des thérapies

ciblées. Les cibles mentionnées et les mécanismes d’action de certains inhibiteurs seront plus

amplement exposés dans la partie Il de cette introduction.
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Tableau | : Thérapies ciblées en essais dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou.

Nom de la

molécule

Cible

Type de molécule

Etude en cours

Panitumumab

EGFR

mAb, 19gG2 100%

humaine

- Phase 11l dans les cancers récurrents
et métastatiques : RT + Panitumumab
- Phase I11 dans les cancers localement
avancés : RT + Cisplatine

vs RT + Panitumumab

Zalutumumab

EGFR

mAb, 1gGl 100%

humaine

Phase Il dans les cancers localement
avancés : RT + Cisplatine
vs RT + Cisplatine + Zalutumumab

Nimotuzumab

EGFR

mADb, 1gG1 humanisée

Phase Il dans les cancers localement
avancés: essai CT/RT + Nimotuzumab

Gefitinib

EGFR

TKI

Phase Il dans les cancers localement
avanceés inopérables : RT + Iressa

Erlotinib

EGFR

TKI

- Phase Il dans les cancers localement
avancés : RT + Docetaxel + Erlotinib
- Phase Il dans les cancers récurrents

et métastatiques.

Lapatinib

EGFR et
HER?2

TKI

- Phase Il dans les cancers localement
avancés : RT + Lapatinib
- Phase Il dans les cancers récurrents

et métastatiques

Vandetanib

EGFR et
VEGFR

TKI

- Phase Il dans les cancers localement
avancés en association avec le

docetaxel
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Phase Il dans les cancers localement
Bevacizumab VEGF mADb, 1gG1 humanisé | avancés et récurrents/métastatiques en

association avec le cetuximab

VEGFR-2, Phase Il en association avec le
Sorafenib VEGFR-3, | TKI cetuximab dans les cancers localement
PDGFR-B avancés et récurrents/métastatiques
- Phase Il dans les cancers
VEGFR, récurrents/métastatiques
Sunitinib PDGFR, TKI - Phase 1: Sunitinib + Cetuximab +
Kit RT
Dasatinib Src kinases | TKI Phase Il dans les cancers

récurrents/métastatiues

Saracatinib Src kinases | TKI Phase 1 dans les cancers

récurrents/métastatiques

Rad001 mTOR TKI Phase Il dans les cancers localement
avanceés
Temsirolimus mTOR TKI Phase I dans les cancers

récurrents/métastatiques

Thérapies ciblées en cours d’évaluation pour les traitements des cancers de la téte et du cou dans
des essais cliniques de phases Il et Il : Source http://clinicaltrials.gov/. RT : radiothérapie. CT :

chimiothérapie. mAb : anticorps monoclonal. 1gG : immunoglobuline G. TKI : inhibiteur de
tyrosine kinase.
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2- Le challenge des thérapies ciblées et rationnel scientifique

Les aberrations génétiques (amplification de géne codant pour des oncogeénes, perte d’expression de
génes suppresseurs de tumeurs...) et les dérégulations des voies de signalisation intracellulaires qui
se produisent au sein des cellules tumorales sont fréquentes et nombreuses. Les cellules tumorales
ont ainsi recours a diverses voies pour éviter I’apoptose, contourner I’inhibition d’un récepteur par
un agent de thérapie ciblée ou pour modifier leur micro-environnement en faveur de I’angiogeneése.
Ces divers mécanismes biologiques peuvent étre a I’origine de phénomeénes de résistance aux
thérapies ciblées. Ainsi, I’utilisation de ce type de molécules crée plusieurs défis.

En particulier, il semble exister des sensibilités variables aux diverses thérapies ciblées, qui
déterminent donc des sous-groupes de patients répondeurs ou non répondeurs. Ainsi, un grand
nombre d’équipe de recherche concentrent leurs travaux sur I’identification de biomarqueurs
prédictifs de I’efficacité des thérapies ciblées, dont I’'usage généralisé ne fournit pas les résultats
optimaux.

Il est tentant de penser que I’expression d’une grande quantité de cible pourrait assurer de
I’efficacité des molécules des thérapies ciblées, cependant, de facon paradoxal, ce concept ne se
veérifie pas dans la pratique. La biologie tumorale représente un ensemble complexe ou les
interactions moléculaires sont nombreuses. Aussi, I’identification de causes moléculaires de
résistance aux thérapies ciblées pourrait permettre de caractériser a priori, les patients qui ne
bénéficieront pas du traitement, afin d’éviter un échec thérapeutique. Par exemple : les mutations
activatrices de KRAS dans le cancer colorectal métastatique ont été validées comme un marqueur de

la non réponse au cetuximab, un anticorps monoclonal dirigé contre 'EGFR.

L’identification de biomarqueurs est donc essentielle. Ils devraient, en plus de permettre de prédire
I’efficacité des molécules de thérapies ciblées, indiquer si I’association a d’autres molécules est
pertinente ou bien encore définir une période optimale pour le traitement (aprés résection pour
empécher le phénomeéne de rechute, de fagcon concomitante avec la radiothérapie lorsqu’il s’agit de
radiosensibilisant,...).

Dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou, la surexpression du récepteur a I’'EGF
(Epidermal Growth Factor Receptor) a I’utilisation d’anti-EGFR, dont le cetuximab. Mais la

réponse de ce type tumoral au cetuximab s’est avérée modeste (Cohen EE, 2008).

La 2"* partie de cette introduction bibliographique s’appuiera sur les connaissances actuelles de la
biologie des cancers, en particulier les carcinomes épidermoides de la téte et du cou, et évoquera
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quelques mécanismes de résistance aux thérapies ciblées connus dans d’autres types tumoraux, pour

exposer les axes de recherche visant a I’identification de biomarqueurs potentiels.

Partie Il : EGFER, ses voies de signalisation activées et les stratégies de blocage

1- Le récepteur a I’EGF, la partie émergée de I’iceberg

1- 1) A la surface, sa famille : les récepteurs HER

a. Portrait de famille

Les récepteurs HER (Human Epithelial Receptors) ou ErbB sont une famille qui compte quatre
protéines transmembranaires a activité tyrosine kinase intracellulaire (sauf ErbB3) dans laquelle
chaque membre a son réle a jouer.

EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), ou HER1, est activé par de nombreux ligands
autocrines et paracrines dont les six plus importants sont I’EGF, HB-EGF (heparin binding EGF), le
TGF-a (Transforming growth factor), les amphirégulines (AR), I’héreguline et la betacelluline. Le
TGF-a. et les amphirégulines sont les principaux ligands impliqués dans les mécanismes autocrines
(Hynes NE & Lane HA, 2005). La figure 4 expose le schéma de liaison des ligands aux membres de la
famille HER. L’expression et le role de HER1 seront détaillés dans les paragraphes qui suivent.

EGF BTC
TGFe HB-EGF NRG1 NRG3
AR EPR NRG2 NRG4

@ Of|\® @AM
e o1 (e e [@
ye eyye eyye

Overexpressed ERBB2

___\\\\ @
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X4

B @ )
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Figure 4 : Les récepteurs HER 1, 2, 3 et 4 et leurs ligands. AR : amphiréguline. BTC : bétacelluline.
HB-EGF : heparin-binding EGF. EPR: épiréguline. NRG : neurégulines. Les tumeurs qui
surexpriment HER2 montrent une homodimérisation et activation constitutive de celui-ci. Issu de
Hynes NE et Lane HA (Nature reviews 2005).

-14 -



En situation physiologique, la liaison des facteurs de croissance pour lesquels ils ont une affinité est
suivie de leur dimérisation (hétéro ou homodimérisation) et provoque leur autophosphorylation.
Cette dimérisation induit un changement de conformation qui se répercute au niveau intracellulaire
et permet I’interaction avec des protéines adaptatrices. Leur activation déclenche une cascade de
phosphorylations de protéines impliquées dans les voies de signalisation dépendantes des HER. Ces
voies de signalisation intracellulaires sont les voies Ras/Raf/MAPK, PI3K/AKT, PLCy et STATSs
qui comptent des effecteurs biologiques cytoplasmiques et nucléaires (Yarden & Sliwkowski, 2001).

La figure 5 représente cette séquence d’évenement de facon schématique.

deregulated
b cell adhesion

proliferation nucleus

degradation \»@% Survival
and exclusion from \’ & o)(o/

Activation of
transcription factors P
/

Figure 5: Activation des voies de signalisation intracelllulaires par les récepteurs de la famille
HER. A gauche est représentée la voie des MAP kinases, au centre la voie PI3K/AKT et a droite
I’activation de la PLCy1 et des STATSs. Par Kruser TJ & Wheeler DL (2010)
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Dans les cellules saines, ces différentes étapes sont régulées par des retro-contr6les négatifs et
I’activité de phosphatases. Plus en amont, le premier niveau de régulation concerne le récepteur
méme puisqu’il est normalement soumis & une endocytose. L’intensité, la durée et la spécificité de
la transduction du signal par les récepteurs tyrosine kinase peuvent en effet étre régulées
négativement par I’endocytose induite par le ligand. L’internalisation clathrine-dépendante
provoque une ubiquitination du récepteur qui conduit a sa dégradation par le protéasome (Huang F et

al, 2006).

HER2 n’a pas de ligands propres connus, il ne peut donc pas initier de signalisation intracellulaire
induite par stimulation (Britten CD, 2004). Mais il est surtout décrit pour son role de pilier dans le
réseau créé par les récepteurs HER, leurs ligands et les voies de signalisation qu’ils activent car il
est le partenaire préférentiel des autres récepteurs de la famille (Bublil & Yarden, 2007). En revanche, il

a été montré que présent en forte concentration, il peut s’autoactiver suite a une homodimeérisation.

Dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou, HER2 serait surexprimé dans 20 a 40% des
cas. Mais I’amplification du géne codant pour HER2 n’est trouvée que dans 5 a 10% des cas (Bei R
et al, 2004). En 2007, une étude portant sur pres de 90 échantillons de tumeurs des VADS suggére
une valeur pronostique de HER2. Dans ce cadre, la surexpression de HER2 est corrélée a une
diminution de la survie sans progression (Cavalot A et al, 2007). Ce résultat doit toutefois étre
considéré prudemment ; en effet pour une population de patients différente, la surexpression de
HER2 a au contraire été associée a une amélioration de la survie (Tse GM et al, 2009). Aux vues de ces
résultats contradictoires, il convient d’étre attentif au sous-groupe de patients concernés (origine
éthnique, grades et sites anatomiques) pour conclure sur I’impact de la surexpression de HER2 dans
les carcinomes épidermoides de la téte et du cou.

Par ailleurs ces travaux ont été menés au moyen d’une technique d’immuno-histochimie. Bien que
communément utilisée pour I’évaluation du niveau d’expression de ce type de marqueur, cette
méthode semi quantitative peut étre soumise a une qualité variable des anticorps utilisés ou une
absence de standardisation dans les protocoles expérimentaux. Cependant, I’amplification du gene
codant pour HER2 ne corrélant pas a la surexpression de la protéine dans les carcinomes
épidermoides de la téte et du cou ; I’'usage de la FISH (Fluorescent In Situ Hybridisation) pour

évaluer le niveau d’expression de HER2 est exclue.

Si HER2 n’est pas actuellement identifié comme un marqueur indépendant dans les tumeurs

épidermoides de la téte et du cou, il n’en est pas moins un acteur de la progression tumorale en tant
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que partenaire le plus fréquent dans les héterodimeres de cette famille de récepteurs.

HER3 peut lier I’heréguline, les neurégulines et les facteurs de différenciation neuronaux. La
particularité de HER3 est qu’il est dépourvu d’activité tyrosine kinase intrinseque (« kinase dead »),
mais peut agir comme un amplificateur de I’activité de son partenaire de dimérisation notamment
parce que sa structure intracellulaire contient plusieurs motifs pouvant interagir et activer la
phosphatidylinositol-3-Kinase (Britten CD, 2004 - Voir figure 6). Outre la variabilité qu’introduit la
technique d’immuno-histochimie elle-méme, I’absence d’anticorps fiable dirigé contre cette
protéine rend la quantification relative de HER3 problématique. Néanmoins, la surexpression de
HER 3 est rapportée dans 20 a 80% des tumeurs cervico-faciales testées (Morgan S & Grandis J, 2009).

EGFR ERBB2 ERBB3
1035 W — p85
1178 M| — p86
1180 | — GRB7
992 | — PLCy 1203/1206| — p85
1045 §— CBL 1241 | — p85
1068 GRB2\ 1130 Wl — 2O 1243 GRB7
1086 GRB2 1196 | <— gg%l 1257 p85
1148 SHC 121/122 | — SHC 1270 P85
73 2:21 | 1248 |— DOK-R [ 1809 H— sHC
PLCy

Figure 6 : Représentation schématique des principaux sites de phosphorylation des récepteurs HER
et protéines associées. A noter : HER3 comporte 6 sites de couplage a I’unité p85 de la protéine
PI3K, ce qui en fait le plus puissant activateur de la voie PISK/AKT des récepteurs HER. (Hynes
NE et Lane HA, 2005)

Enfin HER4 a pour ligands I’épiréguline, I’heréguline, les neurégulines et les facteurs de
différenciation neu. HER4 est le membre de la famille dont le rdle dans les processus cancéreux est
le moins bien connu. Son expression est mise en évidence dans 26 a 69% des cancers épidermoides
de la téte et du cou mais il ne semble pas avoir de role significatif dans la progression tumoral,
I’angiogenese ou I’invasion (Morgan S & Grandis J, 2009). Le r6le de HER4 dans le cancer est en
discussion. Sa contribution dans le développement neural, la plasticité neuronale et les systemes
nerveux est plus documentée ; avec semble-t-il, une implication dans la susceptibilité a la

schizophrénie (Carmen Bichmeier et al, 2009, Chong VZ et al, 2008 ).
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b. Un travail en famille

Les récepteurs HER fonctionnent donc en duo. La fagon dont les couples se constituent est
déterminée par la nature du ligand et la proximité physique entre les partenaires au sein de la
membrane plasmique. La dynamique de ce pas de deux est bien décrite.

Les interactions entre membres de la famille HER se créent grace a des changements de
conformation du domaine extracellulaire qui est formé de quatre sous-domaines. Les sous-domaines
I et Il reconnaissent les motifs spécifiques du ligand. Le sous-domaine Il est le «bras de
dimérisation » et le IV est également impliqué dans la dimérisation (Linggi B & Carpenter G, 2006). Le
récepteur non lié a un ligand est dans une conformation dite « enchainée » selon un mécanisme
d’auto-inhibition. Cette conformation résulte d’interactions moléculaires entre les sous-domaines I11
et IV qui masquent le bras de dimérisation (Voir représentation figure 7). Le ligand léve cette
conformation, en libérant le sous-domaine Il, le rendant disponible pour une association. Il
n’intervient pas dans la formation du dimere, sa liaison est nécessaire a la dimérisation mais pas

suffisante (Bouyain S et al, 2005, Dawson JP et al, 2007).
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Figure 7 : Schématisation de la structure des récepteurs HER. Domaine |: ectodomaine (violet).
Domaine Il : bras de dimérisation (vert). Domaines Il (rouge) et IV (bleu). Ligand : jaune. D’apreés
Bulbil EM et Yarden Y (2007).
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HER2 qui n’a pas de possibilité de lier de facteurs de croissance, présente en fait une conformation
qui d’emblée ressemble a la conformation activée des autres récepteurs. Cet état, ainsi que sa
colocalisation avec les autres membres de la famille HER, dans des radeaux lipidiques au sein de la
membrane plasmique, peuvent expliquer sa position de partenaire le plus fréquent (Nagy P et al, 2002).
Avant que de plus amples travaux de biochimie structurale ne viennent éclaircir certains points, il
était tentant d’expliquer I’état d’activation constitutive des récepteurs parfois observée dans les
cancers par des altérations dans la conformation enchainée.

Le variant 11l de I’EGFR en est un exemple : le récepteur se trouve tronqué d’une partie de son
domaine de liaison au ligand. Ce variant trés fréquemment trouvé dans le cancer du poumon non a
petites cellules, est présent dans environ 40% des tumeurs épidermoides de la téte et du cou. Le
variant Il d’EGFR est activé de fagon constitutive et induit une résistance au cisplatine et au
cetuximab (Sok JC et al, 2006). Mais en 2007, le travail de Dawson et collegues a montré que des
mutations dans les structures maintenant la conformation enchainée ne suffisaient pas a produire

une activation indépendante du ligand.

Les interactions entre membres de la famille HER, induites par la nature du ligand, sont
déterminantes pour la cascade d’activations des protéines de la signalisation intracellulaire. A titre
d’exemple, il a été montré que les homodiméres d’EGFR pouvaient lier Shc, Cbl et Grb2 a leur
domaine intracellulaire selon le site de phosphorylation, tandis qu’un hétérodimere EGFR-HER4 ne
lie que Shc (Yarden & Sliwkowski, 2001 — Voir figure 6). De méme, I’amplitude et la durée du signal
intracellulaire activé par les dimeres, sont conditionnées par la composition de ceux-ci. Elles sont
notamment prolongées avec la présence de HER2, qui diminue le taux d’internalisation du
complexe ligand-récepteur et favorise le recyclage (Britten CD, 2004), ou avec la présence de HER3
qui est I’activateur le plus efficace de la voie PI3K/AKT.

c. Du milieu extracellulaire au noyau

De méme que le domaine extracellulaire est dans une conformation auto-inhibée, le site catalytique
du récepteur est dans une conformation inactive. Les rapprochements qui s’operent lors de la
dimérisation induisent une augmentation de la concentration locale en récepteurs qui est a I’origine
d’une activation des kinases et leur autophosphorylation (zhang X et al, 2005).

L’autophosphorylation offre alors un site « d’amarrage » aux protéines contenant des domaines SH2
(Src Homology 2) ou PTB (Phospho-Tyrosine Binding). Il s’agit de protéines adaptatrices telles que
Grb2 (Growth Factor Bound-protein 2) permettant d’activer la voie des MAPK ou d’activer des
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enzymes permettant de générer des seconds messagers comme PI3K ou PLCy (Phospholipase Cy).
Ces associations physiques et les modifications de conformation sont I’événement qui déclenche
une cascade de phosphorylation intracellulaire aboutissant a [I’activation de facteurs de

transcriptions comme cMyc ou Jun (Sweeney C et al, 2001).

En plus de ces voies de signalisation qui transmettront le signal extracellulaire de la membrane au
noyau, un mécanisme de translocation nucléo-cytoplasmique des récepteurs HER a été mis en
évidence. La localisation nucléaire d’EGFR a été démontrée dans différentes lignées cellulaires
comme dans des échantillons de cancers oraux, de méme que sa liaison au promoteur de la cycline
D1 (Lin Sy et al, 2001). Toutefois il semble que ’EGFR nucléaire requiert la présence de STAT3 pour
cette liaison, stimulée par I’EGF in vitro. Les auteurs démontrent également I’activation de la
transcription de la NO synthase inductible (iNOS) par EGFR nucléaire en présence de STAT3. Ce
résultat est confirmé sur des échantillons de tumeurs du sein dont I’étude révele une association de
I’expression de iINOS a la diminution de la survie des patients dans cette cohorte (Lo HW et al, 2005).
De la méme fagon, une corrélation du niveau élevé d’EGFR nucléaire avec un fort index de
prolifération cellulaire et une absence de réponse clinique a été mise en évidence pour les tumeurs
de la téte et du cou (Psyrri A et al, 2005).

Les mécanismes d’action d’EGFR nucléaire sont encore méconnus, posant de nombreuses
questions : la liaison a I’ADN est-elle directe, les complexes impliquant STAT3 sont-ils formés
dans le cytoplasme et cotransloqués, comment a lieu I’activation de la transcription par ces
complexes...

En revanche, une séquence d’adressage nucléaire a été caractérisée dans la protéine EGFR par Lo et
collaborateurs. La méme étude démontre I’interaction d’EGFR, via cette séquence, avec les
protéines du complexe d’importation nucléaire et avance I’existence d’un systéme de transport

nucléo-cytoplasmique d’EGFR impliquant I’endosome (Lo HW et al, 2006).
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1- 2) EGFR, le chef de famille.

a. Role et valeur pronostique dans les tumeurs de la téte et du cou

HERL, ou EGFR, est le mieux décrit des récepteurs de la famille, il a également un réle déterminant
dans les cancers car sa surexpression est commune dans les carcinomes de type épidermoides. Dans
les carcinomes épidermoides de la téte et du cou, elle a été mise en évidence dés 1993, ainsi que la
surexpression du TGFa, suggérant une boucle d’activation autocrine qui, de plus, a un impact
négatif sur la survie des patients (Grandis J & Tweardy DJ, 1993).

L’équipe de Dassonville conforte ces données, en montrant sur une cohorte d’une centaine de
patients, que la surexpression d’EGFR représente un facteur pronostic indépendant corrélant a une
survie sans progression et globale écourtées (Dassonville O et al, 1993). Ce résultat est confirmé plus
tard par plusieurs études dont une de plus grande ampleur (155 échantillons de carcinomes
épidermoides de la téte et du cou de grade Il et 113 de grade 1V), qui classe, aprés marquage
immuno histochimique et quantification automatisée, les patients en fonction de I’expression
tumorale d’EGFR. Pour ceux dont elle était la plus élevée, la survie globale, la survie sans
progression, mais également le contrdle loco-régional étaient tous trois significativement diminués
(Ang KK et al, 2002, Hitt R et al, 2005). La fluorescence par hybridation in situ est une technique plus
reproductible et qui peut étre appliquée plus facilement a un usage clinique que I’immuno-
histochimie (Images rapportées dans la figure 8). Or la valeur pronostique de I’amplification du
géne EGFR mesurée par FISH a egalement été rapportée (Chung CH et al, 2006, Temam S et al, 2007).

Figure 8 : Images de fluorescence par hybridation in situ et de marquage immuno-histochimique
d’EGFR dans des échantillons de carcinomes épidermoides de la téte et du cou. analyses of head
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and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). La FISH montre (A) un nombre de copies d’EGFR
réduit, (C) un nombre normal de copies d’EGFR et, (E) une amplification d’EGFR. (B, D, and F)
Marquage de la protéine EGFR en IHC. Images réalisées et rapportées par Temam S et
collaborateurs (2007).

La valeur pronostique d’une forte expression d’EGFR dans les tumeurs épidermoides de la téte et
du cou explique sans doute la valeur pronostique de la présence d’EGFR dans le noyau, qui n’est
qu’une localisation subcellulaire d’un récepteur présent en grande quantité. Si ce résultat ne
représente pas une réelle avancée par rapport aux études précédentes, I’étude approfondie du lien
entre EGFR nucléaire et I’expression de la cycline D1 et de la production de monoxyde d’azote
devraient apporter des informations intéressantes pour la compréhension des rdles biologiques
d’EGFR. En effet, la surexpression de la cycline D1 - qui contrdle le passage de la phase G1 a la
phase S du cycle cellulaire - semble &tre un marqueur de radio-résistance (Milas L et al, 2002). Quant a
I’induction d’expression de la NO synthase, elle pourrait jouer un réle dans la promotion de
I’angiogenése et la progression tumorale du fait de la production de monoxyde d’azote, qui régule
ces phénomenes (Jenkins DC et al 1995, Fukumura D et al, 1997).

De telles investigations sont d’autant plus pertinentes que le mauvais pronostic, en particulier un
risque élevé de rechute, peut étre lié au phénomeéne de radiorésistance qui est a I’origine d’un
mauvais controle loco-régional. En effet, il a été montré in vivo qu’il existe une relation inverse
entre la réponse a la radiothérapie et I’expression d’EGFR, du fait d’un faible taux d’apoptose
induite par les radiations dans ces cellules. Par ailleurs, il est a noter qu’une phosphorylation du
récepteur, qui évoque son activation, a pu étre observée apres radiothérapie au sein des tumeurs
dont I’expression d’EGFR était la plus élevée (Akimoto T et al, 1999). De plus, des travaux suggerent
que I’expression d’EGFR est la cause de cette radio-résistance qui peut étre levée par traitement
avec un inhibiteur spécifique de ’EGFR : le C225 (Liang K et al, 2003, Milas L et al, 2004).

La chimiothérapie adjuvante dans le traitement des tumeurs épidermoides de la téte et du cou a pour
but de favoriser le contrdle local et de diminuer le risque de récurrence. La surexpression du
récepteur a I’EGF est donc montrée comme un mauvais pronostic pour la survie sans progression
des patients, mais a également une valeur prédictive pour I’inefficacité de la radiothérapie. Ces
données font d’EGFR une cible de choix en vue d’améliorer la prise en charge thérapeutique des

carcinomes épidermoides de la téte et du cou, qui le surexpriment.
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b. Stratégies d’inhibition d’EGFR
Les agents anti-EGFR font partie des thérapies ciblées. Deux approches ont été développées pour
inhiber de facon spécifique I’EGFR : I’utilisation d’agents biologiques, les anticorps monoclonaux
et I’utilisation d’agents chimiques, les inhibiteurs de (I’activité) tyrosine kinase. Ces deux stratégies
d’inhibition sont représentées dans la figure 9.

- Les anticorps monoclonaux
Au milieu des années 90 sortent les premiéres publications qui testent I’efficacité de I’anticorps
monoclonal M225, élaboré par ImClone (Etats-Unis) pour cibler le récepteur a I’'EGF. Cet anticorps
murin se lie de fagon spécifique a la partie extracellulaire du récepteur et empéche la fixation des
ligands naturels et la phosphorylation du récepteur. Il est cependant vite amélioré, remplacé par le
C225, un anticorps chimérique (dont la partie humaine représente 60% de I’immunoglobuline).
L’ anticorps chimérique est en effet mis au point pour diminuer les réactions immunogenes en vue
d’une application clinique. Par ailleurs le C225 a une affinité plus importante pour EGFR que son
équivalent murin (Goldstein NI et al, 1995). Entre 1995 et 2000, les essais précliniques in vitro et in
vivo se multiplient, démontrant I’effet antitumoral de la molécule dans différents types tumoraux.
Le C225 acquiert sa dénomination commune internationale: cetuximab (nom commercial

Erbitux®). Les mécanismes d’action du cetuximab sont multiples, ils seront détaillés plus loin.

' Erbitux/ ERBB1 ERBB2 Omnitarg/ ' Herceptin/
\ cetuximab \ pollut.umab / trastuzumab |

, Y @\\/ qi\arm
ERBBI&' {:;i T —— «ge}\ UU
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Gefitinib and . AN — A b 2
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[ PI3K > AKT/PKB | Ras-b NAF’

Figure 9: Schématisation des stratégies d’inhibition des récepteurs HER. (Citri A et Yarden Y,
2006)
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Depuis les enthousiasmants résultats précliniques et la mise sur le marché du cetuximab, d’autres
anticorps monoclonaux ciblant EGFR sont apparus. L’industrie a notamment élaboré ces derniéres
années des anticorps monoclonaux 100% humanisés au moyen de procédés biologiques complexes
(Phage-display, transgenese). Parmi eux, deux anti-EGFR sont en pleine expansion: le
panitumumab (une immunoglobuline de type 2 - Vectibix®, Amgen, Etats-Unis) et le zalutumumab
(une immunoglobuline de type 1 — HuMax-EGFR®, GenMab, Pays-Bas).

En Europe, depuis décembre 2007, le panitumumab est indiqué en monothérapie pour les tumeurs
colorectales métastatiques KRAS sauvages aprés échec des chimiothérapies standard. Le
zalutumumab n’a pour I’instant qu’un statut équivalent de I’ATU aux Etats-Unis (« Fast track
status »), pour le traitement des tumeurs épidermoides de la téte et du cou en cas d’impasse
thérapeutique. In vitro et in vivo, le zalutumumab montre une plus grande efficacité a inhiber la
prolifération cellulaire que le panitumumab (Schneider-Merck T et al, 2009).

La preuve d’une réelle différence clinique entre panitumumab et cetuximab n’a pas été apportée.
Tout récemment I’équipe de Hecht a analysé de facon rétrospective I’efficacité du panitumumab sur
deux études de phase Il liées, réunissant 388 patients souffrant de cancer colorectal métastatique
(Hecht et al, 2010). Les auteurs montrent que les résultats en terme de survie sont identiques & ceux
obtenus sous cetuximab, par ailleurs le statut KRAS a la méme valeur prédictive. Enfin, le niveau
d’expression d’EGFR, tout comme pour le cetuximab, n’est pas corrélé a I’efficacité du traitement.
Dans ce contexte, les résultats des essais de phase 11l actuellement conduits sur les tumeurs de la
téte et du cou (voir tableau 1) prévus pour 2012, sont trés attendus.

Ces anticorps totalement humains (panitumumab et zalutumumab) visent a diminuer les
phénomenes immunogenes pour prolonger la demie-vie des anti-EGFR dans I’organisme. Une
réduction des manifestations cutanées (observées sous cetuximab) est également présagée.
Cependant si I’éruption cutanée est un effet indésirable, elle est le seul marqueur prédictif de I’effet
des thérapies anti-EGFR identifié jusqu’a présent. On peut des lors s’interroger sur la pertinence de

leur usage clinique en absence d’autres marqueurs d’efficacité.

De nouveaux anticorps monoclonaux dirigés contre EGFR continuent d’émerger. Parmi eux,
I’anticorps chimérique Ch806 (Panousis C et al, 2005) a été testé dans une étude de phase | concluante.
L’analyse de sa liaison a ’'EGFR a établi qu’il reconnait préférentiellement un épitope exposé
uniquement par les récepteurs surexprimés mutants ou sauvages. Par ailleurs cette étude montre
I’incorporation tumorale de I’anticorps a des doses 10 a 20 fois inferieures a celle observées
classiqguement par les anticorps monoclonaux chimériques anti-EGFR, ce qui peut étre lié d’apres

les auteurs, a la préférence pour le tissu tumoral par rapport a la peau ou au foie. Ceci fait donc de
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I’anticorps Ch806 un trés bon candidat pour de plus amples développements. En particulier pour le
traitement des tumeurs ou le variant 111 de ’EGFR est présent en quantité comme les glioblastomes
(30 & 60%), les tumeurs du poumon non a petite cellule (15 a 40%), et les tumeurs de la téte et du

cou (40%). (Scott AM et al, 2007).

- Les inhibiteurs de tyrosine kinase
Deux inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant la partie intracellulaire d’EGFR se font la part belle dans
les traitements anti-tumoraux : le gefitinib (Iressa®, AstraZeneca, Etats-Unis) et I’erlotinib
(Tarceva®, GenenTech, Etats-Unis). Il s’agit de petites molécules qui s’administrent par voie orale.
Dans la cellule, elles entrent en compétition avec I’ATP au niveau du site catalytique tyrosine
kinase du récepteur, empéchent ainsi sa phosphorylation.
Le gefitinib est un inhibiteur réversible de I’activité d’EGFR. In vitro, le gefitinib est un agent
potentialisateur des chimiothérapies conventionnelles (Ciardello F et al, 2000). Ces molécules ne
présentent pas une spécificité stricte pour EGFR comme celle des anticorps monoclonaux.
L’erlotinib présente également une affinité pour d’autres tyrosines kinases comme les kinases de la
famille Src et le récepteur IGF1-R, mais de moindre mesure que pour I’'EGFR. In vitro, I’erlotinib
s’est montré efficace dans I’inhibition de la prolifération cellulaire, notamment par une capacité a
bloquer le cycle cellulaire en phase GoGi. Ses effets in vivo sur la croissance de xénogreffe de
tumeur épidermoide de la téte et du cou ont justifié le passage de cette molécule aux essais cliniques
(Soulieres D et al, 2004)
Cependant, en situation clinique ces molécules n’ont pas trouvé leur place pour le traitement des
carcinomes des voies aérodigestives et peinent a dépasser la phase Il. Les résultats de ces

inhibiteurs ne sont pas convaincants pour ce type tumoral (Cohen EE et al, 2010).

2 - Les voies de signalisation activées par EGFR : la partie immergée de I’iceberg

Du fait de la phosphorylation de multiples résidus tyrosine, EGFR est en mesure de stimuler
différentes voies de signalisation de fagon spécifique du ligand et du type de dimere dans lequel il
est impliqué (Figure 10). De plus, il existe de hombreux phénoménes de transactivation entre ces
voies. Ensemble, ces mécanismes aboutissent a une diversité d’effets biologiques qui sont en faveur
de la croissance tumorale et de la dissémination : prolifération, survie cellulaire, invasion et

angiogenése tumorale sont les processus activés par EGFR via I’activité des voies de signalisation.
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Par ailleurs, les cellules tumorales peuvent montrer des altérations dans I’expression des protéines
composant ces voies, responsables de suractivations constitutives (Figure 11).

Les paragraphes qui suivent exposent le fonctionnement des voies de signalisation d’EGFR et
décrivent quelques unes des altérations trouvées dans les carcinomes épidermoides de la téte et du

cou, ainsi que leurs conséquences.

2-1) Lavoie PI3BK/AKT

La voie PIBK/AKT est la voie de la survie cellulaire. Elle integre les signaux extérieurs de survie ou
d’apoptose provenant de divers récepteurs a activité tyrosine kinase (EGFR, IGF1-R, PDGFR,
Intégrines...). La protéine kinase B, ou AKT, en est le pivot du fait de sa capacité a phosphoryler un
grand nombre de substrats.

La PI3K est une enzyme responsable de la formation d’un second messager: le PIP3
(Phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphate). Celui-ci va activer différents acteurs moléculaires dont
la PDK1 (Phosphoinositide Dependent Kinase 1) qui, par phosphorylation, active AKT. Cette
protéine kinase a un role central dans la signalisation induite par les récepteurs des facteurs de
croissance. L’activité d’AKT favorise la survie cellulaire par I’inactivation de substrats pro-
apoptotiques comme BAD ou la pro-caspase 9 et les facteurs de transcription FOXO qui régulent
I’expression d’inhibiteurs du cycle cellulaire (Roy S et al, 2008). Son action inhibitrice sur mTOR via
la phosphorylation du complexe TSC 1/TSC 2 favorise la croissance cellulaire (Huang JH et Maning
BD, 2009).

Les perturbations de cette voie de signalisation sont des événements fréquents dans les carcinomes
épidermoides de la téte et du cou. Les amplifications du gene PIK3CA (qui code pour la PI3K) ou la
suractivation fonctionnelle d’AKT sont trouvés dans environ 50% des cas. Plusieurs travaux ont
montré que la suractivation d’AKT, mesurée par le niveau d’expression de sa forme phosphorylée,
est associée a un mauvais pronostic dans les cancers oraux (Pedrero JMG et al 2005, Amorphimoltam P et
al, 2004, Massarelli E et al, 2005, Yu Z et al, 2007).

Outre la survie cellulaire, la voie Pi3K/AKT est impliquée dans la régulation de I’angiogenéese
notamment par une augmentation de la transcription et de la sécrétion de VEGF, et une stabilisation
du facteur de transcription HIF1a.
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Figure 10 : Signalisation activée par EGFR dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou.
(Morgan S & Grandis JR, 2009)

2-2) La voie des MAP Kinases

La voie des MAP kinases est classiquement décrite comme la voie de la prolifération, la
transduction dont elle est responsable aboutit a I’activation de nombreux genes codant pour des
facteurs de croissance (activation autocrine) et pour les médiateurs de la progression du cycle
cellulaire. La protéine Ras est activée par le complexe Sos/Grb2 qui reconnait et est activé par
I’EGFR phosphorylé. A leurs tours les protéines kinases Raf, MEK et ERK ; sont activées. ERK %,
est donc I’effecteur le plus en aval de la voie de signalisation, avant I’activation des facteurs de
transcription (Chang F et a, 2003).

La voie des MAPK a connu récemment une mise en avant dans leur role dans le cancer puisque la
présence de mutations activatrices dans le géne KRAS dans les tumeurs colorectaux métastatiques a
été validée comme un facteur prédictif d’un échec du traitement par cetuximab (Lievre A et al, 2008).

Bien que la suractivation de la voie des MAPK, en particulier ERK % soit rapportée dans les
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carcinomes épidermoides de la téte et du cou, elle ne semble pas liée a une résistance aux anti-
EGFR (Albanell J et al, 2001). De plus les mutations activatrices de KRAS sont des évenements
relativement rares dans ce type de tumeurs, puisqu’elles surviennent dans moins de 6% des cas

(Weber A et al, 2003).

2-3) La voie de la phospholipase Cy-1
Cette enzyme catalyse la génération de di-acyl-glycérol (DAG) et d’inositol-1,4,5-triphosphate a
partir du phosphatidyl-inositol-3-phosphate. Ces seconds messagers sont respectivement impliqués
dans la régulation des flux de calcium intracellulaire et I’activation de la protéine kinase C. La
PLCy-1 est activée par I’EGFR activé via I’interaction entre les domaines SH2. Dans les carcinomes
épidermoides de la téte et du cou, la capacité invasive des cellules semble étre en partie régulée par
I’activation de PLCy-1 par EGFR (Thomas SM 2003). Les travaux de I’équipe qui a rapporté cette
fonction de la PLCy-1 in vitro, montre par ailleurs que I’activation d’EGFR favorise I’interaction
entre la PLCy-1 et la protéine c-Src, une kinase impliquée dans la régulation de la mobilité

cellulaire (Nozawa H et al 2008).

2-4) La voie des STAT

L’EGFR activé peut également, par son domaine SH2 phosphorylé, recruter et activer la voie de
signalisation des STATSs (Signal Transducer and Activator of Transcription) indépendamment de
Jak (Janus kinase). Les protéines Stats activées forment des diméres qui sont transloquées dans le
noyau ou elles exercent leur activité de facteur de transcriptions. Leurs genes cibles codent pour des
facteurs de croissance et des cytokines. Dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou, un
niveau d’expression de Stat3 supérieur au niveau exprimé dans la muqueuse normale a été mis en
évidence. Une suractivation de Stat3 dépendante d’EGFR est également rapportée, avec notamment
une activité de liaison a I’ADN qui est 8 a 10 fois plus importante dans le tissu tumoral que dans le
tissu sain. Le traitement de xénogreffes de carcinome épidermoide de la téte et du cou par une
construction antisens de Stat3 induit une augmentation du taux d’apoptose (Song JI et Rubin Grandis J,
2000). D’autres travaux menés dans un modele de mélanome montrent par ailleurs que Stat3 activé

induit une transcription du VEGF et stimule I’angiogenése tumorale (Niu G et al, 2002).

-28 -



EGFR: 7p12 PIK3CA: 326
S8 ~80-90% overexpression ~ 40% amplification
\ ~20-50% overactivity ~ 10% mutation

PTEN: 1023  TSC2'16p13, TSC1: 9q34
~50% in South Asia ..
whmm Hf Mm

Cell cycle ‘ .
Cell growth P
Differentiation @ @

Protein translation
ie. Cyclin D1, ODC1, MYC, HIF1x

Figure 11 : Altérations fréquentes touchant les voies de signalisation activées par EGFR dans les
carcinomes épidermoides de la téte et du cou d’apres Molinolo et collaborateurs (2009).

3- PTEN, le gardien du temple
3- 1) Expression et valeur pronostique dans les tumeurs de la téte et du cou

Suite a la découverte du géne suppresseur de tumeur a la toute fin des années 90, un certain
engouement s’est créé autour de PTEN. Ce geéne, parmi les plus mutés dans les cancers (aussi
désigné par MMAC1 pour Most Mutated Anti Cancer 1), code pour une protéine phosphatase a
double spécificité : elle a pour substrat des tyrosines ou des serines/thréonines phosphorylées.

Dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou, son role a été analysé avec, pour premiere
approche, la détection de mutations inactivatrices ou de délétions completes du géne. Un certain
nombre d’études tendaient alors a montrer que I’inactivation de PTEN ne faisait pas partie des
évenements communs dans ce type tumoral, du fait que la perte d’expression se faisait selon un
mécanisme monoallelique, laissant une copie du géne (Okami K et al, 1998, Henderson YC et al, 1998, Chen

Q et al, 2000).

-29-



Ali et collaborateurs rapportent en effet que ces altérations génétiques se trouvent dans seulement
10% des cas (Ali | et al 1999). Au contraire, des mutations inactivatrices dans le géne PTEN sont
détectées dans 23% dans 52 échantillons analysés dans une autre étude (Poetsh M et al 2002). Il semble
que la disparité des chiffres, ainsi que la difficulté a évaluer la fréquence de la perte de fonction de
PTEN tiennent a la nature des éveénements génétiques recherchés (perte d’hétérozygotie, mutations

non-sens,...).

Mais il a été assez rapidement montré que I’approche génétique n’offrait pas un tableau réaliste du
role de I’expression PTEN dans les tumeurs épidermoides de la téte et du cou, par des travaux qui
s’intéressaient a I’expression de la protéine.

Ainsi, Lee et collaborateurs (Lee Ji et al, 2001) s’intéressent & I’expression de la protéine PTEN sur un
petit nombre d’échantillons dans une étude par immuno-histochimie (41 tumeurs de la langue). En
attribuant un score en fonction de I’intensité du marquage, ils classent 29% des échantillons en
« PTEN négatifs », 65% en « PTEN faible » et 6% en « PTEN élevé ». En plus de montrer que la
perte d’expression de PTEN n’est pas un évenement si rare dans les tumeurs de la téte et du cou,
cette étude en fait un facteur pronostic. En effet, a 5 ans, 65% des patients pour qui les tumeurs sont
PTEN positives sont vivants, tandis qu’ils ne sont que 33% parmi ceux dont les tumeurs
n’expriment pas la protéine. La valeur pronostique de PTEN s’applique également a la survie sans
progression puisque la survenue d’une tumeur secondaire, d’une métastase ou du déces est un
événement significativement plus fréquent dans le groupe de patients dont les tumeurs sont « PTEN
négatives » (75% vs 41% dans le groupe PTEN positif). Les auteurs expliquent une telle différence
avec les résultats avancés antérieurement par [I’existence des régulations épigénétiques
(hypermethylation du promoteur de PTEN fréquente) et post-traductionnelles pour I’expression de
PTEN (Kim SM et al 2010).

Des résultats similaires établissent que la perte d’expression de PTEN surviendrait dans 23% de
tumeurs laryngées (Guney et al, 2007) et plus récemment sur une cohorte plus importante (140
patients), cette perte d’expression est méme évaluée a 69% des échantillons analysés (Pattje et al,
2010).

Ces diverses données font de la perte d’expression de PTEN un événement qui survient dans 20 a
69% des tumeurs épidermoides de la téte et du cou (Figure 11).
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3- 2) Contréle de la prolifération et de la survie cellulaire

L’activité lipide-phosphatase de PTEN a rapidement été caractérisée en plus de son activité
protéine-phosphatase. Les phosphatidyl-inositol-phosphates sont les premiers substrats identifiés de
PTEN (Machama T et Dixon JE, 1998). Puis plusieurs études démontrent dans différents types
cellulaires, que le role de PTEN est d’antagoniser I’action de la PI3K en évitant I’accumulation de
PIP3, ceci permettant de limiter I’activation d’AKT et de ses substrats dont BAD, un inhibiteur de
I’apoptose (Figure 12). Ces différents travaux font de PTEN, via son activité lipide-phosphatase, un
élément déterminant dans I’inhibition de la survie cellulaire (Myers MP et al 1998, Stambolic \/ et al, 1998,
Dahia 1999, Li J et al, 1998).

L’action de PTEN n’a pas seulement une valeur fonctionnelle, mais s’inscrit également dans le
temps. Le niveau basal d’AKT phosphorylée est plus important dans les lignées cellulaires PTEN
déficientes et la durée du signal est également prolongée dans ces cellules. Ainsi dans des lignées de
carcinomes mammaires exprimant PTEN, la phosphorylation d’AKT provoquée par I’EGF n’est
plus détectée au bout d’une heure, tandis que dans celles déficientes pour PTEN, elle est toujours
détectée 4h apres la stimulation. Il semble par ailleurs que la phosphatase est moins efficace a
bloquer le signal induit par un ligand que le signal basal et que ces phénomeénes sont sensibles au
taux d’expression de PTEN, établi par la présence d’un ou des deux alléles du géne codant pour la

protéine (Sun Hetal 1999, Lu Y et al 1999).
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Figure 12 : Role de PTEN dans le contréle de la proliération et de la survie cellulaire (D’aprés Di

Cristofano A et Pandolfi PP, 2000).
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PTEN limite donc la survie des cellules tumorales en empéchant une activation massive d’AKT. En
corollaire, il a longtemps été considéré que la perte d’expression de PTEN et les mécanismes
d’activation constitutive d’AKT avaient les mémes conséquence sur la tumorigenése et ne se
distinguent pas. Cette redondance explique, d’aprés To et collaborateurs, que les mutations de
PTEN et de RAS soient observées comme mutuellement exclusives (To MD et al, 2005).

Cependant, les phénotypes relatifs a la perte d’expression de PTEN et a I’activation constitutive
d’AKT permettent de penser que PTEN a des fonctions bien distinctes qui ne se limitent pas a la
régulation de la voie PI3K/AKT.

Quant a I’action inhibitrice de PTEN sur la voie des MAP Kinases, elle semble moins directe. Les
effecteurs des MAP Kinases tels que ERK ' ou des facteurs de transcription comme ETS-2 ne
semblent pas étre des substrats directs de PTEN, bien que leur inactivation a été observée suite a la
réintroduction de PTEN dans des lignées cellulaires naturellement déficientes pour son expression.
La phosphatase agirait plus en amont de MEK, vraisemblablement au niveau de Ras. Toutefois,
d’apres les différents travaux analysant I’action de PTEN sur I’activation des MAP Kinases, il
ressort que cette régulation est dépendante du ligand et du récepteur impliqué et semble plus en lien
avec la voie de I’IGF-1R ou des intégrines (Weng LP et al, 2001, Weng LP et al 2002, Gu J et al , 1998).
PTEN exerce donc son action de produit d’un géne suppresseur de tumeur en antagonisant AKT et

favorisant la survenue de I’apoptose.

3- 3) Contrdle de la progression du cycle cellulaire et de la croissance

Le contrle que PTEN exerce sur la prolifération et de la survie cellulaire n’est pas uniquement le
résultat de I’action limitative des voies de signalisation PISK/AKT et MAP Kinases. PTEN a en
effet la capacité intrinseque de ralentir la progression dans le cycle cellulaire au niveau de la
transition vers la phase S et ainsi de favoriser une éventuelle entrée des cellules en apoptose.

Il a été décrit in vitro que la transfection de PTEN induit un arrét en GoG;, accompagné d’une
diminution de la population cellulaire en phase S, conduisant a réduction de la croissance cellulaire
(lignées celluaire de glioblastome et de cancer du sein). Différents travaux précisent le mode
d’action de PTEN dans le contrdle de la transition G1/S en impliquant la protéine p27, un inhibiteur
du complexe cycline E/cdk2. Ce complexe autorise en principe I’entrée en phase S (Figure 13). Il a
été montré que I’expression de PTEN est associée a une augmentation de I’expression de p27 de
deux a quatre fois (par rapport aux niveau détectés dans les cellules PTEN déficientes). Le
recrutement de cet inhibiteur au sein du complexe cycline E/cdk?2 est par ailleurs significativement

plus importante (Li D et Sun H, 1998, Cheney IW et al 1999).
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En plus de ce complexe, I’avancée en phase S requiertla localisation nucléaire du complexe cycline
Di/cdk4. Or plusieurs travaux decrivent une diminution du niveau d’expression de la cycline D1
ainsi qu’un blocage de sa localisation nucléaire en présence de PTEN (Radu A et al, 2003). Par ces
différents mécanismes, les cellules se voient donc bloquées au niveau de la transition G;/S. Une
étude in vitro similaire ajoute que le réle de PTEN s’inscrit dans le temps puisque la perte de son
expression est associée a une entrée précoce en phase S, réduisant la durée totale du cycle cellulaire
de 5a 10% (Sun H, 1999).

Cet arrét en GoG; médié par PTEN n’est pas nécessairement suivi par I’apoptose. Le devenir des
cellules dont I’entrée en phase S est retardée est notamment déterminé par les facteurs de croissance
et signaux de survie en présence. En effet, Weng et collégues (weng L et al, 2001) proposent que
I’effet inhibiteur de PTEN sur la croissance cellulaire est d0 a son contrdle sur le cycle cellulaire,
tandis que I’apoptose est un phénomeéne sous la dépendance d’AKT dont I’action est déterminée par
la quantité de facteurs de croissance.

Ces différentes observations in vitro indiquent que PTEN restreint la croissance cellulaire par
différents modes d’action. Ainsi, PTEN agit tel un chef d’orchestre du développement tissulaire :
contrélant la progression dans le cycle cellulaire, limitant I’activation des signaux de survie. De
facon tout a fait complémentaire, PTEN semble également avoir un rdle dans la régulation de la
taille des cellules et le développement des organes.

Ce sont notamment des travaux menés sur la Drosophile qui ont révélé cette fonction de PTEN,
dont la surexpression provoquait une réduction significative de la taille des organes et des cellules.
La voie de signalisation PI3BK/AKT et PTEN sont des composants cellulaires conservés chez les
mammiféres (Scanga SE et al, 2000, Gao X et al, 2000). L’action de PTEN dans le controle de la taille
cellulaire est trouvée de fagon assez similaire chez I’Homme dans le syndrome de Lhermitte-Duclos
qui est une manifestation de la maladie de Cowden. Cette pathologie génétique, due a des mutations
de PTEN, est notamment associée a un risque accru de développement de tumeurs. Le syndrome de
Lhermitte-Duclos se caractérise par une dysplasie du cervelet. Il a été établi in vivo que la perte
d’expression de PTEN est un événement suffisant au développement de ce syndrome (Kwon CH et al,
2001), mettant ainsi en relief le réle de PTEN dans le contr6le du développement de I’organe.
L’influence de PTEN sur la taille des cellules, pourrait participer aux processus tumorigenes liés a
sa perte d’expression. En effet, avant de progresser dans le cycle cellulaire et proliférer, les cellules
doivent atteindre une taille seuil et accumuler le matériel protéique nécessaire.

Cette fonction de PTEN est intéressante a souligner alors que son lien avec mTOR regoit de plus en
plus d’arguments. En effet, mTOR (mammalian Target of Rapamycin) est une kinase qui active la
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synthése protéique par la phosphorylation de ses substrats : p70S6Kinase (qui phosphoryle la
protéine ribosomale p70S6) et 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E binding protein 1). L activité
de mTOR est régulée par AKT et les complexes TSC 1 et 2 (Tuberous sclerosis complex). La perte
d’expression de PTEN et le blocage du complexe protéique C1 de mTOR (aussi appelé Raptor pour
Regulatory Associated Protein), de méme que des mutations dans les genes TSC1 montrent des
similarités dans les phénotypes associés, notamment en ce qui concerne la taille des cellules
(hypertrophie des cellules du systéme nerveux central) et des perturbations du cycle cellulaire
(Rosner M et al, 2009, Backman SA et al, 2002, Uhlmann EJ et al, 2002). Si ces différents acteurs de la
croissance cellulaire semblent connectés, la facon dont le réseau s’articule est encore floue (Figure
14).
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Figure 14 : Lien entre PTEN et le complexe mTORC1 via TSC 1 et 2. mTOR : mammalian target
of rapamycin. TSC : Tuberous sclerosis complex. (Reddy P et al, 2009).
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3- 4) Contrdle du potentiel invasif et migratoire des cellules

La perte d’expression de PTEN dans les tumeurs est un événement qui a un fort impact dans les
phases tardives de cancérisation en favorisant la mobilité cellulaire ou I’invasion des cellules
tumorales, premiéres étapes du processus métastatique. La dissémination des cellules cancéreuses et
I’apparition de foyers secondaires sont des phénomeénes complexes qui impliquent le tissu tumoral,
son environnement physique (matrice extracellulaire, vascularisation,...) et chimique (pH, pression
partielle en oxygene...).

Les intégrines sont le maillon entre la matrice extracellulaire (MEC) et les phénomeénes
intracellulaires. Ces protéines kinases membranaires activent elles aussi la voie MAP Kinases par
I’intermédiaires des FAK (Focal Adhesion kinase) et des kinases de la famille Src, a la suite de leur
liaison avec des protéines de la MEC (fibronectine, collagéne...). Des expériences de reconstitution
de I’expression de PTEN in vitro dans des lignées cellulaires de gliome et de cancer du sein ont
abouti a une réduction significative de la migration cellulaire induite par les intégrines. Il a alors été
montré que la déphosphorylation des FAK et des Src par PTEN empéche I’activation des MAP

Kinases a I’origine de la mobilité cellulaire (Gu Jet al, 1998, Dey N et al, 2008, Gu J et al, 1999).
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Figure 15: Schématisation de I’association de PTEN au complexe d’adhésion cellulaire f-
caténine/E-cadhérine. Schéma de synthése proposé par Kotevelets et collegues qui suggerent que le
recrutement de PTEN par la protéine MAGI-1b au niveau de la jonction d’adhérance et la réduction
du pool de PIP3 agissent au niveau des points de contacts entre cellules et favorisent I’invasion
tumorale cellulaire (Kotelevets L et al, 2004).

En maintenant les protéines liées a la signalisation des intégrines dans leur état non phosphorylé,
PTEN a également un role crucial dans la stabilisation des complexes d’adhésion cellulaire (-
caténine/E-cadhérine et ce, en lien avec le cytosquelette, I’association physique de PTEN aux
complexes ayant eté mise en évidence in vitro. L’activation des FAK et Src induit des
réarrangements de I’actine corticale et déstabilise ces complexes d’adhésion. Or la formation de ces
points d’adhésion a la MEC empéche la mobilité cellulaire (Gu Jet al 1999, Dey N et al, 2008, Kotelevets L
et al, 2004).

Ceci a notamment été démontré par des expériences de restauration de I’expression de PTEN dans
des cellules cultivées dans des conditions d’agitation qui empéchent leur adhésion. La réexpression
de PTEN, dans ces conditions, améne les cellules & I’anoikis (Lu Y et al 1999).

Ces résultats concernant la diminution de la migration et la survenue de I’anoikis sont confirmés in
vitro par d’autres études qui montrent également que I’expression de PTEN est associée a une
diminution de la synthese de I’ARN messager codant pour la MMP-2 et de son activité, ainsi que la
MMP-9. Ces métalloprotéases jouent un réle clé dans la dégradation de la MEC et les processus

d’invasion (Koul D et al 2001, Furukawa K et al, 2006).

Les lignées cellulaires n’exprimant pas PTEN peuvent aussi se montrer indépendantes des facteurs
de croissance, ce qui participe a la résistance a I’anoikis. Un travail récent trés complet démontre
que méme en I’absence de facteurs de croissance dans le milieu de culture, la prolifération de
cellules dont le géne PTEN est totalement délété reste trés importante, contrairement a ce qui est
observé dans les cellules exprimant PTEN de facon hétéro ou homoallélique. Cette prolifération est,
de fagon attendue, associée a une forte activation d’AKT. Ces travaux montrent également que les
cellules déficientes en PTEN n’entrent pas en apoptose lorsque I’état de confluence est dépassé
(contrairement a celles exprimant PTEN), établissant ainsi que leur survie n’est pas dépendante de
I’adhésion, c’est a dire résistance a I’anoikis. En revanche, n’ayant pas formé de colonies sur agar,
ni de tumeur in vivo, les auteurs en concluent que la perte de PTEN confere aux cellules tumorales
un phénotype pro-métastatique (potentiel invasif, mobilité, résistance a I’anoikis), qui a lui seul
n’est pas suffisant a la formation de foyers tumoraux secondaires. Ce phénotype correspondrait a un
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phénoméne de dormance tumorale , qui caractérise la présence de cellules tumorales distantes
asymptomatique, terrain de développement des métastases apres traitement d’un site primaire
(Vittolo et al , 2009).

L’équipe de Vitolo achéve son étude par un traitement a la doxorubicine. Ils montrent alors que la
perte d’expression de PTEN est un événement qui sensibilise a la chimiothérapie. Cet effet
sensibilisateur n’est pas observé avec le traitement au paclitaxel, un poison du fuseau. Les auteurs
mentionnent la différence de mécanisme de ces deux agents. En effet, la doxorubicine est un
intercalant de I’ADN et provoque des dommages fatals aux cellules. Or le rdle de PTEN dans le
maintien du génome via des mécanisme de réparation de I’ADN a depuis peu recu un éclairage en

lien avec cette observation. Cette fonction de PTEN est notamment liée a sa localisation nucléaire

3- 5) Role nucléaire de PTEN

La localisation nucléaire de PTEN a été mise en évidence et donne aux fonctions de PTEN
précédemment citées un relief particulier. PTEN retarde la transition G;/S du cycle cellulaire,
controle la taille cellulaire, limite la survie et la prolifération cellulaire et n’est pas inerte face a
I’action d’agents anti-cancéreux qui induisent des dommages a I’ADN. Tout ceci s’accorde a la
mise en oeuvre de la capacité de PTEN a stabiliser le génome et a son implication dans la réparation
de I’ADN.

La localisation nucléaire de PTEN a été observée de facon précoce suite a sa caractérisation,
cependant peu de crédit y a été accordé dans un premier temps, présumé comme un possible artefact
di aux techniques de fixation tissulaire et d’imuno-histochimie utilisées. En 2000, Gimm et
collaborateurs (Gimm O et al, 2000) publient leurs résultats, obtenus sur des carcinomes thyroidiens,
fournissant une preuve de la localisation nucléaire de PTEN, tout en supputant I’existence de
mécanismes de tumorigenese liés a celle-ci et non encore caractérises pour cette protéine.

Les arguments pour soutenir une fonction particuliere de PTEN due a sa présence dans le noyau se
multiplient par la suite. D’abord, une étude réalisée sur une centaine d’échantillons de mélanomes
suggere que la répartition nucléo-cytoplasmique de PTEN a un rdle pronostique dans la progression
tumorale des mélanomes (Whiteman et al, 2002). Puis rapidement, les capacités de PTEN a réguler la
transition G,/S étant connues, quelques équipes se sont intéressées au lien qui pourrait exister entre

la localisation nucléaire de PTEN et I’arrét en GoG; qu’il peut induire dans les modeles cellulaires.
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Figure 16 : Schématisation du réle de PTEN dans sa localisation nucléaire selon Baker SJ (2007).
NEDDA4-1 est une ubiquitine ligase. Il a été montré que la poly- ubiquitinylation de PTEN promeut
sa dégradation, tandis que sa mono- ubiquitinylation orienterait PTEN vers le noyau.

Il a effectivement été exposé que la localisation de PTEN varie pendant les phases du cycle, avec
une coincidence entre la localisation nucléaire et la phase GoG; (Ginn-Pease ME 2003). Pour appuyer
ces observations, I’équipe de Chung confirme que la localisation nucléaire de PTEN est nécessaire
pour induire I’arrét en GoG;, tandis que sa localisation cytoplasmique, via le contrdle de I’activation

d’AKT, est plus impliquée dans I’apoptose (Chung JH et al 2005).

Outre ce réle de PTEN nucléaire en lien avec les autres fonctions connues de plus longue date, une
action tout a fait intéressante de la protéine a été décrite pour la premiére fois récemment dans le

maintien de la stabilité du génome.
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Tout d’abord, c’est le lien entre PTEN et les complexes de réparation de I’ADN qui a été montré.
La perte d’expression de PTEN empéche la constitution du complexe protéique de contrdle de
I’ADN en phase G;, mediée par la protéine CHK1. En absence de PTEN fonctionnel, celle-ci est
phosphorylée au niveau du résidu serine 280 par AKT activée, ce qui favorise I’ubiquitination et la
séquestration de CHK1 dans le cytoplasme. Ainsi, dans les cellules PTEN déficientes, CHK1 n’est
pas en mesure de recruter les acteurs de la réparation de I’ADN au niveau nucléaire et les cassures
de I’ADN s’accumulent (Puc J et al, 2005).

En plus de I’implication de PTEN dans le recrutement des protéines de contrle de la qualité de
I’ADN en G;, Shen et collégues fournissent une belle démonstration du réle de PTEN dans la
stabilité des chromosomes. Leur étude montre que la perte d’expression de PTEN dans des cellules
embryonnaires murines résulte en des aberrations chromosomiques telles qu’une accumulation des
cassures doubles brins aléatoires, des fusions, des translocations et une fragmentations plus
fréquentes des centromeéres. Cette équipe démontre de plus qu’en interagissant physiquement avec
la protéine d’organisation du centromére CENP-B, PTEN intervient dans I’assemblage des
kinétochores. Ces phénomeénes suggérent de ce fait qu’en I’absence de PTEN, les mécanismes de
réparation de I’ADN impliquant le systtme HDR (Homologous recombination-Directed Repairs)
sont altérés. Ils montrent en effet que PTEN régule positivement I’expression de la protéine Rad51
appartenant au systeme HDR. Leurs résultats sont argumentés par I’observation de phénomenes
d’aneuploidies associés a la perte d’expression de PTEN dans les carcinomes mammaires (Shen WH

et al, 2007).

3- 6) Lien de PTEN avec I’angiogenése

Si la migration et I’anoikis sont des points clés dans les processus de dissémination des cellules
tumorales, celle-ci est principalement favorisée par I’angiogenése qui, dans un contexte tumoral,

crée des vaisseaux particulierement perméables et désorganisés.

Un lien entre le niveau d’expression de PTEN et la vascularisation a pu étre observé dans différents
modeles, in vivo et in vitro ainsi que dans des analyses d’échantillons tumoraux. Ainsi, Giri et
Ittman décrivent en 1999 que des échantillons de tumeurs de prostate n’exprimant pas PTEN
montrent une importante densité microvasculaire (Giri D et Ittman M, 1999). Ce lien entre la perte
d’expression de PTEN et une importante densité microvasculaire a été confirmé par des études in
vivo dans des modéles de gliomes et de cancers de la prostate (Abe T et al, 2003, Fang J et al, 2007). Dans
une étude de 2001, les auteurs montrent que la reconstitution de I’expression de PTEN dans la
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lignée cellulaire de gliome U87 (qui présente une délétion du gene PTEN) n’induit pas de différence

dans le taux de prolifération in vitro mais une nette diminution de la croissance tumorale en

situation orthotopique. Leurs résultats etablissent que la différence du taux de croissance tumorale

in vivo est liée a une activité angiogenique multipliée par deux dans les tumeurs issues des cellules

U87, par rapport aux tumeurs ou PTEN est réexprimé (Résultats présentés dans la figure 17). Par

ailleurs la corrélation entre un niveau d’expression de pAKT élevé avec la densité microvasculaire

amene les auteurs a conclure que I’inhibition de I’angiogenése par PTEN est médiée par le contréle

de la voie PIBK/AKT (Wen S et al, 2001).
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Figure 17 : Marquage et quantification de la densité microvasculaire de tumeurs cérébrales. Le

modele est établi par Wen et collégues par xénogreffe cellulaire sous-cutannée et qui évaluent

I’angiogenese par un marquage IHC au moyen d’un anticorps anti-CD31. La photo A représente le

résultat pour la tumeur formée par les cellules U87MG parentales tandis que B représente la tumeur

formée par les cellules US7MG ou I’expression de PTEN est rétablie (G129E). Les auteurs ont

également procédé a un comptage des vaisseaux ainsi marqués (C). R130M : cellules US7TMG

exprimant un mutant spécifique de PTEN n’ayant pas d’activité phosphatase. Wen S et al, 2001.

- 41 -



De nombreux travaux établissent que le contréle de I’angiogenése par PTEN est médié par son
action inhibitrice de I’expression du facteur de transcription inductible par I’hypoxie HIF-1 et du
VEGF, conduisant a la diminution de la densité microvasculaire, ainsi qu’a une normalisation de
I’architecture vasculaire tumorale et d’une réduction de la perméabilité vasculaire (Fang J et al, 2007,
Hu et al 2005, Zhong H et al, 2000). In vitro, I’action majeure de la voie PI3K/AKT sur I’expression de
HIF-1 et du VEGF est précisée : la réexpression de PTEN dans divers modéles (gliome, prostate,
ovaire, foie) produit les mémes effets que I’inhibition de la PI3K (par la wortmaninn et le
LY294002), c’est a dire la diminution de I’expression du VEGF (Jiang BH et al, 2001, Pore N et al, 2003,
Ueda S et al 2006, Fang J et al, 2007). L’étude de Zundel établit que cet effet est dépendant de la
stabilisation de HIF1l-o en condition normoxique, faisant de PTEN un régulateur de la survie
lorsque la concentration d’oxygene tissulaire vient a diminuer, avant que les mécanismes induits par
I’hypoxie ne soient mis en place (zundel W et al, 2006). 1l semble que la stabilisation de HIF-1a soit
régulée par son interaction avec la sous-unité 3, dotée d’un site putatif de phosphorylation par AKT.
Li Y. et collaborateurs, montrent en effet une interaction physique entre pAKT et HIF-1(. PTEN,
par son inhibition de pAKT conduirait donc a limiter la stabilisation du facteur HIF-1 dans un état

fonctionnel (Li Y et al 2005).

Tian et collegues montrent tout récemment, par une approche expérimentale in vitro utilisant les
milieux conditionnés (milieux produits par des cellules tumorales transfectées en culture), que
I’expression de PTEN dans les cellules tumorales a pour effet une diminution de la prolifération et
de la migration de cellules endothéliales cultivées dans ces milieux. La régulation négative de
I’expression de HIF-1 et du VEGF par PTEN est également décrite dans ces travaux. Les cellules
tumorales expriment des constructions de PTEN différentes, dont une qui prive la protéine de son
site d’activité phosphatase. Celle-ci produit cependant les mémes effets que la protéine PTEN
intacte, suggérant que PTEN pourrait exercer un contréle de I’angiogenése en partie par un
mécanisme indépendant de la voie PI3K/AKT (Tian T et al, 2010).

Outre VEGF, d’autres médiateurs de I’angiogenese ont été rapportés comme des cibles d’un
controle par PTEN. Parmi eux, le facteur tissulaire est un récepteur glycoprotéique
transmembranaire, activateur de I’hémostase et également un médiateur des phénomenes
angiogéniques et thrombotiques associés au cancer. Il participe a I’angiogenése tumorale via la
signalisation cellulaire qu’il induit (Belting M et al, 2004). D’apres des données récentes, I’expression
du facteur tissulaire est stimulée par I’EGF via le facteur de transcription AP1, activé par la kinase
JNK1, en aval de I’activation des MAPK et de facon indépendante de I’hypoxie. L’expression de
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PTEN dans une lignée cellulaire de gliome permet d’atténuer I’expression du facteur tissulaire
stimulée par I’EGF (Rong Y et al, 2009).

Le role de PTEN sur le versant endothélial de I’angiogenése ne sera pas détaillé ici. Cependant il est
intéressant de préciser que le récepteur au VEGF exprimé par les cellules endothéliales conduit a
I’activation des mémes voies de signalisation que EGFR activé. Aussi le role de PTEN dans les
cellules endothéliales est-il tout aussi important dans le contrdle des mécanismes de survie et de

prolifération cellulaire.

Un peu plus de 10 ans apres la caractérisation de PTEN, I’ensemble des données accumulées brosse
cependant un tableau disparate de son réle dans les processus tumorigénes selon les modeles et les
outils expérimentaux utilisés. Le recours a des méthodes de transfection permettant la restauration
ou I’inhibition de I’expression de la protéine de fagon transitoire ou durable ne semble pas sans
influence dans les résultats obtenus. De méme que la quantité de protéine PTEN exprimée peut
avoir une conséquence sur les phénomenes établis expérimentalement. En effet, la complexité des
effets de PTEN dans la croissance cellulaire s’inscrit dans des processus dynamiques qui sont
influencés par le micro-environnement et I’intensité des stimuli que la potéine doit intégrer.
Néanmoins, il ressort de ces nombreux travaux que les fonctions de suppresseurs de tumeur de
PTEN s’illustrent de bien des facons dans une logique de maintien de I’intégrité du génome et de
transmission idoine de I’information génétique aux cellules filles. Cette protéine a pour fonction de
ralentir la progression du cycle cellulaire, permettant aux cellules d’intégrer les signaux provenant
du microenvironnement, tout en régissant I’intégrité de I’ADN. PTEN semble ainsi constituer un
point de contr6le majeur de la vie et de la destinée de la cellule.

4- Implications dans la résistance aux thérapies ciblées

PTEN est donc un poste d’aiguillage cellulaire. Selon les facteurs de croissance en présence dans le
milieu extracellulaire tumoral ou au contraire selon les signaux de mort cellulaire, la présence de la
phosphatase PTEN fonctionnelle dans le tissu tumoral peut orienter les cellules vers la prolifération
ou vers |’apoptose.

La perte d’expression de PTEN est un événement assez fréquent au sein d’un grand nombre de
carcinomes qui conduit a un découplage entre les récepteurs aux facteurs de croissance, notamment
EGFR, et la signalisation cellulaire. Ceci est particulierement décrit dans le cadre d’utilisation
d’inhibiteurs de I’EGFR qui perdent alors leur effet dans les cellules PTEN déficientes, du fait
d’une suractivation constitutive de la signalisation cellulaire en aval d’EGFR.
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Alors que le concept des thérapies ciblant EGFR semblait prometteur, les inhibiteurs de tyrosine
kinase, comme le cetuximab, ont rapidement montré leurs limites en clinique. Aussi les mécanismes
de résistance ont-ils été explorés, et la perte d’expression ou de fonctionnalité de PTEN ont été mis

en évidence parmi ces mécanismes.

La résistance aux anti-EGFR, en particulier le cetuximab, induite par la perte d’expression de PTEN
a été largement étudiée in vitro. Ainsi, dans le cancer du sein, il a été démontré que I’expression de
PTEN a une valeur pronostique dans le traitement par le trastuzumab (anticorps monoclonal anti-
HER2) en association avec les taxanes (Nagata et al, 2004). Les études menées sur des modeéles
cellulaires de cancers du sein, de la prostate, du poumon (non a petites cellules), et colorectal,
établissent que I’absence de la protéine PTEN fonctionnelle est liée a un phénomene de résistance
au cetuximab (Bianco et al, 2003, Janmaat et al, 2003, Jhawer et al, 2008, Bouali S et al, 2009, Sos ML et al, 2009,

Kim SM et al, 2010).
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Figure 18 : Hlustration du mécanisme de résistance au trastuzumab dans les carcinomes mammaires
déficients pour I’expression de PTEN. Schéma proposé par Pandolfi PP (2004).
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Toutes ces études convergent pour démontrer une activation constitutive d’AKT, indépendamment
du récepteur & I’EGF, du fait de I’absence de protéine PTEN fonctionnelle. Par ailleurs le niveau
d’activation d’AKT dans ces cellules reste élevé lors du traitement par cetuximab. Bianco et
collégues précisent que la réexpression de PTEN dans des modeles déficients de cancers du poumon
non a petites cellules comme de cancers du sein a pour effet de rétablir en partie la dépendance
d’AKT a EGFR et donc la sensibilité cellulaire au cetuximab. Dans leur étude, Jhawer et
collaborateurs concluent qu’il serait possible de stratifier les lignées cellulaires de cancers
colorectaux selon leur statut PI3K/PTEN afin de prédire la réponse au cetuximab, suggérant ainsi la
possibilité de faire classer les patients en sous-populations selon un profil de réponse potentielle a
ce traitement. Ces résultats sont appuyés par une étude menée sur une petite cohorte de patients
souffrant de cancer colorectal métastatique dans lesquels I’absence d’expression de PTEN concorde

avec une absence de réponse au cetuximab (Frattini M et al, 2007).

La suractivation d’AKT induite par la perte d’expression de PTEN peut étre ciblée. La périfosine
(octadecyl-[1,1-dimethyl-4-piperidyl]- phosphate) est un dérivé d’alkylphospholipide capable de
perturber la signalisation impliquant les phospholipides membranaires. Sans avoir une spécificité
stricte, il est décrit comme un inhibiteur efficace de I’activation d’AKT. Aujourd’hui en phase Il
d’essai clinique dans le traitement du myélome multiple, son utilisation in vitro sur des lignées
cellulaires de cancer du sein et de la prostate déficientes pour PTEN montre un effet additif a celui
du cetuximab et permet de contourner le phénomene de résistance (Li X et al, 2006).

En ce qui concerne les carcinomes épidermoides de la téte et du cou, bien que la perte de PTEN et
la suractivation de la voie PI3BK/AKT (éventuellement par d’autres mécanismes) ont également été
démontrées (Pedrero JM et al, 2005, Lee J et al, 2001), peu d’études se sont intéressées au lien qui pourrait
exister entre ces événements et la résistance au cetuximab, malgré son indication dans ce type de
cancers. Seuls les travaux récents de Yamatodani et collégues (Yamatodani T et al, 2009) rapportent un
effet modeste du cetuximab dans des lignées cellulaire de carcinomes épidermoides de la téte et du

cou, associé a une suractivation d’AKT et de ERK Y.

Le réle de la perte d’expression ou de fonctionnalité de PTEN dans I’acquisition de résistance aux
thérapies ciblées a été largement démontré in vitro dans divers types tumoraux et corroboré par
I’analyse d’échantillons de tumeurs issus de patients traités (Nagata Y et al, 2004, Sos SM et al, 2009,
Frattini M et al, 2007). Mais dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou, malgré des données
qui justifieraient de telles investigations, I’influence d’une déficience de PTEN dans les réponses

modestes au cetuximab observées dans ce type tumoral n’a jamais été étudiée.
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5- Le cetuximab

5- 1) La molécule, ses indications, son utilisation

Le cetuximab (Erbitux™) est un anticorps monoclonal murin humanisé de type IgG1, les parties
variables sont donc d’origine murine tandis que les régions constantes sont humaines.

Il reconnait de fagon spécifique la partie extracellulaire du récepteur a I’EGF et empéche la liaison
du ligand. Il est indiqué dans le traitement des cancers colorectaux métastatiques porteurs du gene
KRAS de type sauvage et exprimant le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR), en
association a une chimiothérapie ou en monothérapie aprés échec d’un traitement a base
d’oxaliplatine et d’irinotecan ou en cas d’intolérance a I’irinotecan. Il a également I’AMM pour le
traitement des patients présentant un carcinome épidermoide de la téte et du cou, en association
avec la radiothérapie dans les cas de maladie localement avancée. Pour le traitement des carcinomes
épidermoides de la téte et du cou récidivant et/ou métastatique, il peut étre prescrit en association
avec la chimiothérapie a base de platine en premiére intention et en monothérapie en 2° ligne.

Le cetuximab est administré par injection intraveineuse, de facon hebdomadaire a raison de 250
mg/m? de surface corporelle, aprés une dose initiale de 400 mg/m?. La durée du traitement est celle
de I’administration de la radiothérapie. Lorsque le cetuximab est en monothérapie, le traitement est
arrété lorsqu’une réponse est obtenue ou en cas d’intolérance de la part du patient. Selon ce schéma,
la concentration plasmatique de cetuximab atteint un niveau de base de 40 a 85 pg/mL a la 3°

semaine de cure. La demie-vie moyenne du cetuximab dans I’organisme est d’environ 112h.

5- 2) Mécanismes d’action

Le cetuximab se lie de facon spécifique a I’EGFR au niveau du site de liaison au ligand. Avec une
affinité 10 fois plus importante que I’EGF, il empéche la liaison des ligands naturels (Li S et al, 2005).
Le blocage de I’autophosphorylation induite par le cetuximab empéche I’activation des voies de
signalisation dependantes de I’EGFR. Ainsi, le cetuximab exerce ses effets anti-tumoraux par le
blocage de I’activation des voies de signalisation de survie et prolifération cellulaires par ’EGFR
stimulé. Par ailleurs, il a été montré que la fixation du cetuximab au récepteur est suivie de son
internalisation, une partie des récepteurs endocytés sont dégradés par le lysosome, une autre est
recyclée a la membrane. Récemment, Liao et collegues ont précisé qu’en plus de ces routes dans le
trafic cellulaire, le cetuximab conduit "EGFR vers le réticulum endoplasmique ou il est redirigé
vers le noyau. Les effets biologiques de la translocation nucléaire d’EGFR suite a la liaison du
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cetuximab ne sont pas connus (Liao HJ et Carpenter G, 2009).
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Figure 19 : lllustration du phénoméne d’internalisation et de la translocation nucléaire d’EGFR suite

a la liaison avec le cetuximab. Selon Dittmann K et collégues, I’incubation des cellules ave le
cetuximab stabilise le complexe EGFR-caveéoline 1 (cavl), ce qui blogue I’acheminement au noyau.
Les cavéoles contenant EGFR sont transportées vers I’appareil de Golgi et le reticulum
endoplasmique. Dans le noyau, EGFR nucléair interagit avec la DNA-PK (Dittmann K et al, 2010).

5 -3) Effet antitumoral du cetuximab, données précliniques

Les effets antitumoraux du cetuximab ont été largement étudiés in vitro. Le cetuximab a donc été
décrit comme un agent cytostatique et dans certains cas, comme un cytotoxique qui conduit a une
inhibition de la croissance cellulaire variable d’un modele a I’autre. 1l a cependant été observé que
lors de son utilisation in vivo, le recrutement du systeme immunitaire et I’inhibition de
I’angiogenése induits par le cetuximab produisaient un effet antitumoral global plus important que
ce qui est observé in vitro.
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a. Effets anti-prolifératifs décrits in vitro
L’apoptose induite par le cetuximab est donc rapportée dans quelques travaux, mais ne semble pas
étre I’effet majeur a I’origine de I’inhibition tumorale. Il semble que le cetuximab implique
I’apoptose dépendante de la voie des caspases. In vitro, I’activation des caspases 3, 8 et 9, suivie du
clivage de PARP, est rapportée dans une étude menée dans une lignée cellulaire de cancer du colon,
8 a 16h apres I’exposition au cetuximab (Liu B et al, 2000). Cependant I’apoptose n’est pas observée
dans toutes les lignées cellulaires de carcinomes de type épithélial. Ainsi par cytométrie en flux,
Kawaguchi et collégues mettent en évidence I’apoptose induite par le cetuximab dans 4 lignées sur

7 de carcinome épidermoide de I’cesophage (Kawaguchi Y et al, 2006).

De la méme fagon, dans des lignées cellulaires de carcinomes épidermoides de la téte et du cou
variablement sensibles au cetuximab, Huang et collegues ne montrent la survenue de I’apoptose que
dans une seule des 4 lignées cellulaires utilisées. Ils montrent alors que les modifications du ratio
Bax/Bcl2 induites par le cetuximab sont a I’origine du phénomeéne apoptotique et que I’inhibition de
la croissance cellulaire est évaluée de 20 a 75% dans ce type cellulaire. Au contraire de I’apoptose,
quelle que soit leur sensibilité, toutes les lignées cellulaires montrent un blocage du cycle cellulaire
en G; d’ampleur variable, mais significative dés 24h de traitement. Ce blocage implique une
régulation positive de I’expression et de I’association de I’inhibiteur p27<"* au complexe cycline
E/Cdk2 qui régule la transition vers la phase S (Huang SM et al 1999). De fagon similaire, Wu et
collaborateurs montrent également un phénomeéne apoptotique a 48h d’exposition au cetuximab
dans une lignée cellulaire de cancer du colon, précédé du blocage en phase G; du cycle cellulaire
(Wu X et al 1995). En effet, I’inhibition du complexe cycline E/Cdk 2 médiée par p27*"** induite par le
cetuximab et conduisant au blocage des cellules en GyG; a été décrite dans plusieurs travaux in vitro
menées sur des lignées cellulaires de divers types tumoraux (poumon non a petites cellules Raben D et al,
2005, Colon Jhawer M et al, 2008, prostate Peng D et al 1996 ; A431 Fan Z et al, 1997). Ce blocage provoque
donc une déplétion de cellules en phase S. Une étude in vitro dans une lignée cellulaire de cancer du
pancréas complete ces observation en mettant en évidence une diminution de la synthése d’ADN

conséquente a I’exposition au cetuximab (Overholser JP et al, 2000).
L’ensemble de ces données établit donc le cetuximab a un effet cytostatique, tandis que I’effet

cytotoxique n’est pas systématique, et lorsqu’il survient, il est la conséquence d’un blocage du cycle

cellulaire en phase GoG;.
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Si le cetuximab ne produit pas un phénomeéne apoptotique majeur, il est en revanche un agent radio-
sensibilisateur. Notamment Huang et collaborateurs, évoquent que la radiosensibilisation des
lignées cellulaires de carcinome épidermoide de la téte et du cou par le cetuximab est due a I’arrét
du cycle cellulaire en phase G;. Ces auteurs mentionnent la possible implication de la protéine
DNA-PK, un enzyme médiant les mécanismes de réparation de I’ADN, dans ce phénomeéne. Ce que
confirment Dittmann et collegues en 2005. Suite a I’irradiation in vitro, la présence d’un complexe
EGFR/DNA-PK est observée dans le noyau (Figure 19). Le cetuximab immobilise le complexe
dans le cytoplasme et empéche I’action de la protéine kinase, maintenant les dommages a I’ADN

infligés par les irradiations (Dittmann K et al, 2005).

L’effet chimiosensibilisant du cetuximab est également bien documenté et a conduit aux essais
cliniques qui ont abouti & la mise sur le marché du cetuximab en association avec la radio ou la
chimiothérapie. L’effet synergique du cetuximab avec le 5-FU a donc été montré in vitro, de méme
qu’avec la doxorubicine et le paclitaxel (Overholser JP et al, 2000, Baselga J et al, 1993, Lynch TJ et al 2010,
Sung FL et al, 2005, Herbst RS et al, 2005), et avec les traitements a base de platine (Vermorken JB et al,
2008) 'y compris pour le traitement des carcinomes épidermoides de la téte et du cou. La
combinaison du cetuximab aux irradiations permet d’obtenir des résultats drastiques in vivo,
notamment sur les modéles de carcinomes épidermoides de la téte et du cou. Les travaux de
I’équipe de Harari montrent que I’apoptose radio-induite peut étre multipliée par 10 in vitro suite a
I’exposition au cetuximab. In vivo, la radiothérapie ou le traitement au cetuximab seuls provoquent
une régression tumorale transitoire (30 a 60 jours) mais la combinaison de ces modalités
thérapeutiques permet une régression tumorale compléte en 3 mois (Harari PM et al, 2001, Liang K et al,

2003, Milas L et al, 2004).

b. Effets du cetuximab observés in vivo

Cependant, in vivo I’effet antitumoral du cetuximab en monothérapie est plus marqué. Ainsi, dés
1995, I’utilisation du cetuximab pour le traitement d’un modéle de xénogreffe de tumeur
épidermoide par Goldstein aboutit a une inhibition de 35% de la croissance tumorale sans montrer
de cytotoxicité (Goldstein NI et al, 1995). Dans un contexte in vivo, le cetuximab peut donc montrer une
action anti-tumorale qui dépasse ce qui a été observé dans certains travaux in vitro. Deux
mécanismes majeurs sont maintenant connus pour étre mis en jeu au sein de I’organisme lors du
traitement au cetuximab: le phénomene de cytoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) et
I’inhibition de I’angiogenése.
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L’activation des cellules Natural Killer et monocytes par le cetuximab se fait par I’interaction entre
la partie constante Fc de I’anticorps monoclonal et le récepteur FcyRIIl qu’expriment les cellules
NK et les monocytes. La présence de cytokines potentialise I’activation des cellules immunitaires
par le cetuximab, conduisant a la lyse des cellules tumorales. L’ADCC montre cependant des
résultats tres variables d’un individu a I’autre. Mais certaines études soulignent I’importance du
phénoméne dans I’action antitumorale du cetuximab puisqu’il ne semble pas dépendant des
phénomeénes de résistances liés aux perturbations moléculaires des cellules tumorales telles que les
mutations activatrices KRAS et I’expression d’EGFR muté (Roda JM et al, 2007, Lopez-Abeitero et al,

2007, Kurai et al, 2007, Kimura et al, 2007, Kawaguchi et al, 2007).
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Figure 20 : Structure schématique des anticorps thérapeutiques. En vert est représenté I’antigene. V
désigne les partes variable, C les parties constantes. Dans la région Fc est représenté le site
d’interaction avec le récepteur FcyRIII des cellules du systeme immunitaire. D’aprés Chan AC et
Carter PJ (2010).

Parmi les effets anti-tumoraux que le cetuximab développe in vivo, les preuves d’un effet anti-
angiogénique ont été amenées. La partie 111 de cette introduction bibliographique permettra d’établir
le lien entre I’inhibition d’EGFR et de sa signalisation dépendante avec I’action anti-angiogénique

du cetuximab.
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Partie I11 : L’Angiogenése tumorale : la tumeur architecte de son devenir

1 — Généralités sur I’angiogenése tumorale

1-1)  Le switch angiogénique

L’angiogenése tumorale désigne le phénoméne de formation de néo-vaisseaux induit par une masse
tumorale. Cette tumeur est avasculaire en dessous d’un volume seuil (2 & 3 mm®). La croissance
tumorale assurée par la prolifération et la survie cellulaires est supportée par un apport en oxygene
et en nutriments par diffusion aux cellules, permettant le maintien de leur métabolisme. A mesure
que le volume tumoral augmente, la diffusion des éléments nutritifs dans le milieu interstitiel ne
parvient plus a alimenter toutes les zones de la tumeur. Le micro-environnement est donc modifié
dans ces zones ischémiques (changement des pressions partielles en gaz, modification du pH,...).
L’hypoxie notamment est un puissant déclencheur de I’angiogenése.

En situation physiologique, les tissus ne nécessitent pas de néovascularisation (excepté les organes
génitaux féminins et les tissus blessés). Une pression négative s’exerce sur I’endothelium, bloquant
les processus de formation de nouveaux vaisseaux. Cette pression négative résulte en fait d’une
régulation fine décrite comme une balance moléculaire complexe entre facteurs pro et anti-
angiogéniques. Le terme de switch angiogénique désigne la phase au cours de laquelle les
évenements moléculaires tumoraux font pencher la balance en faveur des facteurs pro-
angiogéniques. Ce phénomene peut intervenir & différents stades de la tumorigenese et sous I’effet
d’évenements variables d’un type tumoral & I’autre (Bergers G & Benjamin L, 2003). L’augmentation de
I’expression de facteurs pro-angiogéniques peut étre une conséquence d’activation d’oncogénes. De
méme la perte ou diminution d’expression des facteurs anti-angiogéniques peut résulter de la perte
d’expression des génes suppresseurs de tumeur ou du fait de pertes de mécanismes de régulation
intracellulaire (Folkman J, 2006).

Le micro-environnement tumoral est un inducteur majeur du switch angiogénique. Parmi les
modifications de sa composition, la diminution de la pression partielle en oxygéne est le signal le
mieux caractérisé jusqu’a présent. La situation hypoxique favorise la stabilisation de HIF-1a, qui
active la transcription de nombreux facteurs pro-angiogéniques dont le VEGF et le PDGF, et

d’autres genes selon un mécanisme adaptatif.
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1- 2) Les phases précoces de I’angiogenese

Le systeme de régulation de I’angiogenése est complexe et les composants moléculaires en sont
nombreux, I’angiogenéese pouvant étre stimulée ou réprimée par de multiples facteurs, eux-mémes
sécrétés par les cellules tumorales mais également les cellules périvasculaires, les cellules
endothéliales (mécanisme autocrine), les macrophages ou encore fibroblastes associés aux tumeurs.

Angiopoietin 2
PS o @ o ¢
«~—7 &  DbGF @

N
Q@
lnleglin\ b

Figure 21 : Représentation des phases précoces de I’angiogenése. L’angiopoiétine est impliquée
dans la destabilisation des cellules murales vasculaires. Celle-ci rend les cellules endothéliales plus
accessibles au VEGF et au PDGF qui stimulent leur prolifération et leur migration. Schéma proposé

par Folkman J (2007).
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La séquence des événements précoces est décrite comme dépendante du VEGF. Le facteur de
croissance, dont la synthese et la libération par les cellules tumorales sont anormalement élevées,
provoque une vasodilatation associée a une augmentation de la perméabilité vasculaire. Les cellules
murales qui couvrent I’endothelium, principalement les péricytes, sont alors déstabilisées sous
I’action de I’angiogoiétine 2. L’expression et la sécrétion de protéases par les cellules tumorales
induisent par ailleurs une dégradation locale de la matrice extracellulaire qui favorise la migration
des cellules endothéliales dont la prolifération est stimulée par le VEGF.

Les étapes précoces de I’angiogenese, classiquement décrites ainsi, aboutissent au bourgeonnement
des vaisseaux préexistants. Cependant, si le VEGF est le facteur déterminant du bourgeonnement, la
mise en place d’une néovascularisation est placée sous I’égide de nombreux facteurs pro-
angiogéniques et rapidement la dépendance au VEGF peut étre moins marquée. L’angiogenese
tumorale peut étre initiée a différents stades de la tumorigenése et remodelée sous I’action de
facteurs dépendant du type tumoral, les différences en terme de densité vasculaire notamment

peuvent étre importantes d’un type tumoral a I’autre (Bergers G & Benjamin L, 2003, Hlatky L et al, 2002).

Par ailleurs, une fois que I’angiogenese est induite, le réseau vasculaire tumoral ne devient pas
quiescent et stable contrairement & ce qui est observé dans la situation non pathologique.
L’architecture vasculaire tumorale est donc caractérisée par une forte irrégularité, les capillaires
sont dilatés, tortueux et peuvent présenter des culs-de-sac. La fonctionnalité des vaisseaux sanguins
tumoraux est également perturbée, I’absence de différentiation entre veinules et artérioles donne
lieu & un flux sanguin anarchique non orienté. De plus, la structure des parois vasculaires est altérée,
du fait d’une couverture périvasculaire (assurée notamment par les péricytes) moins abondante,

ainsi que des jonctions interendothéliales plus laches (Fukumura D et Jain RK, 2008).
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Figure 22 : Image du réseau vasculaire normal et tumoral prise en microscopie de fluorescence. Le
réseau vasculair d’un tissu non pathologique est régulier et orienté (a) tandis que dans le tissu
tumoral, les vaisseaux sont de tailles aléatoires, présentent des cul-de-sacs et prennent une
disposition anarchique (b). L’utilisation d’un modéle de cellules périvasculaires exprimant la GFP
montre que le réseau vasculaire du tissu sain présente une couverture réguliére (c) alors que les
vaisseaux tumoraux présentent de nombreuses zones qui ne sont pas recouverte (d). D’apres Jain R
(2003).

En outre, un degré de complexité supplémentaire a été décrit sous le terme de « vasculogenése
mimétique » qui désigne la formation de vaisseaux, non pas par activation et prolifération des
cellules endothéliales mais par des cellules tumorales elles-mémes. Ce mécanisme de trans-
différenciation n’est pas majoritaire dans I’angiogenése tumorale mais semble avoir un impact sur
I’efficacité des thérapies anti-angiogéniques basées sur I’inhibition du VEGF ou de son récepteur.
Mais sa signification clinique, si elle existe, n’est pas déterminee (Paulis YM et al, 2010, McDonald D et

al, 2000).
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2 — L’angiogenése dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou

2 — 1) Role du VEGF dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou

Le VEGF est le mieux connu des facteurs impliqués dans I’angiogenése tumorale. Depuis sa
découverte, d’abord identifié comme le VVPF pour facteur de perméabilité vasculaire, son expression
a été investiguée dans nombre de types tumoraux. Il s’agit d’un facteur décisif du switch
angiogénique et comme mentionné précédemment, il est décrit comme I’élément déclencheur de la
destabilisation des capillaires sains puis de leur bourgeonnement. Cependant, la néo-angiogenése est
un événement régulé différemment selon le type tumoral.

De facon intéressante, certaines études suggérent que si la néoangiogenese est un évenement
précoce dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou, la surexpression du VEGF est
préférentiellement associée a I’évolution tumorale et retrouvée dans des stades déja avancés de la
maladie (Denhart et al, 1997). En effet, dans une large cohorte, Pignataro et collégues (Pignataro L et al,
2001) analysent la densité microvasculaire (reflet d’une activité angiogénique et de modifications du
micro-environnement tumoral) de tissus laryngés: celle-ci est plus importante que dans la
mugueuse normale dés le stade pré-cancéreux.

Une étude antérieure confirme ces résultats et rapporte de plus que I’augmentation de la densité
microvasculaire des tissus pré-invasifs n’est pas concomitante avec une élévation de I’expression du
VEGF. En revanche la surexpression du VEGF (évaluée par immuno-histochimie in situ) est
observée dans les échantillons de tumeurs de grades I1/1V et métastatiques alors que les lésions preé-
invasives I’expriment de facon similaire au tissu sain. En s’appuyant sur des travaux similaires
menés sur des échantillons de tumeurs de la peau, les auteurs proposent donc le VEGF comme un
facteur lié au maintien de I’angiogenése participant a la progression tumorale des tumeurs
épidermoides plutdt qu’un facteur d’initiation (Sauter ER et al, 1999).

De fagon complémentaire, Hasina et collaborateurs se basent sur ces observations pour rechercher
des profils d’expression de géne dans des tumeurs épidermoides de la téte et du cou dans le but de
déterminer quels facteurs peuvent potentiellement réguler I’angiogenése dans ce type tumoral. Se
basant sur des travaux antérieurs, ils soulignent que 25% des Iésions prémalignes et 75% des lésions
malignes semblent induire une angiogenése indépendante du VEGF. Leurs méthodes d’analyse
identifient ainsi 2 types de profils majoritaires, I’un impliquant le VEGF, I’autre impliquant

I’interleukine 8, son récepteur et le facteur de croissance HGF (Hasina R et al, 2008).
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2 — 2) Les facteurs régulateurs de I’angiogenese

L’expression de I’interleukine 8, de méme que d’autres cytokines pro-inflammatoires semblent étre
une caractéristique de I’angiogenése des carcinomes épidermoides de la téte et du cou. Des
altérations de la réponse humorale, de I’angiogenése, du métabolisme et dans les processus
inflammatoires peuvent étre observées chez les patients atteints de ce type de tumeur. De plus, la
présence de cellules immunitaires associées a la tumeur est également documentée (Chen Z, et al
1999). L’équipe de Chen, aprés avoir identifié dans de premiers travaux un répertoire de cytokines
exprimées par des lignées cellulaires de carcinomes épidermoides de la téte et du cou, s’est
intéressée a leur expression in situ, dans le serum d’une dizaine de patients et dans les milieux de
cultures primaires de tumeurs. Ils ont démontré que les interleukines IL1a, IL6, IL8, le facteur de
croissance des macrophages GM-CSF, le VEGF et le FGF basique exprimés par les lignées
cellulaires établies et primaires, ces facteurs sont détectés in situ, avec un marquage montrant une
forte expression. De plus la plus forte expression du VEGF est trouvée dans les zones ou la
différenciation est pauvre (évaluée par le marquage de la keratine). Dans le serum, ce sont I’IL 6, 8
et le VEGF qui sont trouvés en plus forte concentration. L’étude ne comprend néanmoins pas
d’évaluation de I’angiogenese in situ ou in vitro. Le potentiel proangiogénique de ces diverses
cytokines est mis en évidence dans d’autres travaux. IL1a, IL 6 et GM-CSF semblent jouer un role
dans I’initiation de I’inflammation locale, tandis que I’IL 8 stimule I’angiogenése et la prolifération
des granulocytes et macrophages, abondant dans le stroma des carcinomes épidermoides (Chen Z et
al, 1999).

Parmi les facteurs de croissances pro-angiogéniques exprimés par les carcinomes épidermoides de
la téte et du cou, outre le VEGF et le GM-CSF, le PDGF est également détecté, mais en moindre
quantité. Dans les surnageants de cultures primaires de tumeurs (issus d’une quinzaine
échantillons), I’équipe de Ninck met en évidence de fortes concentrations de ces différents facteurs.
De facon intéressante, ces travaux montrent par ailleurs que les cellules de carcinomes
épidermoides de la téte et du cou expriment des combinaisons de ces facteurs. Notamment, le GM-
CSF n’est jamais exprimé seul et il est associé, dans la plupart des cas rapportés ici, avec le VEGF
et le PDGF. De plus, les auteurs rapportent une corrélation positive entre le nombre de facteurs
détectés simultanément dans les surnageants de cultures primaires et la densité microvasculaire du
tissu natif correspondant (Ninck S et al, 2003). Dans un travail plus récent, la méme équipe complete

ces observations en élargissant le nombre d’échantillons.
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De fagon similaire c’est une combinaison de facteurs qui est mise en avant, mais les auteurs
mentionnent, en plus, des concentrations élevées de HGF dans la totalité des échantillons (Montag M
et al, 2009). Le facteur HGF est également mis en avant dans I’étude de I’hétérogénéité angiogénique
des carcinomes épidermoides de la téte et du cou par Hasina et collégues, qui identifient 2 profils
génétiques principaux : I’un comptant le VEGF et le FGF, I’autre HGF, I’IL 8 et son récepteur.
L expression du 1* groupe de génes par les tumeurs est associée a une densité microvasculaire plus
importante que I’expression du 2°™ (Hasina R et al, 2008). La présence conjointe de HGF et IL 8,
d’apres cette étude, dans un méme groupe d’expression de génes impliqués dans la régulation de
I’angiogenese, est soutenue par des résultats obtenus in vitro : la stimulation de lignées cellulaires
de carcinomes épidermoides de la téte et du cou par le facteur HGF induit une augmentation de
I’expression de I’IL 8 et du VEGF, via I’activation de ERK % et AKT par son récepteur c-MET
(Dong G et al, 2001).

En plus de ces facteurs de croissance, les métalloprotéases de la matrice extracellulaire (MMP)
semblent fortement exprimées dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou. Ces protéases,
en dégradant la matrice, permettent la libération de facteurs de croissance qui y sont piégés et
favorisent le bourgeonnement des néo-vaisseaux par la migration des cellules endothéliales.
L’expression des MMP-1, 2, et 9 a été mise en évidence in situ (O-charoenrat P et al, 2002). D’apres
Franchi et collégues, I’augmentation de I’expression de la MMP-9 est corrélée a une augmentation
de la densité microvasculaire et a une importante activité de la NO-synthase (le NO étant un agent
stimulateur de I’angiogenese) (Franchi et al, 2002). 1l semble que la synthese et I’activation de la
MMP-2 soient placées sous le contréle de GM-CSF. En effet, Tomita et collaborateurs rapportent
que la présence de GM-CSF dans un milieu de culture de cellules de carcinome épidermoide de la
téte et du cou est associée a une augmentation significative de I’expression de I’ARNm de la MMP-
2 et de son activateur (MT1-MMP). L’activité protéasique de la MMP-2 est également stimulée en

présence de GM-CSF (Tomita T et al, 2000).

Il est intéressant de constater que le VEGF, s’il reste un acteur principal de I’angiogenése tumorale
des carcinomes épidermoides de la téte et du cou, n’est pas le seul. Il semble de plus agir de concert
avec les seconds réles : HGF et PDGF notamment. Ceci revét une importance dans I’utilisation des
thérapies ciblées, visant la thérapie « personnalisée ». Les molécules ciblant le PDGFR (Imatinib,
Glivec®, Novartis) ou c-MET (sugen, SU11274) étant disponibles, établir un profil d’expression
des cytokines pro-angiogéniques pourrait se révéler pertinent dans le but de mettre en place une
thérapeutique adaptée a la biologie tumorale et trouver d’éventuels marqueurs prédictifs.
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2 — 3) Effet anti-angiogénique des anti-EGFR

La transposition des essais d’agents anti-cancereux in vitro a la situation in vivo souffre
généralement de la pharmacocinétique et la pharmacodynamique, voire la pharmacogénomique
liées a I’administration d’une molécule. Il est donc attendu que I’application d’un traitement in vivo
produisent des effets moins importants que ceux observés in vitro. Or I’effet antitumoral du
cetuximab s’est au contraire révélé plus marqué in vivo. Un certain nombre de travaux a rapidement
mis en évidence la capacité anti-angiogénique du cetuximab comme un mécanisme important de
I’effet antitumoral observé.

Viloria-Petit et collaborateurs, sur la base de ce constat et I’induction de I’expression du VEGF par
I’activation d’EGFR (par I’EGF et le TGFa.) décrite par des travaux antérieurs, montrent alors que
la synthése de VEGF, ARNm et protéine, est réduite dans les cellules tumorales épidermoides A431
exposées au cetuximab, de facon dose-dépendante. Leur résultat est corroboré in vivo, le marquage
immuno-histochimique du VEGF montrant une intensité diminuée dans les tumeurs apres
traitement. De méme que la croissance tumorale est inhibée d’environ 30%, le nombre de vaisseaux
sanguins est diminué de moitié dans ces tumeurs, démontrant que le blocage d’EGFR induit un effet
anti-angiogénique médié par I’inhibition de la production de VEGF (Viloria-Petit et al, 1997).

D’autres études viennent appuyer ces observations, Perrotte et collegues ajoutent que dans un
modele de carcinome de la vessie, une diminution de I’expression de I’interleukine 8 et du FGF
basique est détectée avec la diminution d’expression du VEGF in vitro et in vivo suite au traitement
par cetuximab. Par ailleurs, aprés 5 semaines de traitement, la densité microvasculaire est réduite de
45% dans ces tumeurs. Les auteurs soulignent que ce phénomene est postérieur a I’inhibition de
production des facteurs pro-angiogéniques étudiés (Perrotte P et al, 2000). Les mémes résultats sont
obtenus dans un modéle de carcinome de colon (Ciardello F et al, 2000) et complétés par une étude
menée sur un modeéle de tumeur du pancréas in vitro et in vivo. Dans cette derniére, les auteurs
montrent de plus que dans les tumeurs traitées pendant 18 jours au cetuximab, 69% des cellules
endothéliales sont apoptotiques (évaluation par la technique de TUNEL - Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling). La diminution d’expression du VEGF et de
I’IL 8 précedent également la diminution de la densité microvasculaire (Bruns CJ et al, 2000). Les
auteurs indiquent un effet cytotoxique du cetuximab sur les cellules endothéliales, sans avancer
pour autant d’hypothése sur un lien direct ou indirect (cellules endothéliales tumorales dépendantes
du VEGF pour leur survie ou effet cytotoxique de I’anti-EGFR).
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Un effet anti-angiogénique du cetuximab indépendant de son action sur les cellules tumorales est
soutenu par les résultats de Huang et collégues qui, par un test d’angiogenése in vitro (HUVECs
cultivées sur matrigel), montrent que le cetuximab déstabilise les structures capillaires formées par
les cellules endothéliales. L’angiogeneése tumorale induite par des cellules de carcinome
épidermoide de la téte et du cou est également analysée dans cette étude. La lignée cellulaire greffée
en situation orthotopique sur un petit nombre d’animaux montre une capacité invasive diminuée par
le traitement au cetuximab. La vascularisation est évaluée au moyen d’une poche de matrigel ou les
cellules tumorales sont inoculées (24h apres). Bien que I’étude compte peu d’animaux (6 pour ce
test), les auteurs montrent une diminution significative de la vascularisation induite par les cellules

tumorales par le traitement au cetuximab (Huang SM et al, 2002).
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OBJECTIFS



Cette étude a pour objet les carcinomes épidermoides de la téte et du cou pour lequel le cetuximab
est délivré en association avec la radiothérapie. Une réponse modeste a cet agent anti-EGFR étant
observé dans la pratique clinique pour cette pathologie, il semblait intéressant de rechercher
d’éventuels marqueurs prédictifs de la réponse. De fréquentes altérations conduisant a I’activation
constitutive de la voie PISK /AKT étant rapportées dans les carcinomes épidermoides de la téte et
du cou, c’est sur cette voie de signalisation que se sont appliquées nos investigations. La perte
d’expression de la protéine PTEN, événement relativement fréquent dans les carcinomes
épidermoides de la téte et du cou, est un des mécanismes conduisant a I’activation constitutive
d’AKT.

Or, le role de la perte d’expression de PTEN dans I’acquisition de résistance aux thérapies ciblées a
été largement démontré in vitro et dans des études rétrospectives analysant la réponse des patients
aux thérapies ciblées dans divers types tumoraux (Sein, poumon non a petite cellule, prostate).
Ainsi, malgré des donnees justifiant de I’investigation d’une éventuelle influence de la perte
d’expression PTEN dans les réponses modestes au cetuximab observées, jusqu’alors aucune étude

n’a été mené pour élucider son réle dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou.

Aussi, la partie expérimentale de cette étude a-t-elle été construite afin d’établir si la perte
d’expression de la protéine PTEN a un impact sur la réponse au cetuximab d’un modéle de
carcinome épidermoide de la téte et du cou. La réponse cellulaire au cetuximab a été étudiée sur la
lignée cellulaire Cal 27 en termes d’effets cytotoxiques/cytostatiques. L’inhibition d’expression de
PTEN a été établie au moyen de I’ARN interférence selon une modalité transitoire et une modalité
stable. Enfin, un modéle d’anneau aortique murin a été utilisé pour étudier I’effet des différentes
conditions expérimentales sur la capacité d’induction de I’angiogenése par les milieux conditionnés
par les cellules Cal 27.

Les résultats sont donc présentés en trois parties. La premiére expose la fonctionnalité des voies de
signalisation dépendante de I’EGFR dans le modéle cellulaire Cal 27, ainsi que sa réponse au
cetuximab. Une deuxiéme partie avait pour objectif d’évaluer I’impact du statut d’expression de
PTEN sur la réponse au cetuximab. Elle rapporte les résultats obtenus dans les cellules Cal 27 suite
au silencing transitoire de PTEN, et décrit la caractérisation de lignées cellulaires clonales générées
par le silencing stable de PTEN dans les cellules Cal 27. Enfin, la troisiéme partie du travail
expérimental est consacrée a I’analyse du potentiel d’induction de I’angiogenese les cellules Cal 27
soumises ces conditions expérimentales avec pour objectif, la recherche des facteurs

potentiellement impliqués dans ce phénomeéne.
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TRAVAUX PERSONNELS



PARTIE | :

Effets antiprolifératifs du cetuximab sur la lignée

cellulaire Cal 27



1- Introduction

Le cetuximab (C225, Erbitux®) est un anticorps monoclonal chimérique ciblant EGFR.
L’Autorisation de Mise sur le Marché pour cette molécule dans les tumeurs épidermoides de la téte
et du cou date de 2004 en association avec la radiothérapie et est justifiée par la surexpression
d’EGFR dans plus de 90% des cas.

Les facteurs de résistance aux thérapies ciblées sont nombreux et soulignent le manque de facteurs
prédictifs de réponse des patients a ces traitements. Dans d’autres types tumoraux, les perturbations
de I’expression des protéines de la signalisation intracellulaire en aval d’EGFR ont été mises en
cause dans la résistance aux thérapies ciblées, notamment la perte d’expression de PTEN
(Introduction : Partie 11, 3).

Alors que la réponse des carcinomes épidermoides de la téte et du cou au cetuximab est
généralement modeste, et la perte d’expression de PTEN fréquente dans ce type tumoral, aucune

étude n’élucide jusqu’a présent le role précis de celle-ci dans I’efficacité du cetuximab.

Notre travail a pour objet I’étude la réponse cellulaire de lignées de tumeurs épidermoides de la téte
et du cou au cetuximab et cherche a évaluer la perte d’expression de la protéine PTEN comme
candidat en tant que marqueur prédictif de la résistance a cet anticorps monoclonal. La premiére
partie du travail expérimental a donc consisté & choisir un modéle cellulaire de carcinome
épidermoide de la téte et du cou adapté en termes de réponse au cetuximab et de fonctionnalité des
voies de signalisation en aval de I’'EGFR. Puis I’effet du cetuximab et de 'EGF a été évalué sur

I’activation des voies PI3K/AKT et la croissance de la lignée cellulaire Cal 27.
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2- Matériel

2- 1) Lignées cellulaires
Un certain nombre de conditions expérimentales ont été testées sur trois lignées cellulaires issues de
carcinomes épidermoides de la cavité buccale établies au Centre Antoine Lacassagne (Nice,
France): Cal 27 (CRL-2095), Cal 33 (carcinome épidermoide de la langue) et FaDu (hypopharynx).
Les cellules Cal 27 ont été choisies pour la suite de I’étude. Cette lignée a été établie en 1982 a
partir d’un échantillon tissulaire prélevé avant traitement sur une Iésion de la langue chez un patient

male de type caucasien agé de 56 ans.

2- 2) Exposition des cellules au cetuximab

Le cetuximab (C225, Erbitux®) (Merck Lipha Santé, Lyon, France) est utilisé a partir de solutions
injectables & 2mg/mL. Suite & des essais préliminaires évaluant I’effet d’une gamme de doses de
cetuximab (0,1 & 150 ug/mL) et la durée d’exposition (24h, 48h et 72h ) sur la viabilité cellulaire,
les cellules Cal 27 ont été retenues pour leur sensibilité a la dose de 20 ug/mL mise en contact
pendant 48h.

2- 3) Stimulation des cellules & ’'EGF

Les cellules Cal 27 exposées au cetuximab sont co-incubées avec le facteur de croissance
épidermoide (E.Coli, human recombinant EGF : Roche Applied Science, Meylan, France). Ce co-
traitement de I’EGF avec le cetuximab vise a évaluer I’effet de I’anticorps monoclonal sur les
cellules dans un état stimulé. Le schéma d’exposition & I’EGF choisi consiste en un ajout de 5ng/mL

(final), 4h aprés la mise en contact avec le cetuximab, pour une durée de 48h.

3- Méthodes

3- 1) Conditions de culture et de traitements

a. Entretien de la lignée en culture cellulaire
Les cellules Cal 27 sont des cellules adhérentes cultivées en monocouche dans des flacons a
bouchons filtrants de 75 cm? (Falcon, Dutcher, France), contenant 15 mL de milieu de culture
RPMI 1640 supplémenté par 10% de serum de veau feetal et 2mM de L-glutamine (Gibco,
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Invitrogen). Ainsi supplémenté, ce milieu est dit « complet ». Les flasques sont placées dans un
incubateur (HeRa Cell) maintenant une température de 37°C et une atmosphére contenant 5% de
CO; et 95% d’humidité.

L’entretien des lignées cellulaires se fait par ensemencement de fagon hebdomadaire a la densité de
20 000 cellules/mL. Apres rincage au PBS (Gibco, Invitrogen), le tapis cellulaire est décollé du
support par exposition & une solution de trypsine-EDTA a 0,05%, préalablement chauffée a 37°C
(3mL). L’action de I’enzyme est arrétée, apres quelques minutes d’exposition a 37°C, par I’ajout de
milieu de culture supplémenté en SVF (10ml). La suspension cellulaire ainsi obtenue est centrifugée
(10 minutes a 10 000 rpm), puis le culot cellulaire est repris dans 10 mL de milieu. La concentration
cellulaire est déterminée par numération des cellules vivantes dans une fraction de 450 pL, au
moyen de I’addition de 50 pL de bleu trypan (Sigma, France). Le comptage est réalisé au sein d’une
chambre de comptage de Thomas (Polylabo, VWR, Fontenay Sous Bois, France). Le milieu de

culture est ensuite renouvelé une fois par semaine.

b. Préparation des cellules pour I’expérimentation
Les cellules sont ensemencées suite a la trypsination dans des plaques de 6 ou 24 puits selon le test
que I’on cherche a appliquer (Falcon, Dutcher, France). La densité cellulaire d’ensemencement est
adaptée de sorte que tous les traitements soient réalisés lorsque les cellules sont en phase
exponentielle de croissance. Soit pour des plaques de 6 puits (9,6 cm?), 80000 cellules et pour des
plaques de 24 puits (1,9 cm?), 20000 cellules. Pour ensemencer la totalité des plaques, une unique
suspension cellulaire est préparée dans le milieu RPMI complet et distribuée apres

homogénéisation. Les cellules sont maintenues 2 jours en culture avant les traitements.

c. Exposition des cellules au cetuximab et a ’EGF
Pour I’exposition des cellules au cetuximab, le milieu complet dans lequel sont cultivées les cellules
est remplacé par le milieu contenant une dose de cetuximab pour une durée de 24 a 72h afin de
déterminer le temps d’exposition optimal. Une dilution aux concentrations finales voulues (0,1 a
150 pg/mL) est préparée de facon extemporanée dans le milieu de culture RPMI supplémenté par
2% de SVF. L’EGF est ajouté directement dans le milieu de culture, 4 heures aprés le changement
de milieu précédemment décrit, a raison de 10 uL (EGF 50 ng/mL) pour un puit de p24 contenant
ImL et 20pL pour un puit de p6 contenant 2mL (Jhawer M et al, 2008). Au final, les cellules sont

exposées a 5 ng d’EGF / mL pendant 48h.
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3- 2) Caractérisation moléculaire de la lignée cellulaire tumorale

a. Génotypage KRAS
Les mutations activatrices du géne KRAS sont désormais reconnues comme un marqueur prédictif
de la resistance au cetuximab. Le statut KRAS des cellules Cal 27 et Cal 33 a donc été veérifié. La
recherche de mutations activatrices de KRAS dans les codons 12 et 13 a été réalisée selon la
technique de PCR-RFLP en deux étapes, décrite par Schimanski et al. en 1999 (Schimanski CC, 1999).
Un culot de 10° cellules est préparé & partir d’une culture des cellules en T25. Ce culot de cellules
est fixé dans I’Alcool Formolé Acétique (AFA) puis inclus en paraffine. L’ADN génomique est
extrait a partir de 4 a 5 coupes de 10um au moyen d’un kit dédié a I’extraction d’ADN a partir de
tissus inclus en paraffine (Qlamp DNA FFPE Tissue, Qiagen, France). La quantité totale d’ADN
ainsi obtenu est dosée par spectrométrie (Spectromeétre Eppendorf) et 100 ng sont utilisés pour la
premiere PCR (Master Cycler Gradient, Eppendorf, Germany). Celle-ci permet I’amplification
grace a I’utilisation des amorces Ras A (sens; 5’-
ACTGAATATAAACTTGTGGTCCATGGAGCT-3’) et Ras B (antisens ; 5’-
TTATCTGTATCAAAGAATGGTCCTGCACCA-3’). Les produits de PCR sont ensuite soumis a
une digestion enzymatique de 16h avec les enzymes de restriction BstXI ou Xcml (Master Cycler
Gradient, Eppendorf, Germany). Ainsi, si les codons 12 et 13 sont de type sauvage, les amplicons
sont digérés au niveau des 2 premiéres bases. Les produits de la 1 digestion sont utilisés pour une
2°™ PCR dans laquelle I’amorce Ras B est remplacée par I’'amorce Ras C (5'-
GGATGGTCCTCCACCAGTAATATGGATATTA-3"). Une 2" digestion est ensuite catalysée a
partir de 7uL de ces amplicons grace aux enzymes BstXI ou Xcml. Ce produit final est soumis a
une séparation en PAGE et marqué au bromure d’éthidium permettant I’analyse par lumiére UV
(GelDoc EQ, Bio-Rad). Des extraits d’ADN portant des mutations sur les codons 12 et 13, issus de

lignées cellulaires, sont utilisés comme contréle positif.

b. Fonctionnalité des voies de signalisation activées par EGFR
L’activation des voies de signalisation en aval d’EGFR a été vérifiée par I’analyse du niveau
d’expression des principales phosphoprotéines des voies PISBK/AKT et MAPK : pAKT et pERK,
par western blot et Bioplex phosphoprotein array (BPA).

Extraction des protéines
A I’issue du protocole expérimental, le milieu de culture des cellules est recueilli. Aprés un ringage
au PBS, les cellules sont mises en contact durant 20 minutes a froid avec un tampon de lyse
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(BioRad cell lysis kit, BioRad, Marnes-La-Coquette, France), complémenté extemporanément avec
des inhibiteurs de protéases et de phosphatases (Facteurs 1 et 2 du kit BioRad et PMSF). Le tapis
cellulaire est gratté puis centrifugé a 4°C apres prélevement (5 minutes a 6000 rpm). Le surnageant
ainsi obtenu est conservé a -80°C jusqu’a analyse.

Le dosage du contenu total en protéines dans le surnageant est réalisé sur le principe de la méthode
de Lowry. (BCA protein (Bicinchoninic acid) assay kit, Pierce, Fisher Scientific, IlIkirch, France).

Western Blot

La séparation des protéines par SDS-PAGE se fait sur une quantité de 5 ug de protéines totales.
L’échantillon protéique, mélangé a un tampon contenant du SDS, du 8 mercapto-ethanol et du bleu
de Laemmli, est dénaturé par chauffage a 95°C pendant 5 minutes. Apres dénaturation, la séparation
des protéines est réalisée par migration électrophorétique a 110 volts pendant au moins 1h dans un
gel a 10% de polyacrylamide suite au passage dans un gel de concentration a 5% de polyacrylamide
grace a I’application d’un courant 50 volts pendant 30 minutes. Les protéines ainsi séparées sont
transférées sur membrane de PVDF (Amersham) par transfert liquide, grace a un courant d’intensité
constante de 0,35 mA pour deux gels. Sur la membrane, les sites de réaction aspécifiques aux
anticorps sont bloqués par une incubation des membranes pendant une heure dans un tampon TBS-
Tween 0,1% contenant 5% de lait écréemé ou de BSA. Les membranes sont ensuite mises sous
agitation durant la nuit a 4°C dans les solutions d’anticorps spécifiques dilués (dans le méme
tampon que pour la saturation). Les types et dilutions des anticorps utilisés sont consignés dans le
tableau I.1.

A I’issue de la réaction avec I’anticorps primaire, les membranes sont lavées & plusieurs reprises
avec le tampon TBST 0,1%, puis mises en contact pour 1h avec les solutions d’anticorps
secondaires (température ambiante) couplé a la peroxydase. La révélation est faite par
chimiluminescence par immersion des membranes dans le réactif ECL (amersham) pendant une
minute. Les membranes sont ensuite séchées et enfermées dans du papier saran avant une mise en
contact avec des films photographiques (Amersham) pour une durée variable selon la protéine cible
(de 0,5 a 10 minutes).
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Tableau 1.1 : Liste des Anticorps spécifiques et de leurs dilutions utilisés pour le western blot.

Type d’anticorps Fournisseur Dilution

Monoclonal de souris Cell signaling technology

anti-pEGFR n°2236 1/1000
Monoclonal de souris Dako
anti-PTEN M3627 1/1000

Polyclonal de lapin

Cell signaling technology

anti-pAKT n°9271 1/1000
Monoclonal de souris Cell signaling technology
anti-pERK % n°9106 1/1000
Polyclonal de lapin Santa-Cruz inc.
anti-B-tubulin sc. 9104 1/3000
Polyclonal de lapin Cell signaling technology
anti-EGFR n°2232 1/1000
Polyclonal de lapin Cell signaling technology
anti-AKT n° 9272 1/1000
Polyclonal de lapin Cell signaling technology
anti-ERK % n°9101 1/1000

Bioplex protein array

Le Bioplex protein array (BPA) est une technique d’analyse de I’expression des protéines semi-
quantitative qui repose sur le principe de I’ELISA sur billes, couplée a la technique de détection de
la cytométrie en flux (Chergui F, Chrétien AS et al, 2009). Développé par Luminex (Oosterhout, Pays-
Bas), ce principe de détection des protéines permet I’analyse simultanée de nombreuses protéines
cibles (jusqu’a 100 théoriquement) sur des échantillons de quantité tres réduite. L’anticorps
specifique dirigé contre la protéine d’intérét est couplé de fagon covalente a une bille marquée par
un fluorophore. Chaque bille a donc sa signature spectrale propre. Suite a I’incubation de
I’échantillon avec le mélange contenant les billes, un anticorps biotinylé dirigé contre un épitope
différent de la protéine est ajouté, réagissant avec la streptavidine-phycoérythrine. Ce systeme de
« sandwich » permet une double détection : un laser excitant la fluorescence de la bille (635 nm) et
I’autre excitant le complexe streptavidine-phycoérythrine (532 nm). La fluorescence de la bille
couplée a I’anticorps assure I’identité de la cible, I’intensité de fluorescence de la streptavidine-

phycoérythrine permet la quantification.
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Les échantillons de protéines (5 ug) sont déposés en plaques de 96 puits et dilués dans une solution
tamponnée (Assay buffer, Phosphoprotein reagent kit, Bio-Rad). Les billes couplées aux anticorps
spécifiques sont fournies dans le kit de détermination des phosphoprotéines (Bio-Plex
phosphoprotein assays, Bio-Rad) et ajoutées aux échantillons dilués, la réaction a lieu durant la nuit
a 20°C. Apres un rincage, les plagues sont incubées avec la solution d’anticorps biotinylés sous
agitation pendant 30 minutes a température ambiante. La solution de révélation contenant le
complexe streptavidine-phycoérythrine est ajouté et mis en contact 10 minutes. L’analyse consiste
ensuite a une double excitation fluorescente permettant de recueillir le signal de la bille et de
quantifier la protéine cible via I’intensité de fluorescence de la phycoérythrine. Les résultats sont
ainsi enregistrés en intensités de fluorescence, rapportées a celle du contréle positif qui est un
extrait protéique standard (Extrait de protéines préparé a partir de cellules de carcinome mammaire

MCF7) ajouté a chaque série.

3- 2) Evaluation de I’effet du cetuximab

a. Effet sur I’activation des voies de signalisation intracellulaire
L’inhibition des voies de signalisation par I’action du cetuximab est évaluée au moyen des mémes
méthodes d’analyse de I’expression des phosphoprotéines suite a 48 heures d’exposition des
cellules au cetuximab. (Cf Partie I, 8 3-1) b).

b. Effet sur la répartition dans les phases du cycle cellulaire

Le cetuximab est décrit comme un cytostatique pouvant bloquer le cycle cellulaire en phase GoG;.
Cet aspect de I’effet du cetuximab a donc été analysé a I’aide de la technique de cytométrie en flux,
qui permet, par la mesure de contenu cellulaire en ADN suite a son marquage par un agent
intercalant de I’ADN fluorescent, de déterminer les proportions de cellules dans chacune des phases
du cycle au sein d’une population cellulaire.

Pour ce faire, les cellules sont collectées suite aux 48h d’exposition au cetuximab (20ug/mL) par
trypsination (500uL par puits de p6) aprés un lavage au PBS. Les cellules sont dénombrées et
lavées au PBS pour éliminer la trypsine, puis centrifugées comme indiqué précédemment (82-1) b)
avant d’étre fixées par la reprise du culot cellulaire dans I’éthanol 70% a -20°C. La suspension
cellulaire est conservée dans I’éthanol, a 4°C jusqu’a I’analyse. Avant le marquage, les cellules
subissent de nouveau deux lavages au PBS, suivis de centrifugations. Le culot ainsi obtenu est remis
en suspension dans une solution a base de triton contenant 1mg/mL d’iodure de propidium
(Molecular Probes, Invitroge, Cergy-Pontoise, France), ainsi que de la RNAse A (10ug/mL). Le
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triton est un détergent capable de perméabiliser les cellules, ce qui permet a I’iodure de propidium
d’accéder a I’ADN. Cette molécule est fluorescente a 488 nm. La dégradation des ARN assure une
mesure du contenu en ADN et non pas en ribonucléotides. Cette suspension cellulaire est laissée a
température ambiante pendant 30 minutes pour permettre le marquage, avant d’étre analysée par
cytométrie en flux.

Les résultats sont recueillis sur au moins 10000 événements au moyen du cytomeétre en flux
FACScalibur (Becton-Dickinson, Le Pont-de-Claix, France). Les données de fluorescence liée a
I’ADN sont acquises selon un mode linéaire en utilisant une fenétre d’exclusion des doublets. La
distribution des cellules dans le cycle est quantifiée au moyen du logiciel ModFit (Verity Software
House, Topsham, ME, USA).

c. Effet sur la viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire des Cal 27 est évaluée par un test MTT. Celui-ci repose sur la capacité des
cellules vivantes & métaboliser le 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium (Sigma). De
couleur jaune pale, le MTT est transformé, sous I’action enzymatique de la succinate
déshydrogénase mitochondriale, en cristaux de formazan de couleur bleue/violette. L’intensité de la
coloration bleue refléte donc la viabilité cellulaire.

Le test est réalisé sur le tapis de cellules ensemencé en plaques de 24 puits suite a 48 heures
d’exposition au cetuximab. Le MTT est ajouté directement au milieu de culture pour que la
concentration finale soit de 0,5mg/mL. La réaction se fait pendant 2h a 37°C. Puis le milieu est 6té
et le tapis cellulaire lysé par I’ajout de 400ul de DMSO qui permet egalement la solubilisation des
cristaux de formazan ; 150uL de soluté sont transférés en plaque de 96 puits afin de réaliser la
lecture de I’absorbance a 540 nm a I’aide d’un lecteur de microplaques (Multiskan Ascent, Thermo
Scientific, Gometz-Le-Chatel, France). Le blanc est mesuré sur 4 puits ne contenant que du DMSO.

d. Effet sur la prolifération cellulaire

Le taux de prolifération cellulaire est évaluée par une numération cellulaire au bleu trypan. Le
comptage est réalisé a I’issue de I’exposition au cetuximab. Les cellules d’un puit de p6 sont
détachées par I’incubation de 250 pL de trypsine-EDTA (0,05%, Sigma) pendant 7 minutes a 37°C.
L’activité de la trypsine est stoppée par I’ajout d’1 mL de milieu complet. Aprés homogénéisation
et dissociation des agrégats cellulaires, un volume de 450 pL est prélevé et mis en présence de bleu
trypan 0,4% (Trypan blue, Gibco Invitrogen) afin d’exclure du comptage les cellules mortes. La
numeération est réalisée par un double comptage en hématimétre de Malassez a champs doubles dont
le résultat est rapporté en moyenne.
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Figure 1.1: Recherche des mutations activatrices de KRAS dans les lignées cellulaires de carcinome
épidermoide de la téte et du cou. Gel d'agarose chargé avec les produits de la PCR-RFLP. Des lignées
cellulaires mutées dans le codon 12 et le codon 13 sont utilisées comme témoin positif (T). Cal 27 (1), FaDu
(2) et Cal 33 (3) ne sont pas mutées dans les codons 12 et 13 de KRAS.

Cellules Cal 27
EGF - EGF +
Cetuximab - + - +
pPEGFR - . -
EGFR — O — -~ —
PTEN T — " ——
3-Tubuline
- Ly
DAKT -—— -

AT — N — —

PERK V%2 —

T

Figure 1.2 : Expression des protéines des voies de signalisation activées par EGFR dans les cellules Cal 27,
évaluée par western blot. Les extraits protéiques sont réalisés sur les cellules 48h aprés I'exposition au
cetuximab (20ug/mL) et a 'EGF (5ng/mL). L'expression des protéines est recherchée par western blot par

utilisation des anticorps spécifiques présentés dans le tableau I.1.



4- Résultats

4- 1) Caractérisation moléculaire de la lignée
a. Statut KRAS

Les mutations activatrices de RAS sont pour la plupart localisées dans les codons 12 et 13 de
I’allele. Le polymorphisme peut étre recherché par différentes méthodes de biologie moléculaire. Ici
la PCR-RFLP en deux étapes permet d’observer le polymorphisme au moyen de la différence de
tailles entre fragments produits par les enzymes de restriction. Il s’agit de BstXI et Xcml pour la
recherche de mutations dans les codons 12 et 13 de KRAS.

Aucune des trois lignées cellulaires issues de carcinomes épidermoides de la téte et du cou testées
ne montrent de modification dans la longueur des fragments générés par la digestion des codons 12
et 13 (Figure 1.1). Des extraits d’ADN de cellules porteuses de mutations sont utilisées comme
témoin. Les produits d’amplification suite a la digestion sont soumis a une migration sur gel de
polyacrylamide, la différence de taille des fragments des cellules des carcinomes épidermoides de la

téte et du cou avec ceux des cellules témoin atteste de leur statut KRAS sauvage.

b. Voies de signalisation
Les cellules Cal 27 ne montrent pas de déficience pour I’expression de PTEN et un niveau basal (en
absence de stimulation) de pEGFR, pAKT et pERK Y est détecté du fait de la présence de facteurs
de croissance dans le milieu de culture. Cependant, dans cet état basal, la voie des PISK/AKT
semble étre plus active que la voie des MAP Kinases (Figure 1.2, Cal 27, 1% colonne). Les cellules
Cal 27 répondent a la stimulation de I’EGF par I’augmentation massive du niveau de pEGFR
détecté. La phosphorylation d’AKT et ERK % qui s’ensuit est clairement augmentée par le ligand.
Mais la stimulation des voies de signalisation est de moindre ampleur que celle du récepteur,
suggérant I’effet régulateur de PTEN sur I’activation d’AKT et ERK % dans ces cellules (Figure 1.2,
3*™ colonne). L’absence de variation dans I’expression de PTEN et des protéines non
phosphorylées permet d’affirmer que les cellules Cal 27 sont sensibles a I'EGF qui induit

I’activation des voies PI3K/AKT et MAPK (Figure 2).
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Figure 1.3 : Mesure semie-quantitative de I'effet du cetuximab sur pEGFR, pAKT et pERK par Bioplex Protein
Array. Les niveaux d’expression sont présentés en intensité de fluorescence médiane (d'au moins 3
expériences indépendantes + écarts moyens). Les extraits protéiques sont identiques a ceux utilisés pour le
western blot. *: P < 0,05 ; *: P <0 ,01.



4- 2) Evaluation de I’effet du cetuximab

a. Sur les voies de signalisation intracellulaire
Le premier mode d’action du cetuximab étant I’inhibition de la phosphorylation d’EGFR et la
phosphorylation subséquente des protéines des voies de signalisation, cet effet du cetuximab a été
analysé par western blot. Afin de quantifier de facon plus précise cet effet, la technique de Bioplex
Protein Array a également été utilisée (BPA).
Analysée par western blot, I’efficacité du cetuximab a empécher I’activation du récepteur a I’EGF et
des voies de signalisation est sans équivoque. En effet I’expression basale de pEGFR et pERK Y est
supprimée : elle n’est plus détectée dans les lysats protéiques des cellules exposées 48h au
cetuximab. L’expression basale de pAKT quant a elle, est tres fortement diminuée également
quoique pas supprimée (Figure 1.2, 2°™ colonne vs 1¥¢). Aucune modification dans les niveaux
d’expression des protéines non phosphorylées n’est détectée (Figure 1.2).
Selon la technique semie-quantitative de mesure de I’intensité de fluorescence par BPA, I’inhibition
de pEGFR par le cetuximab est évaluée a 90%. De la méme facon, I’inhibition d’expression de
pAKT est de 93% et de 71% pour pERK Y (Figure 1.3).
Le cetuximab est également capable d’inhiber I’activation de pEGFR, pAKT et pERK Y induite par
I’EGF. Le western blot montre nettement la diminution d’expression de pEGFR et dans une
moindre mesure, celles de pAKT et pERK. La quantification au moyen du BPA laisse moins de
doute, I’activation de pEGFR étant diminuée de 88%, celle de pAKT de 87% et pERK est inhibée a
73%.
Le niveau d’expression des protéines totales (non phosphorylées) ne subit aucune modification suite

a I’exposition des cellules Cal 27 au cetuximab.

b. Effet sur la répartition dans les phases du cycle cellulaire

La capacité du cetuximab a induire un blocage en GoG; a été documentée dans diverses lignées
cellulaires, faisant du cetuximab un cytostatique. La croissance cellulaire des Cal 27 étant
significativement diminuée par I’exposition au cetuximab, la répartition de la population
distribution dans les phases du cycle cellulaire a été vérifiée par mesure du contenu en ADN au
moyen de la cytométrie de flux. L’arrét du cycle cellulaire étant un événement précoce de
I’inhibition de la croissance cellulaire, I’effet du cetuximab a été recherché a 24h de traitement
contrairement a la viabilité et a la numération cellulaire.

Les cellules exposées au cetuximab sont significativement plus nombreuses dans la phase GoG; que
les cellules non-traitées (11,2%). Cette augmentation est accompagnée d’une diminution de la
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proportion de cellules en phase S sans que la phase GoM ne soit affectée (Tableau 1.2). Le

cetuximab induit donc une accumulation des cellules en GoG; qui pourrait étre un blocage.

Tableau 1.2 : Effet du cetuximab sur la distribution des Cal 27 dans le cycle cellulaire suite a la
stimulation a ’EGF.

Les cellules exposées ou non au cetuximab (20pg/mL) et a I’EGF (50ng/mL) pendant 24h sont
incubées avec I’iodure de propidium. L’analyse du contenu en ADN est réalisée par cytométrie en
flux puis la proportion des cellules dans chaque phase du cycle est calculée par le logiciel ModFit.
Les résultats présentent la moyenne d’au moins 3 expériences indépendantes + écarts moyens.

Effet du cetuximab : Cellules non traitées versus cellules traitées *: P < 0,05 et **: P < 0,01.

Distribution dans le cycle cellulaire (%0)

EGF - +
Cetuximab - + - +
GG, 69,6 +32 80,8+4,4 504+14 590+20
S 17,8 +3.2 73+13" 20,8+2,0 241 + 4,5
G,M 145+29 13,9+40 172+31 206+28

La distribution des Cal 27 stimulée par I’'EGF dans le cycle cellulaire n’est pas significativement
différentes de celles des cellules non stimulées, si les phases sont comparées une a une (Tableau
1.2). En revanche, la comparaison du pourcentage additionné des cellules en phase G,M et en phase
S montre que la stimulation par I’EGF augmente de 13,9% la proportion de cellules dans les phases
du cycle cellulaire liées a la prolifération.

La distribution des cellules exposées a I’EGF dans le cycle cellulaire n’est pas modifiée suite a
I’exposition au cetuximab.

Cependant, il est pertinent de souligner que la cytométrie en flux n’a montré la présence de pic sub-
G, dans aucune des conditions expérimentales, comme le montre les histogrammes présentés en
figure 4, et ce méme lorsque le blocage en GoG; est observé. Cette observation suggére I’absence de
phénomeéne apoptotique lié a I’exposition des cellules Cal 27 au cetuximab.
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Figure 1.4 : Histogrammes représentatifs de la distribution des cellules Cal 27 dans le cycle cellulaire. Les
cellules exposées ou non au cetuximab (20ug/mL) et a I'EGF (50ng/mL) pendant 24h sont incubées avec
l'iodure de propidium. L'analyse du contenu en ADN est réalisée par cytométrie en flux puis la proportion
des cellules dans chaque phase du cycle est calculée par le logiciel ModFit. Les résultats présentent la

moyenne d’au moins 3 expériences indépendants + écarts moyens.
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Figure 1.5 : Effet du cetuximab et de I'EGF sur la viabilité et le nombre de cellules Cal 27. Les cellules sont
exposées pendant 48h au cetuximab (20ug/mL) et a 'EGF (5ng/mL). La viabilité cellulaire (A) est évaluée
par test MTT et I'absorbance est rapportée a celle du témoin non traité. Le nombre de cellules (B), reflétant
le taux de prolifération, est déterminé par un test d’exclusion au bleu trypan. Les valeurs représentent la

moyenne * écarts moyens (d’au moins 3 expériences indépendantes) *: P < 0,05 ; **: P <0 ,01.



c. Sur la croissance cellulaire

L’effet du cetuximab sur la croissance cellulaire des Cal 27 a été évalué par mesure de la viabilité
au moyen d’un test MTT et par la mesure du taux de prolifération au moyen d’une numération
cellulaire au bleu trypan.

Suite a une exposition de 48h au cetuximab, la viabilité cellulaire des Cal 27 est diminuée de 18%
(Figure 1.5A, P < 0,05). La prolifération est également altérée puisque le nombre de cellules est
réduit de 31% suite a cette exposition (Figure 1.5B, P < 0,01). Bien que la stimulation des voies de
signalisation par I’EGF a pour conséquence une augmentation significative de la viabilité et du
nombre de cellules (22 et 29% respectivement), I’effet du cetuximab reste significatif et la
diminution de la viabilité cellulaire qu’il induit est du méme ordre que dans les cellules non
stimulées (P = 0,01). Dans ce cas cependant, le taux de prolifération cellulaire induite par I’'EGF ne
semble pas sensible au cetuximab. En effet, le nombre de cellules n’est pas réduit, contrairement a

la viabilite, ce qui peut étre lié a I’absence de modification dans le cycle cellulaire décrit ci-dessus.

5- Discussion

Les cellules Cal 27 expriment un niveau basal de pEGFR, pAKT et pERK ' et répondent a une
stimulation a I’EGF. Cette expression des protéines phosphorylées répond a la présence de facteurs
de croissance dans le milieu de culture complet, contenant 10% de SVF.

Dans cet état basal, le niveau d’expression de pAKT est cependant plus important que le niveau
basal de pERK Y. Par ailleurs le western blot montre que le cetuximab, suite a I’abrogation de
I’expression de pEGFR, provoque la suppression de pERK 2 mais pas de pAKT. Ces observations
suggerent donc que dans les cellules Cal 27, I’activation de la voie des MAP Kinases est plus
dépendante de I’activation d’EGFR que I’activité d’AKT. Cette protéine kinase, située trés en
amont dans les mécanismes de signalisation intracellulaire est responsable de I’intégration de divers
signaux provenant de récepteurs des facteurs de croissance différents. Il est fort probable que le
niveau basal de pAKT et son niveau résiduel suite a I’inhibition du récepteur a ’'EGF par le
cetuximab résultent de I’activité d’autres récepteurs tyrosines kinases stimulés par le serum de veau
foetal. Parmi ceux-ci, I'IGF1-R semble jouer un rdle dans la tumorigenése des carcinomes
épidermoides de la téte et du cou. In vitro sa surexpression a été documentée (Barnes CJ et al, 2007) et
récemment, son expression est également détectée in situ, dans des carcinomes oropharyngés non

différenciés (Friedrich RE et al, 2010).
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Les résultats de western blot et la quantification par BPA présentent de Iégeres divergences : le
BPA montre une diminution de I’expression de pEGFR et pERK suite a I’exposition des cellules
Cal 27 au cetuximab alors que le western blot ne détecte plus leur expression. Ces divergences
tiennent tres probablement a une différence de sensibilité, le BPA pouvant révéler des variations
plus fines que le western blot.

L’inhibition des voies de signalisation dépendantes d’EGFR par le cetuximab a I’effet attendu sur la
croissance cellulaire des Cal 27. La viabilité cellulaire et le nombre de cellules sont diminués dans
une proportion de 20%. Cet effet modéré, n’est pas sans rappeler le taux de réponse des patients
atteints de tumeurs épidermoides de la téte et du cou, qui est modeste lorsque le cetuximab est
utilisé en monothérapie (Cohen EE, 2006). Les résultats obtenus sur I’inhibition de la croissance
cellulaire des Cal 27 par le cetuximab sont par ailleurs concordants avec ceux obtenus in vitro dans

certaines études (Huang SM et al, 1999), ce qui fait de la lignée cellulaire un bon modéle d’étude.

L’EGF a un effet activateur important dans les cellules Cal 27, non seulement sur le plan
moléculaire mais également en termes de croissance cellulaire puisque la viabilité est
significativement augmentée. Par ailleurs, la stimulation de pAKT et pERK % de moindre mesure
que celle observée sur I’expression massive de pEGFR laisse supposer que dans ces cellules,
I’expression de PTEN assure une régulation efficace. Le cetuximab garde cependant dans ce
contexte le méme effet cytostatique que sur les cellules non stimulées.

En revanche, I’exposition au cetuximab des cellules stimulées par I’'EGF ne produit pas une
diminution significative du nombre de cellules, suggérant que le taux de prolifération des cellules
est maintenu apres 48h de traitement au cetuximab, ce qui est en lien avec les résultats obtenus suite
a I’analyse du cycle cellulaire. Cet argument est également soutenu par le niveau d’expression des
protéines des voies de signalisation stimulé par I’'EGF qui reste important malgré le traitement au
cetuximab. Notamment I’expression de pERK Y2 qui n’est pas détectée dans les Cal 27 a I’état basal
mais montre une forte activation par I’EGF. Bien que celui-ci subisse une diminution suite a
I’inhibition de I’activation d’EGFR due a I’exposition au cetuximab, le niveau d’expression de
PERK % dans les cellules stimulées est encore important, bien supérieur a ce qui est trouvé dans les
cellules a I’état basal. La voie des MAPK semble donc toujours activée, pouvant expliquer que le
cetuximab n’empéche pas la prolifération des cellules Cal 27 stimulées a I’EGF dans nos conditions

expérimentales.
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Néanmoins, la dose et la durée du traitement au cetuximab, utilisées pour mener ces expériences (et
les autres exposées par la suite dans ce rapport) ont été choisies et fixées suite a la réalisation de
gammes de dose-réponse sur les Cal 27 en absence de stimulation a I’'EGF. Aussi, en présence
d’une forte concentration d’EGF, le manque de réponse au cetuximab observé par la mesure de la
prolifération cellulaire pourrait traduire I’inadéquation des conditions de traitement. Le temps de
doublement des Cal 27 étant de 24 heures, il est également possible que les effets du cetuximab
mesurés en présence d’EGF se manifestent au dela des 48h choisies dans le plan expérimental, le

cetuximab étant décrit comme un cytostatique plus qu’un cytotoxique.

De facon intéressante, I’analyse du cycle cellulaire n’a révélé la présence d’un pic sub-G1 dans
aucune des conditions expérimentales présentées. Ce résultat indique que les phénomeénes
apoptotiques décrits dans la littérature comme une conséquence de I’exposition cellulaire au
cetuximab n’ont pas été mis en place ici (Cf. Introduction, partie 11.5-3) a.), participant également
au maintien du nombre de cellules a I’issue des 48h de traitement. L’apoptose induite par le
cetuximab semble lignée cellulaire-dépendante et n’est pas systématiquement observée, les cellules
Cal 27 répondent donc a I’effet cytostatique du cetuximab.

En complément, I’analyse des protéines non phosphorylées atteste que le turnover des protéines
étudiées n’est pas modifié par le traitement au cetuximab ou la stimulation par ’EGF. Pourtant la
régulation négative d’EGFR totale par le cetuximab a été décrite par ailleurs (Jimeno A et al, 2005, Fan

Z et al, 1994).

Tous ces résultats montrent donc que la lignée cellulaire Cal 27 est sensible au cetuximab, dans une
proportion qui reflete ce qui peut étre observé en situation de monothérapie des tumeurs de la téte et
du cou. L’activation des voies PIBK/AKT et MAPK s’avere jouer un rble important dans la
croissance de ces cellules dans lesquelles PTEN est exprimé ou il semble exercer son action de

régulation.
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PARTIE Il :

ROle de PTEN dans la croissance cellulaire et la

réponse au cetuximab des cellules Cal 27



1- Introduction

La premiére partie expérimentale de ce travail montre que les cellules Cal 27 constituent un modéle
pertinent pour évaluer I’effet du cetuximab dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou ;
la croissance de cette lignée cellulaire étant sensible au cetuximab, et les voies de signalisation a la
stimulation par EGF. Dans divers types tumoraux, il a été montré que la perte d’expression de
PTEN est associée a une perte d’efficacité des thérapies anti-EGFR, par un phénomeéne de
découplage entre I’activité des voies de signalisation et le récepteur (She QB et al, 2003, Frattini M et al,
2007, Bouali S et al, 2009).

La perte d’expression de la protéine PTEN est un évenement relativement fréquent dans les
carcinomes épidermoides de la téte et du cou, de méme que les altérations qui conduisent a une
activation constitutive des voies PISK/AKT et MAPK. Le cetuximab, utilis¢ en monothérapie
contre ce type de tumeurs, ne montre que de modestes effets (Conhen EE, 2006). 1l semble cependant
qu’aucune étude n’ait été menée pour préciser le réle de la perte d’expression de PTEN dans la
résistance des carcinomes épidermoides de la téte et du cou au cetuximab.

Parmi les lignées cellulaires établies comme modele de ce type tumoral, et contrairement a celles
utilisées expérimentalement pour I’étude de tumeurs de la prostate, du poumon non a petite cellule
ou du sein, aucun modeéle de carcinome épidermoide de la téte et du cou comportant un phénotype
PTEN déficient n’est disponible.

Aussi, dans le but d’évaluer I’impact de la perte d’expression dans la réponse au cetuximab, nous
avons mis au point un modele cellulaire de carcinome épidermoide de la téte et du cou déficient
pour PTEN, au moyen d’un silencing specifique par ARN interférence. Cet outil assure a la fois une
grande spécificité et une grande efficacité mais également une perte de fonction au niveau
protéique. Dans un premier temps, le role de PTEN dans la réponse des Cal 27 au cetuximab a été
étudié grace a la mise en place d’un silencing transitoire. Ce caractere transitoire permet d’observer
les événements moléculaires qui sont la conséquence immédiate de la perte d’expression de la
protéine PTEN. Mais pour mettre en place des protocoles expérimentaux qui s’inscrivent a plus
long terme, et fournir un modéle transposable a I’étude in vivo, un silencing durable a ensuite été

établi par transfection des cellules Cal 27 d’un plasmide codant pour un shRNA.
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2- Matériel

2- 1) Lignées cellulaires

L’étude du role de PTEN dans la réponse au cetuximab est réalisée dans les cellules Cal 27,
entretenues et ensemencées comme précedemment décrit (Partie I, 2-1)a). En ce qui concerne la
validation du silencing par ARN interférence, les cellules Cal 33 ont également été utilisées, afin de
verifier I’efficacité de transfection.

2- 2) Silencing transitoire de PTEN

Le silencing transitoire de PTEN a été réalisé par transfection de siRNA : small interfering RNA. Il
s’agit de séquences d’ARN qui induisent le mécanisme « d’interférence » qui conduit a la
dégradation de I’ARN messager cible suite & la formation d’un duplex d’ARN par complémentarité
de séquence. Ce phénomene naturel est un mécanisme de régulation post-transcriptionnelle, qui a
d’abord été caractérisé chez les plantes dans les années 1990. Comme de nombreuses découvertes
fortuites dans I’histoire des Sciences, le processus d’ARN interférence se révéle étre une avancée
majeure et un outil de choix pour les biologistes. Cette découverte a été récompensée en 2006 par
un prix Nobel de Physiologie et Médecine, attribué a Andrew Z. Fire et Craig C. Mello. Ils ont en
effet montré que I’introduction d’un ARN double brin dans les cellules de Caenorhabditis Elegans
avait pour effet la réduction de I’expression de certaines protéines de facon spécifique (Fire A et al,
1998).

En revanche, chez les mammiferes, I’introduction d’ARN dans les cellules était connue pour induire
une réaction antivirale de type interféron qui provoque une dégradation d’ARN messagers de facon
non spécifique afin de bloquer la réplication virale. Une étude de 2001 montre cependant I’existence
du mécanisme de silencing par ARN interférence chez les mammiféres, définie par sa spécificité,
dépendante de la taille des ARN introduits. Ces séquences d’ARN de moins de 25 nucléotides sont
appelés « small interfering RNA » (Elbashir Set al, 2001).

Les travaux postérieurs définissent plus en détail le mode d’action des siRNA. Les groupes de
recherche mettent en évidence que les ARN doubles brins produits de fagon endogéne par la cellule
(dits shRNA pour leur conformation en épingle a cheveux) sont reconnus et clivés en petits ARN
par la protéine Dicer, formant ces duplex de 20 a 25 paires de bases qui sont responsables du
mécanisme d’ARN interférence. L’enzyme Dicer permet par ailleurs une interaction avec le

complexe RISC (RNA induced silencing complex) par reconnaissance de domaines homologues
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(argonaute). Au sein de ce complexe nucleoprotéique, le brin d’ARN dit « passager » est éliminé,
tandis que le brin dit « guide » est conduit vers les ARN messagers dont il est complémentaire. Un
nouveau duplex d’ARN est ainsi généré et découpé par les endonucléases composant le complexe
RISC. La dégradation des ARNm qui s’ensuit, assure I’inhibition d’expression de la protéine de

facon spécifique.

a. Séquences oligonucléotidique de sSiRNA
L’ARN interférence est induite dans les cellules Cal 27 et Cal 33 par introduction directe des petits
ARN doubles brins, dont la séquence est complémentaire avec I’ARN messager de la protéine
cible : PTEN. Les séquences utilisées ont ainsi été synthétisées a partir de la séquence de I’ADN
complémentaire de PTEN (PubMed NM n°000314). Cing séquences différentes ont été élaborées
(Eurogentec, Seraing, Belgique) puis testées sur les cellules Cal 27 et Cal 33. Leurs compositions
sont detaillées dans le tableau suivant. Les ARN sont fournis sous forme hybridée et lyophilisée.
L ajout de 662,5 uL d’eau RNAse free permet d’obtenir une solution de 100 uM d’ARN. Cette
solution est aliquotée et conservée a -20°C pour une durée n’excédant pas 6 mois, la solution mere

est conservée a -80°C.

Tableau 11.1 : Composition en oligonucléotides des séquences de siRNA testées pour le silencing de
PTEN. C: Cytidine. A : Adénosine. U : Uridine. G : Guanine.

Désignation Séquence 5’ vers 3’

SIPTEN 1 CAG CCA UCA UCA AAG AGA U
SIPTEN 2 GCU ACC UGU UAA AGA AUC A
SIPTEN 3 GGC UAG CAG UUC AACUUCU
SIPTEN 4 CAG GAA CAA UAU UGA UGA U
SIPTEN 5 CAA UCA UGU UGC AGC AAU U

b. Transfection transitoire
L’agent de transfection utilisé est un polycation élaboré pour la transfection d’ARN interférants
(INTERFERIn™, PolyPlus Transfection). La quantité utilisee est déterminée par un index a la

concentration de siRNA afin de respecter un rapport de charges adéquat entre nucléotides et cations.
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(SENS) 5’- Site BamHI — ADN codant — boucle — ADN codant — poly T — Site Xba | - 3’

(ANTISENS) 3'- ADN complémentaire— boucle - ADN complémentaire — poly A — Site Xba | — Site EcoR1-5’

5- GATCCG - GCT ACC TGT TAA AGA ATC A — TTCAAGAGA — T GAT TCT TTA ACA GGT AGC C|-
TTTTTT - CTA GAG -3’
3 —GC CGATGG ACAATT TCT TAG T — AAGTTCTCT — A CTA AGA AAT TGT CCA TCG G- AAAAAA —
AGATCT - CTT AAG - 5

Figure 1.1 : Schématisation et composition en oligonucléotides de la structure de la séquence codant pour le
shRNA dirigé contre PTEN.
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Figure 11.2 : Représentation de la carte du plasmide RNAi-Ready pSIREN-RetroQ.



2- 3) Silencing stable

Le silencing durable de PTEN a été instauré dans les cellules Cal 27 par I’expression d’un plasmide
codant pour la séquence d’ARN interférent n°2 (SIPTEN 2) présentée ci-dessus. Le silencing stable
de PTEN a été réalisé au moyen d’un protocole expérimental qui comprend les étapes d’insertion de
la séquence codant pour I’ARN interférant, jusqu’a I’obtention de lignées cellulaires clonales dans
lesquelles I’inhibition d’expression de PTEN est Vérifiée (Kattan Z et al, 2008). L’ADN plasmidique
code cependant pour un ARN plus long que celle-ci qui adopte une conformation en épingle a
cheveux du fait de sa composition nucléotidique. Cette structure est déterminante pour la mise en

place du mécanisme d’ ARN interférence (voir « principe » plus haut)

a. Séquence utilisée

Aussi, une séquence d’ADN a été congue a partir de la séquence de siRNA retenue. Elle est
encadrée de nucléotides permettant la structuration de la séquence d’ ARN sous sa forme d’épingle a
cheveux ainsi que des séquences palindromiques correspondant aux sites de restriction des enzymes
BamHI, Xbal et EcoR1. Les sites de restriction BamHI et EcoRI permettent I’insertion de la
séquence d’intérét. Le site Xbal est ajouté pour s’assurer de la présence de la séquence dans le
plasmide. Une représentation schématique du construit et de la séquence oligonucléotidique
correspondante est présentée figure I1.1. La séquence d’ADN ainsi congue a été synthétisée par
Eurogentec.

b. Plasmide/Insertion de la séquence
Le plasmide utilisé pour générer les cellules Cal 27 inhibées pour I’expression de PTEN est le
« RNAI-READY pSIREN-RetroQ » de Clontech (représenté figure 11.2). L’expression de la
séquence d’ ARNi est placée sous le controle du promoteur Us (ARN-polymérase 111 dépendant). Le
plasmide contient également un gene codant pour la résistance a I’ampicilline dont I’expression est
activée chez Escherichia Coli et un géne codant pour la résistance a la puromycine. Le plasmide est
fourni sous forme linéarisée et digérée par les enzymes BamHI et EcoRI, permettant I’insertion de

la séquence d’intérét.

c. Amplification/Extraction de I’ADN plasmidique
L’amplification de I’ADN plasmidique est réalisée par culture de bactéries Escherichia Coli
transformées. L’ADN plasmidique est extrait au moyen d’une méthode physico-chimique par
utilisation d’un kit (Kit Nucleobond, Macherey-Nagel, Allemagne), les différents tampons étant
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Figure 11.3 : Représentation schématique des mécanismes d'action de U0126 (A) et de la perifosine (B).
Selon les fournisseurs : Merck chemicals (KGaA, Darmstadt, Allemagne) et Aterna Zentaris (Frankfurt,
Allemagne).



optimisés pour une extraction sélective de I’ADN plasmidique par rapport a I’ADN génomique. Par
ailleurs, le kit fournit des colonnes équipées de filtres qui favorisent I’action des tampons et la

sélectivité de I’extraction.

d. Transfection / Sélection
L’introduction de I’ADN plasmidique dans les cellules se fait par une méthode de transfection non
virale. Les agents de transfection utilisés sont le Jet-PEI (PolyPlus Transfection, Illkirch, France) et
I’ICAfectin (Eurogentec, Seraing, Belgique). Il s’agit de polycations qui compactent et protégent
I”’ADN des nucléases et favorise le passage de la membrane plasmique.

e. Traitements des cellules
Afin d’observer I’effet de la suractivation des voies de signalisation dans les cellules PTEN
déficientes, les cellules ont été exposées a des inhibiteurs spécifiques. L’effet de ces inhibiteurs de
la voie PIBK/AKT et de la voie des MAPK a été évalué par la viabilité cellulaire (test MTT). Le
composé U0126 (Cell Signaling Technology, Danvers MA, Etats-Unis) est un inhibiteur de MEK Y5
et empéche ainsi I’activation de ERK 2 (eh JJ et al, 2009, Favata MF et al, 1998). Sous forme
lyophilisée, U0126 est préparé dans du DMSO pour obtenir une solution méere de 10 mM, aliquotée
et conservée a -20°C (Figure 11.3.A). La perifosine (AEZS-130, Aeterna Zentaris inc., Francfort,
Allemagne), bloque I’activation d’AKT par une destabilisation des seconds messagers lipidiques
(Hideshima T et al, 2006, Li X et al, 2006). La perifosine est reconstituée dans de I’éthanol a 70% pour

obtenir une solution stock a 100 pM puis aliquotée et conservée a -20°C (Figure 11.3.B).

2- 4) Xénogreffes et suivi de croissance in vivo

Des courbes de croissance en primo-injection des cellules Cal 27 transfectées et non transfectées ont
été réalisées sur des souris nude agées de 7 semaines. Un inoculat contenant une quantité de 10’
cellules a été préparé pour un volume de 100 puL de matrigel®. Les groupes étaient constitués de 4
animaux pour une évaluation préliminaire. Cet inoculat a servi a une injection sous-cutanée en
position inguinale bilatérale. Les dimensions tumorales ont été mesurées au moyen d’un pied a

coulisse.
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3) Méthodes

3-1) Transfection transitoire

La nature des séquences et la méthode de transfection conférent un caractére transitoire a
I’inhibition d’expression de la protéine cible. La transfection est réalisée selon une méthode non-
virale sur les cellules lorsqu’elles sont entre 50 et 70% de confluence en plaques de 6 ou de 24
puits. Le milieu de culture complet est remplacé par un milieu dépourvu de SVF. Le format du
support de culture définit un volume adapté du mélange siRNA - agent de transfection. La
concentration optimale de siRNA est déterminée par des essais dose-réponse et fixée a 5 nM. Le
volume de siRNA correspondant est donc déposé dans le milieu dépourvu de SVF. L’agent de
transfection (INTERFERiIn™) est dilué directement dans le milieu contenant la séquence de siRNA.
Aprés une homogénéisation, le mélange est incubé 10 minutes a température ambiante, puis déposé
goutte-a-goutte sur les cellules dans le milieu de culture dépourvu de SVF. Aprés 4h de réaction,
celui-ci est remplacé par un milieu de culture complet. Le phénoméne d’ARN interférence est
analyse par détection de la protéine cible. Ainsi, des extractions de protéines sont-elles réalisees
toutes les 24h a partir de 24h apreés la transfection et jusqu’a 196h. Le niveau d’expression de PTEN

est vérifié par western blot (Cf. partie I).

3- 2) Protocole d’exposition au cetuximab

Compte tenu du caractére transitoire du silencing et de la croissance des Cal 27, I’exposition des
cellules au cetuximab est réalisée pendant 48h, 5 jours apres I’ensemencement (soit 48h apreés la
transfection) par le remplacement du milieu de culture complet par un milieu contenant 2% de SVF
et 20 pg/mL de cetuximab.

3- 3) Transfection stable : génération des clones PTEN déficients

a. Insertion de la séquence dans le plasmide / Amplification de I’ADN plasmidique
Le plasmide est fourni sous forme linéaire et a déja subi la digestion par les enzymes de restriction
BamH1 et EcoR1. La séquence d’ADN a insérer (1uM) est incubée avec le plasmide (25ng/uL) en
présence d’une ligase dans un tampon de réaction contenant 0,1 mM d’ATP (Ligase et Ligase

buffer, Promega, France) pendant 5 minutes a température ambiante.
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Les bactéries Escherichia Coli sont rendues compétentes par le chlorure de calcium (agent
perméabilisant). La réaction de transformation consiste a mettre en présence le produit de la
réaction de ligation et les bactéries compétentes, et de leur faire subir un choc thermique de 2
minutes a 42°C. Aprés une premiére amplification par une culture de ces bactéries d’1h a 37°C dans
un milieu LB (10g/L de tryptone, 5g/L d’extrait de levure, 10g/L de NaCl, pH7), les bactéries
transformées sont étalées sur un milieu a base d’agar contenant 5ug/mL, pour une culture d’une nuit
en boite de Petri.

La sélection par I’ampicilline permet la croissance de colonies de bactéries qui expriment
effectivement le plasmide. Les colonies sont recueillies et cultivées séparément dans 5mL de milieu
LB contenant 5ug/mL d’ampicilline, pour une nouvelle incubation d’une nuit a 37°C sous agitation.
Un faible volume de la culture de chaque colonie est prélevé pour subir une premiére extraction
(500 uL), qui permettra de vérifier la présence de plasmide contenant I’insert tandis que 500uL sont
congelés (dans 500uL de glycerol). 1l s’agit de la culture initiale qui pourra étre remise en culture,
amplifiée et fournir I’ADN plasmidique contenant la séquence d’intérét.

La présence de I’insert dans le plasmide amplifié par chaque colonie recueillie est vérifiée au moyen
d’une digestion par I’enzyme Xbal. Celle-ci consiste en une incubation d’1h a 37°C de I’ADN
plasmidique avec I’enzyme de restriction (2 unités d’enzyme pour 1 ug d’ADN). La seule séquence
de restriction Xbal du plasmide se situe a I’extrémité 3’ du brin sens (Figure 6). Une migration sur
gel d’agarose (Agarose 1,2% dans tampon Tris-Borate-EDTA) contenant 0,5mg/mL de bromure
d’ethidium permet de visualiser la présence de I’insert dans I’extrait d’ADN plasmidique de la
colonie testée, par la présence de deux fragments de restriction. La séparation électrophorétique est
assurée par I’effet d’un courant de 100V pendant 35 minutes.

Seules les colonies positives sont remises en culture dans 300 mL de milieur LB contenant de

I’ampicilline pour une 2°™ amplification.

b. Extraction de I’ADN plasmidique
L’ADN plasmidique est extrait selon la méthode de lyse alcaline (Kit Nucleobond, Macherey-
Nagel, Allemagne) et préecipité a I’isopropanol. L’ADN plasmidique est ensuite dosé au moyen d’un
spectrophotometre par la mesure de I’absorbance a 260nm (Eppendorf, France).

c. Transfection
Les cellules Cal 27 sont ensemencées & raison de 10° cellules par puits de plaque de 6 puits, 24h
avant la transfection. La quantité d’agent de transfection est adaptée, selon les recommandations du
fabricant, a la quantité d’ADN plasmidique utilisée (4 ug).
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En plus du plasmide dans lequel la présence de I’insert a été validée, I’ADN du plasmide sans la
séquence codant pour le shRNA est transfecté afin de générer une lignée cellulaire contréle ou
cellules « mock ». L’agent de transfection est préparé dans un volume de 100 uL de NaCl puis
ajouté a I’ADN solubilisé dans un volume égal de NaCl. Aprées une incubation de 30 minutes a
température ambiante permettant la complexation de I’ADN et des structures cationiques, les 200
uL sont déposés sur les cellules dans le milieu dépourvu de SVF remplacant le milieu de culture

complet des cellules.

d. Sélection des cellules transfectées

Dés le lendemain, le milieu est remplacé par un milieu de culture complet contenant 0,5 ug/mL de
puromycine. Par la suite, le milieu est ainsi renouvelé tous les 3 jours avec la méme concentration
de puromycine. Dans un premier temps, la mortalité cellulaire est trés importante puis les cellules
résistantes survivent et forment lentement des colonies. Le processus de sélection se poursuit
jusqu’a ce que I’extension des colonies permette de les recueillir plus aisément et les remettre en
culture pour une phase d’amplification.

Les colonies sont trypsinées par dép6t d’une goutte de trypsine 10X afin de remettre en culture les
colonies isolées. Chacune d’elles est cultivée et amplifiée jusqu’a vérification du statut PTEN.

3- 4) Caractérisation des clones déficients PTEN

a. Morphologie
La morphologie cellulaire a été étudiée par microscopie a contraste de phase. Un microscope Nikon,
équipé d’une camera CCD a permis de prendre des photos de chacune des lignées avec un

grossissement x10.

b. Courbes de croissance in vitro
Afin de caractériser la croissance des lignées cellulaires Cal 27 transfectées et non transfectées, la
viabilité cellulaire a été évaluée par test MTT et la prolifération par une numération au bleu trypan.
Ces deux méthodes sont exposées dans la partie I. Pour établir la courbe de croissance, les cellules
sont ensemencées & JO en plaque de 24 puits & raison de 2.10* cellules par puits et d’une plaque
analysée par jour. Le suivi de croissance s’effectue sur 10 jours et les plaques de 24 puits sont
ensemencées de sorte que les mesures sont réalisées en triplicat. Le temps de doublement est évalué
sur la phase de croissance exponentielle des cellules, il est calculé au moyen d’une régression

exponentielle.
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c. Traitement des cellules
Afin d’évaluer I’impact du silencing durable sur la sensibilité des cellules au cetuximab, le schéma
expérimental appliqué aux cellules Cal 27 siPTEN (transitoire) a été adapté. Les lignées cellulaires
sont ensemencées a JO & une densité de 2.10° cellules/mL en p24 ou en p6 selon les analyses
auxquelles elles sont destinées (MTT ou extraction de protéine). Aprés deux jours de culture, les
cellules sont exposées pendant 48h au cetuximab.

Afin de préciser I’impact de I’activation des voies de signalisation suite a la perte d’expression de
PTEN, les cellules ont été soumises a des inhibiteurs spécifiques de ces protéines
activées. Respectivement la perifosine (AEZS-130, Aeterna Zentaris inc., Francfort, Allemagne),
qui bloque I’activation d’AKT par une destabilisation des seconds messagers lipidiques et le U0126
(Cell Signaling Technology, Danvers MA, Etats-Unis) qui est un inhibiteur de MEK 4 et empéche
ainsi I’activation de ERK Y. La figure 11.3 représente les mécanismes d'action de ces inhibiteurs. La
périfosine et U0126 ont eté utilisés seuls et en co-traitement avec le cetuximab pendant 48h a des
doses croissantes. Le jour du traitement, le milieu de culture cellulaire est 6té et remplacé par les
solutions adéquates de milieu contenant 2% de SVF et ces différents inhibiteurs selon les doses

exposées dans le tableau suivant.

Tableau 11.2 : Utilisation du cetuximab des inhibiteurs spécifiques de MEK % et de pAKT sur les
cellules Cal 27 et les lignées cellulaires obtenues apres silencing stable de PTEN et sélection a la

puromycine.
Composé Concentrations
Cetuximab 0 et 20 ng/mL
U0126 0-5-10et 20 pg/mL
Perifosine 0-25-5et10 uM
Cetuximab + U0126 Oet20 ug/mL  + 0-5-10et 20 pg/mL
Cetuximab + Perifosine Oet20 ug/mL + 0-25-5et10uM

Les analyses des niveaux d’expression des phosphoprotéines et de la viabilité cellulaire a I’issue de
48h d’exposition a ces traitements et associations ont été effectuées comme précédemment

mentionné.
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Figure 1.4 : Expression de PTEN dans les cellules Cal 27 et Cal 33, 48h aprés transfection transitoire avec
les séquences n°2, 4 et 5. NTr désigne I'extrait protéique issu de cellules non transfectées. Les séquences

ont été administrées dans les quantités de 2, 5 et 10nM.
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Figure I1.5 : Cinétique de l'inhibition d’expression de PTEN dans les cellules Cal 27. Les temps mentionnés
correspondent au temps de recueils des protéines aprés transfection. L'expression de PTEN est mise en

évidence par western blot. L'expression de la p-tubuline sur les mémes échantillons sert de contréle.



d. Courbes de croissance in vivo
La croissance tumorale aprés primo-injection des cellules Cal 27 transfectées et non transfectées a
consisté en une mesure hebdomadaire des diamétres de la tumeur (en mm). La formule (Grand
diamétre x Petit diamétre?) / 2 permettant d’estimer le volume tumoral. La croissance tumorale a été

suivie pendant 70 jours.

4- Silencing transitoire : Réponse cellulaire au cetuximab en fonction du statut de PTEN

4- 1) Choix des conditions expérimentales

Bien que les cellules Cal 33 sont moins sensibles au cetuximab que ne le sont les Cal 27, la
transfection a été réalisée sur ces deux lignées afin d’assurer de la spécificité du phénoméne. Apres
des essais préliminaires, dans le but de sélectionner la séquence la plus efficace, le niveau
expression de PTEN a été recherché 48h apres la transfection. Différentes quantités de siRNA ont
été utilisées. La figure 11.4 est représentative des résultats obtenus. L’efficacité d’une séquence de
siRNA est déterminée par son action inhibitrice & une dose minimale. 1l est intéressant de constater
que les différentes séquences ne produisent pas les mémes effets d’une lignée cellulaire a I’autre.
De ce fait c’est la séquence SIPTEN 2 qui a été retenue pour la suite des travaux sur les Cal 27
puisqu’elle montre I’inhibition compléte de PTEN a la dose minimale, 48h aprés la transfection.
Cependant, des expériences complémentaires ont permis de déterminer qu’a la dose de 5nM, le
phénomeéne d’inhibition est plus durable qu’avec I’utilisation de 2nM.

4- 2) Cinétique de I’inhibition par siRNA

La transfection de siRNA au moyen d’un agent de transfection non viral induit nécessairement un
phénomeéne transitoire qui peut cependant se manifester jusqu’a 7 jours selon le taux de
prolifération de la lignée cellulaire transfectée notamment. L’aspect transitoire du silencing a donc
été évalué. Une séquence de siRNA contrdle a été utilisée systématiquement (séquence proposée
par Eurogentec). Ainsi par la suite, les cellules transfectées avec la séquence contrdle seront
désignées par « cellules siRNA-contrbles » et les Cal 27 transfectees avec la séquence n°2 « cellules
SIPTEN ».
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Figure 11.6 : Schéma de la procédure expérimentale appliquée aux cellules Cal 27. L’analyse du cycle
cellulaire est faite par cytométrie en flux. Les extraits protéiques sont utilisés pour I'étude de la fonctionnalité
des voies de signalisation. La croissance cellulaire est évaluée la viabilité (Test MTT) et une numération
cellulaire (Test au bleu trypan).



Afin d’établir un schéma expérimental adapté, I’efficacité du siRNA a été vérifiée sur une durée de
6 jours apres la transfection. Des extractions de protéines ont donc été réalisées toutes les 24h a
partir des cellules Cal 27 puis le niveau expression de PTEN a été évalué par analyse
densitométrique des résultats de western blot. L’analyse densitométrique a été réalisée apres
normalisation des valeurs obtenues a celles mesurées pour la tubuline. Elle établit que le phénomene
de silencing est progressif (Figure I1.5 représentative de 3 expériences indépendantes). L’inhibition
commence a 48h ou I’expression de PTEN est diminuée de 55% par rapport au niveau détecté dans
les cellules siRNA-contréles. Le silencing est maximal 72 et 96h apres la transfection, I’expression
de PTEN est quasiment supprimée puisque I’inhibition est de 90%. Puis il est atténué, 120h apres la
transfection, ou la protéine est de nouveau détectée a 25% du niveau d’expression des cellules
siRNA-contréle.

L’objectif de la mise en ceuvre de I’inhibition de I’expression de PTEN par siRNA dans les cellules
Cal 27 est d’observer les conséquences de cet évenement dans ce modéle cellulaire, en particulier
sur la réponse au cetuximab (exposée dans la partie I). Le plan expérimental adopté est représenté
dans la figure 11.6. 1l a été établi de sorte que les cellules Cal 27 soient exposées au cetuximab pour
une durée de 48h pendant leur phase exponentielle de croissance, de facon concomitante avec la
perte d’expression de PTEN. Aucune différence significative n’ayant été trouvée entre les cellules
siRNA-controles et les Cal 27 non transfectées, elles servent de référence a I’ensemble des résultats
présentés ci-dessous.

4- 3) Impact de la perte d’expression de PTEN sur les voies de signalisation

Du fait de son rdle régulateur des voies de signalisation activées par EGFR, les conséquences de la
perte d’expression de PTEN sur les niveaux d’expression des phosphoprotéines clés ont été étudiées
par western blot et BPA. Comme mentionné dans la figure 11.6, les lysats cellulaires sont réalisés a
I’issue de I’exposition au cetuximab, soit 96h apres la transfection.

De fagon attendue, alors que I’inhibition de I’expression de PTEN est maximale, une suractivation
des voies de signalisation est observée. Les mesures réalisées au moyen du Bioplex Protein Array
(BPA) montrent que le niveau de pAKT est multiplié par 7 dans les cellules SiPTEN comparées aux
cellules siRNA-contrdles et de méme que pERK 4 voit son taux multiplié par 3 (Figure 11.7).
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Figure 1.7 : Mesure par BPA des niveaux d'expression de pEGFR, pAKT et pERK % dans les Cal 27
transfectées exprimés en unités de fluorescence. SiRNA neg. cells = Cal 27 transfectées avec la séquence
contréle. SIPTEN cells = cellules transfectées avec la séquence SiPTEN 2. Les lysats cellulaires sont
recueillis 96h aprés la transfection, suite a une exposition de 48h au cetuximab. Les niveaux d’expression
sont présentés en intensité de fluorescence médiane (d’au moins 3 expériences indépendantes + écarts
moyens). *: P <0,05;* : P <0,01.



De facon assez surprenante, I’analyse par BPA révele également que le niveau de pEGFR est
diminué de 61% dans les cellules siPTEN. Ce résultat est corroboré par les observations fournies
par le western blot, il est & peine détecté dans les cellules siPTEN (Figure 11.8, pEGFR, 3°™ colonne
vs 1% colonne). Ainsi, le silencing de PTEN induit une diminution d’expression de pEGFR qui
n’est pas liée a une régulation de I’expression de la protéine totale puisque son niveau d’expression
est identique a celui trouvé dans les cellules contréles (Figure 11.8, EGFR).

AKT et ERK Y sont donc tres fortement phosphorylées dans les cellules siPTEN alors méme que le
récepteur n’est pas dans sa forme activée, ce qui met en évidence I’impact majeur de la perte
d’expression de PTEN sur les voies de signalisation dans les cellules Cal 27. Malgré une telle
activation des voies PISBK/AKT et MAPK, et I’absence d’EGFR phosphorylé, le cetuximab exerce
un effet inhibiteur des voies de signalisation dans les cellules siPTEN, tout a fait similaire a celui
observé dans les cellules siRNA-contrdles ou dans les cellules Cal 27 non transfectées (décrit dans
la partie 1). La diminution d’activation des phospho-protéines induite par le cetuximab est
quantifiable par BPA, dans ces cellules dont I’expression de PTEN varie (Figure 11.7). Elle est

résumée dans le tableau suivant.

Tableau 11.3 : Taux d’inhibition de I’activation d’EGFR et des protéines de la signalisation par le

traitement au cetuximab (en % de la quantité basale)

Effet du cetuximab sur : Cellules siRNA controles Cellules siPTEN
pPEGFR 58% 85%
pAKT 74% 81%
pPERK Y, 48% 70%

Ces résultats suggerent que I’effet inhibiteur du cetuximab sur les voies PI3BK/AKT et MAPK dans
les cellules siPTEN est plus important que dans les cellules sSiRNA contrdles. Néanmoins, il est
intéressant de souligner qu’apres I’exposition au cetuximab, les niveaux d’expression des
phosphoprotéines dans les cellules siPTEN restent significativement plus importants que ceux
trouvés apres traitement dans les cellules siRNA-controles (Figure 11.7, P < 0,05). Ceci apparait tres
clairement sur les western blot (Figure 11.8) qui montrent également que I’expression des protéines

totales n’est pas affectée.
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Figure 11.8 : Expression de PTEN et des protéines activées par EGFR dans les cellules Cal 27 transfectées.

Evaluation par western blot. Les extraits protéiques sont réalisés sur les cellules 48h apres I'exposition au
cetuximab (20ug/mL). L'expression des protéines est recherchée par western blot par utilisation des

anticorps spécifiques présentés dans le tableau I.1.



4- 4) Impact de la perte d’expression de PTEN sur le cycle cellulaire

Des modifications significatives de la distribution des cellules dans les phases du cycle cellulaire
sont observées suite au silencing de PTEN (Tableau 11.4). Le cycle cellulaire des cellules sSiRNA-
contrdles et des cellules siPTEN a été analysé 24h aprés le début de I’exposition au cetuximab soit
72h apres la transfection. Les cellules siRNA-contrdles sont en moyenne a 70,5% en phase GoG;
(£2,5%), tandis que 65,9% (+£2%) des cellules SiPTEN sont dans cette phase. Cette différence
significative, observée dans les cellules Cal 27, est concordante avec le réle de PTEN décrit dans la
littérature comme ralentissant la progression en phase S. Mais de fagon étonnante, la diminution du
pourcentage de cellules SIPTEN en phase GoG; n’est pas associée a des modifications du
pourcentage de cellules en phase S, mais en G,M. En effet, I’augmentation observée en phase G,M
est en moyenne de 5,2% et correspond a la diminution observée en GoG;.

Tableau 11.4: Effet de I’exposition au cetuxuimab sur la distribution des cellules Cal 27 transectées
dans le cycle cellulaire. Les cellules exposées ou non au cetuximab (20pug/mL) pendant 24h sont
incubées avec I’iodure de propidium. L’analyse du contenu en ADN est réalisée par cytométrie en
flux puis la proportion des cellules dans chaque phase du cycle est calculée par le logiciel ModFit.
Les résultats présentent la moyenne d’au moins 4 expériences indépendants + écarts moyens.
Cellules non-traitées cetuximab versus Cellules traitées cetuximab: *: P < 0,05. Cellules SiPTEN
versus cellules siRNA-contréles: £: P < 0.05.

Distribution dans le cycle cellulaire (%0)

Cell. Cell.
SiRNA-contrbles SIPTEN
Cetuximab - + - +
GG, 705+25 776+25 659+20 73.9+51"
S 16,6 £2,1 82+17 15,7+ 3,3 77+25
G,M 136+35 144+29 188+21% 176+14
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Figure 11.9 : Effet du cetuximab et de l'inhibition de I'expression de PTEN sur la viabilité et la prolifération
cellulaire des cellules Cal 27 transfectées de facon transitoire.

La viabilité cellulaire (mesurée par MTT) est évaluée apres 48h d’exposition au cetuximab (A) et sur la
prolifération (mesurée par la numération cellulaire), évaluée par numération cellulaire au bleu trypan (B). Les
valeurs représentent la moyenne + écarts moyens (d’au moins 3 expériences indépendantes). *: P < 0,05 ;
P <0,01.



Bien que ces effets soient relativement faibles, ils sont significatifs et indiquent le role de PTEN
dans le contrdle du cycle cellulaire des Cal 27.

Le cetuximab provoque a I’inverse une augmentation significative du pourcentage de cellules en
GoG1 du méme ordre dans les cellules siRNA-contrdles et les cellules SIPTEN, soit respectivement
7,1% et 8% en moyenne. Cette accumulation suggere un blocage en GoG;, correspondant aux effets
du cetuximab sur le cycle cellulaire décrits par ailleurs. Cette augmentation de la fraction cellulaire
en GoG; permet de contrer les effets produits par le silencing de PTEN sur le cycle cellulaire.

Mais a la différence des modifications médiées par le silencing de PTEN, I’augmentation de la
proportion de cellules en phase en GoG; induite par le cetuximab est associée a une diminution de la
proportion de cellules en phase S. De plus, si I’on analyse les phases G,M et S additionnées,
I’exposition des cellules au cetuximab induit une diminution de la proportion de cellules dans les
phases prolifératives d’environ 10%. Cette action cytostatique du cetuximab est observée
indépendamment du statut d’expression de PTEN (Tableau I1.5).

Tableau I1.5 : Effet du cetuximab sur la proportion de cellules Cal 27 dans les phases G; et S du
cycle cellulaire. (Pourcentages obtenus a partir des données présentées dans le tableau 11.4)

% de cellules en phases G,M + S Cellules siRNA controles Cellules sSiPTEN
Cetuximab - 32,9 £1,5% 34 +2,6%
Cetuximab + 22,5 £4,2% 25,4 £1,9%

Cetuximab —vs + P =0,0253 P =0,0163

4- 5) Impact de la perte d’expression de PTEN sur la croissance cellulaire

Bien que la viabilité cellulaire des cellules siPTEN rapportée a celle des cellules sSiRNA controles
montre une légére augmentation (113 + 8%), cette différence n’est pas significative (Figure 11.9 A).

La numération cellulaire, 96h aprés la transfection, titre a 89x10* cellules/mL (+11x10%) siRNA-
controles et 82,3x10 cellules/mL (+10,5x10%) les cellules siPTEN. Aucune différence significative
n’est donc mise en évidence dans le nombre de cellules a I’issue d’une perte d’expression de PTEN
de 48h (Figure 11.9 B). Aux vues de ces résultats, la croissance cellulaire des Cal 27 ne semble donc
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pas significativement influencée par la perte d’expression de PTEN établie alors depuis 48h par le
siRNA. Ces résultats sont résumés dans le tableau I1.6.

Tableau 11.6 : Taux d’inhibition sur la croissance cellulaire des cellules Cal 27 transfectées induit
par I’exposition de 48h au cetuximab (en % des valeurs d’absorbance et du nombre de cellules du

témoin non traité).

Effet inhibiteur du cetuximab sur : Cellules siRNA controles Cellules siPTEN
Viabilité cellulaire 16%, P = 0,041 20%, P = 0,0069
Nombre de cellules 21%, P = 0,0428 27%, P =0,018

4- 6) Conclusion/discussion

Les cellules siPTEN sont donc caractérisées pas une forte activation des voies de signalisation
régulant la survie et la prolifération cellulaires, indépendamment de I’EGFR activé qui subit une
régulation négative suite a la perte d’expression transitoire de PTEN.

Ces évenements semblent conférer aux cellules Cal 27 une tendance a augmenter la viabilité
cellulaire. L analyse du cycle cellulaire confirme cette tendance, les cellules semblant s’échapper de
la phase GoG;. Cependant les données obtenues montrent une augmentation significative du nombre
de cellules en G,M alors que la phase S n’est pas affectée. Considérant les mécanismes connus du
contréle du cycle cellulaire par PTEN, ces résultats portent a croire que la perte d’expression de
PTEN dans les cellules Cal 27 accélére leur sortie de la phase GoG; et qu’elles progressent jusqu’en
G,M ou elles semblent s’accumuler. Cependant, sans analyse cinétique du cycle cellulaire, il est
impossible de conclure sur la chronologie de ces événements. Mais ces résultats peuvent étre
rapprochés de ceux obtenus par Jacob et al, dans des lignées cellulaires de mélanome. Ils suggerent
que (selon un mode lignée cellulaire-dépendant) sans étre absolument requis, PTEN par sa
localisation nucléaire participe a la régulation de la progression du cycle cellulaire en G, (Jacob Al et
al, 2009).
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La perte d’expression de PTEN pourrait avoir un impact positif dans la réponse des des carcinomes
épidermoides de la téte et du cou a la radiothérapie. En effet, Puc et collégues ont mis en évidence
que la perte de PTEN, favorisant I’état phosphorylé de la protéine CHK1 est un événement qui
limite les mécanismes de réparation de I’ADN (Puc J et al, 2005). L’activité de réparation de I’ADN
médiée par CHK1 survient pendant la phase G; du cycle cellulaire. Lors de la phase G,, ce sont
plut6t les mécanismes du systeme HDR qui sont mis en place (Homologous recombination-Directed
Repairs). Or PTEN régule positivement I’expression de la protéine Rad51 appartenant au systeme
HDR et la phase G,M est décrite comme une phase du cycle cellulaire radio-sensible (Pawlick TM et
al, 2004). Ainsi ces considérations portent a croire que la perte d’expression de PTEN, conduisant a
une accumulation relative des cellules en G,M, pourrait avoir un effet radiosensibilisant. Tout
récemment, le travail de Pattje et collaborateurs montre justement que I’expression de PTEN dans
des échantillons de carcinomes épidermoides de la téte et du cou est associée a un mauvais contréle

loco-régional suite & la radiothérapie (Pattje WJ et al, 2010).

De facon intéressante, le cetuximab peut contrebalancer la diminution du pourcentage de cellules en
GoG; induite par le silencing de PTEN mais n’a pas d’impact sur les modifications observées en
G2M. Comme cela a été détaillé dans la partie introductive, le cetuximab et PTEN ont en partie
recours a des mécanismes moléculaires communs pour bloquer I’entrée des cellules en phase S du
cycle cellulaire. Notamment, il a été montré que I’expression de PTEN comme I’exposition au
cetuximab sont associées a une régulation positive de I’expression de p27, inhibiteur du complexe
cycline E/cdk2 contrélant la transition G4/S. Ainsi, le cetuximab rétablit le pourcentage de cellules
GoG; des cellules siPTEN a une proportion équivalente a celle observée suite au traitement des
cellules siRNA-controle. Confirmant ainsi que dans les cellules Cal 27, la perte d’expression
transitoire de PTEN n’induit pas une résistance a I’effet du cetuximab. Ainsi, les cellules de
carcinomes épidermoides de la téte et du cou déficientes en PTEN sont non seulement sensibles au

cetuximab, mais pourraient par ailleurs étre plus sensibles a I’effet des radiations.

L’ensemble des résultats démontre que I’effet du cetuximab est de méme ampleur dans les cellules
siRNA-controles et les cellules SiPTEN et permet de conclure que le cetuximab a une efficacité sur
les cellules Cal 27 qui n’est pas significativement liée au statut d’expression de PTEN. Pour autant,
le niveau de I’expression des phosphoprotéines et la viabilité cellulaire des Cal 27 siPTEN restent

élevés suite a I’exposition au cetuximab.
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Figure 11.10 : Expression de la protéine PTEN par les différents clones obtenus avec les deux agents
de transfection ICAfectine (ICA) ou Jet-PEI (PEI) et aprés sélection a la puromycine. L'expression de PTEN
est mise en évidence par western blot pour la sélection de lignées clonales d’intérét (A). Les clones PEI 6 et
PEI 7 ont été choisis sur la base de ces observations. L'expression de PTEN dans ces lignées a été vérifiée
apres 12 passages en culture. L’expression de la p-tubuline sert de contrdle. Les extraits protéiques ont été
préparé 4 jours aprés I'ensemencement des cellules (2.10* cellules/mL) selon la méthode exposée dans la

partie I.



Une tendance a favoriser la croissance cellulaire des Cal 27 sans pour autant I’augmenter de facon
significative est observée, malgre la nette suractivation des voies de signalisation qui régulent la
survie cellulaire et la prolifération en dépit d’une absence d’expression d’EGFR activé. Si ces
résultats semblent en désaccord avec la littérature, qui établit que la perte d’expression de PTEN in
vitro comme in situ confere une croissance tumorale augmentée de facon tout a fait significative, il
faut cependant tenir compte du caractére transitoire utilisé dans le modéle présenté ici.
L’observation d’une tendance orientée en faveur d’une augmentation de la croissance cellulaire
laisse penser que I’impact de la perte d’expression de PTEN pourrait étre observé a plus long terme.
Ces conclusions ont donc conduit a I’établissement d’un silencing durable dans les cellules Cal 27.

5 - Modele cellulaire de carcinome épidermoide de la téte et du cou PTEN-déficient

Le silencing durable de PTEN est établi dans les cellules Cal 27 au moyen de I’expression d’un
plasmide codant pour la séquence d’ARN interférant utilisé dans le modele transitoire. Suite a la
transfection, les cellules subissent une période de sélection a la puromycine qui permet de faire
émerger des colonies dans lesquelles le plasmide est exprimé. Chacune d’elle est reprise en culture
isolément, afin d’établir une lignée cellulaire clonale, I’expression de PTEN vy est vérifiée.

5- 1) Sélection des cellules transfectées, expression de PTEN

Suite a la sélection par la puromycine, les clones qui sont apparus a I’issue de la sélection des
cellules Cal 27 transfectées au moyen du PEI, ont été désignées comme clones « PEI » 1 a 8. De
méme, la transfection d’ADN plasmidique a I’aide de I’ICAfectin a permis d’isoler 6 clones
« ICA ». L’amplification de ces clones s’est révélée étre une étape critique, a I’issue de laquelle
moins d’une dizaine de clones ont pu étre exploités. L expression de PTEN des lignées désignées
PEI et ICA a donc été caractérisée par western blot. La figure 11.10.A montre les images de western
blot, représentatives de I’expression de PTEN dans certaines de ces lignées. Ce sont donc les clones
PEI 6 et PEI 7 qui ont été retenus pour la suite des travaux, ainsi qu’une lignée « mock ». La
figure 11.10.B montre I’expression de PTEN dans ces lignées au passage 12 (le passage 1
correspondant a la premiére trypsination subie a la suite de la sélection), contrélant le maintien du
silencing plus tardivement. Une analyse densitométrique permet d’établir que I’inhibition
d’expression de PTEN est de 51% dans les cellules PEI 6 et de 62% dans les cellules PEI 7.
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Figure 11.11 : Morphologie des lignées cellulaires Cal 27 modifiées par transfection stable. Les clichés sont
pris par un microscope a contraste de phase équipé d’'une camera CCD Nikon, au 5° et 6° jours de culture
(J5, J6) aprés ensemencement des cellules en puits de p6 a la densité de 4.10" cellules par puits, cultivées

dans un milieu complet.



5- 2) Morphologie des cellules

La culture des différentes lignées de Cal 27 modifiées a permis une observation macroscopique des
cellules qui indique des différences de comportement. En effet, outre un tapis cellulaire d’aspect
tres différent, les clones PEI 6 et 7 ont une morphologie différente de la lignée parentale.

La figure 11.11 expose des clichés de ces lignées cellulaires réalisés au moyen d’un microscope a
contraste de phase. Les lignées PEI 6 et 7 se distinguent par leur taille plus importante que les
cellules « mock » et Cal 27, ce qui est en accord avec les effets de PTEN sur la régulation de la
taille cellulaire qui ont été décrits dans d’autres modéles (Scanga SE et al, 2000, Uhlmann EJ et al, 2002).
Le rapport nucléo-cytoplasmique est également différent puisque les cellules PEI 6 et PEI 7 ont un
cytoplasme plus large, caractérisé par des extensions qui évoquent une forme amiboide. De fagon
intéressante, on peut constater que les cellules PEI 6 et 7 occupent une surface de culture moins
étendues. Les cellules Cal 27 et « mock », & mesure qu’elles proliférent, formeront des tapis
cellulaires denses et serrés, caractéristiques d’un épithélium. Leurs équivalents PTEN déficientes
laissent de larges plages vides de cellules. Les cellules PEI 6 et PEI 7 sont en effet moins adhérentes

et se détachent rapidement du support de culture.

5- 3) Croissance cellulaire in vitro

Le role de PTEN dans la régulation de la croissance cellulaire étant décrit, il s’agit du premier
parametre étudié pour caractériser les lignées cellulaires PEI 6 et PEI 7.

Evaluée par MTT, la viabilité cellulaire des lignées transfectées et des Cal 27 montre des
différences significatives (Figure 11.12.A). Les lignées Cal 27 et mock décrivent des courbes de
croissance trés similaires avec une phase de latence de 48h et une phase exponentielle qui prend fin
a 144h apres I’ensemencement, ce qui correspond au moment ou la confluence est atteinte. Au-dela,
la viabilité cellulaire chute puisque les cellules sont sensibles a I’inhibition de contact. Si la courbe
de viabilité des cellules mock est paralléle a celle des Cal 27 dans les 3 premiers jours aprées la mise
en culture, dés 72h, elle est significativement inférieure d’environ 40%.

Ceci est d’autant plus marqué pour les cellules déficientes en PTEN dont la viabilité cellulaire est
significativement plus faible que celle des cellules mock. Les cellules PEI 7 ont une viabilité qui est
environ deux fois moindre que les cellules mock dés 48h jusqu’a 9 jours de culture. La viabilité des
cellules PEI 6 suit celle des cellules mock sans distinction jusqu’a 120 heures aprés la mise en
culture (5 jours), et au-dela elle est significativement inférieure, mais similaire a celle des cellules
PEI 7.
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Figure 11.12 : Effet de l'inhibition de la protéine PTEN sur la viabilité et la prolifération cellulaire dans les
différentes lignées de cellules Cal 27 cultivées pendant 10 jours. La viabilité cellulaire a été évaluée par une
mesure de 'activité métabolique mitochondriale (A) et la prolifération par une numération cellulaire (B) toutes
les 24h pendant 10 jours. Les cellules ont toutes été ensemencées a raison de 2.104 cellules par puits. Les
données sont représentées par la moyenne + écart moyen d’au moins 3 expériences indépendantes.



Ainsi, de fagon tout a fait inattendue, la viabilité cellulaire des cellules déficientes en PTEN est
nettement plus faible que celle de la lignée parentale (Figure 11.12.A).

En revanche le taux de prolifération montre des résultats tres différents de ceux observés pour la
viabilité cellulaire. Le nombre de cellules évalué toutes les 24h pour les différentes lignées
cellulaires est similaire jusqu’a 120h (5 jours) de culture. Mais entre le 5°™ et le 6™ jours les taux
de prolifération des quatre lignées semblent divergés. Les cellules PEI 6 a ce moment engagent déja
une phase de plateau avant que la prolifération ne reprenne (a J7, 168h). Le nombre des cellules PEI
7 augmente de fagon exponentielle de 24h a 144h, et la prolifération est maintenue jusqu’a 192h
(mais elle ne suit plus une tendance exponentielle). Les cellules mock et Cal 27 ne montrent pas de

différence significative dans leur prolifération (Figure 11.12.B).

Le calcul du temps de doublement indique en effet que les cellules Cal 27 et les cellules mock ont
un temps de doublement similaire, respectivement de 24h et 23h. Le temps de doublement des
cellules PTEN déficientes est quant a lui, significativement inférieur. Les cellules PEI 7 ont ainsi
un temps de doublement de 21h et les PEI 6 de 19h seulement. Ce temps de doublement écourté des
PEI 6, concorde avec le moment ou la phase de plateau observée. Les cellules arrivent rapidement a
une densité qui conduit a un phénomene d’inhibition de contact. Dans les conditions
d’établissement de ces courbes de croissance, les cellules PEI 6 montrent donc un arrét transitoire
de la prolifération. Cependant, au dixiéme jour de culture, les cellules PEI 6 et 7 sont

significativement plus nombreuses que les lignées parentale et controle (Figure 11.12.B).
5- 4) Voies de signalisation

Les niveaux d’expression de pEGFR, pAKT et pERK 4 ont été évalués par la technique de bioplex
protein array (BPA).

Malgré le degré de sensibilité de la technique, I’expression pERK Y2 ne peut étre détecté dans
aucune des lignées cellulaires. Le western blot, contrairement au BPA, permet de modifier les
parameétres experimentaux afin de pousser la limite de détection. Néanmoins, la mise en évidence de
PERK ' s’est également montrée difficile & mettre en oeuvre en western blot. La figure 11.13
illustre les résultats. L’expression de pERK ¥ dans les conditions basales n’est trouvée que dans les
cellules Cal 27 et PEI 6.
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Figure 11.13 : Expression de pERK %z dans les cellules Cal 27 et Cal 27 transfectées par shRNA. Evaluation

par western blot. Les extraits protéiques sont réalisés sur les cellules 48h aprés I'exposition a l'inhibiteur de
MEKZ1/2 (U0126). U0 : 0 yg/mL. U5 : 5 pg/mL. U10 : 10 pg/mL et U20 : 20 ug/mL. L'expression des protéines
est recherchée par western blot par utilisation des anticorps spécifiques présentés dans le tableau I.1.

L'expression de la B-Tubuline sert de contréle de charge des puits. Un extrait protéique de cellules Cal 27

stimulées a 'EGF (5ng/mL, voir partie I) sert de contrble positif a 'expression de pERK 7.



Les niveaux d’expression et leurs variations de pEGFR et pAKT sont quantifiables par BPA. lls
sont similaires dans les cellules Cal 27 et Mock, aussi, comme témoin de transfection, seules les
résultats sur les cellules Mock ont été représentés dans la figure 11.14.

L’expression de pEGFR dans les différentes lignées cellulaires confirme que la perte d’expression
de PTEN a un impact sur la quantité du récepteur activé. Les cellules PElI 6 montrent une
diminution significative de 54% de pEGFR (P < 0,01). Dans les cellules PEI 7 cette diminution est
quantifiée a 61% de I’expression mesurée dans les cellules Mock (P < 0,01). De facon intéressante,
le blocage de pERK ¥ par I’exposition cellulaire au composé U0126 a pour effet une augmentation
significative de I’expression de pEGFR dans les cellules Mock et les lignées cellulaires clonales
déficientes en PTEN (Tableau 11.7).

Tableau 11.7 : Variations des niveaux d’expression de pEGFR et pAKT dans les différentes lignées
cellulaires suite & I’exposition au cetuximab et aux inhibiteurs U0126 et perifosine. Les niveaux
d’expression des protéines sont comparés a ceux trouvés dans les cellules non exposées: * = P
<0,05et ** =P < 0,01

Effet du cetuximab sur Mock PEI 6 PEI 7
I’expression de
PEGFR L 47 % ** | 6%* |
pAKT VAT % * L 43 % * LV 715%*

Effet de la perifosine sur
I’expression de
pAKT {70 % ** | 86 % ** } 93 % **

Effet de U0126 sur I’expression
de
pPEGFR 1 38% * 1 33% * 1 30% *

L’exposition des cellules au cetuximab produit une inhibition de I’activation d’EGFR de 47% dans
les cellules Mock mais seulement de 6 % dans les PEI 6 et n’est pas mesurée dans les cellules PEI
1.
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Figure 11.14 : Mesure par BPA des niveaux d'expression de pEGFR et pAKT aprés traitement par des
inhibiteurs spécifiques. Les résultats sont exprimés en unités de fluorescence. Les lysats cellulaires sont
recueillis 96h aprés la transfection, suite a une exposition de 48h au cetuximab, a U0126 et a la perifosine.
Les niveaux d'expression sont présentés en intensité de fluorescence médiane ** : P < 0 ,01.

Cetuximab : 20 pg/mL. U0126 : 10 pg/mL. Perifosine : 5 uM.



Une suractivation d’AKT est mise en évidence dans les cellules PEI 6 et PEI 7 puisque le niveau de
pAKT dans ces cellules est respectivement multiplié par 8 et 7 fois par rapport aux cellules Mock
du fait de la perte d’expression de PTEN (Figure 11.14).

Le cetuximab produit une inhibition de I’expression de pAKT de 47% dans les cellules Mock.
L’inhibition de pAKT est de méme ampleur dans les cellules PEI 6 alors qu’elle est de 75% dans les
cellules PEI 7 suite a leur exposition au cetuximab.

L’efficacité de la perifosine a inhiber sa cible a la dose de 5uM, est montrée dans les cellules Mock
comme dans les cellules PEI 6 et PEI 7. De plus, I’inhibition de pAKT dans les clones inhibés pour
I’expression de PTEN est significativement plus importante que dans les cellules Mock (P < 0,05).

5- 5) Réponse aux thérapies ciblées

Le cetuximab produit une diminution de la viabilité des cellules Cal 27, mock et PEI 7 de 30 %
dans les conditions expéerimentales et sans différence significative d’une lignée a I’autre (Figure
11.15). Les cellules PEI 6 sont méme, de fagcon surprenante, plus sensibles que les autres lignées
puisque le cetuximab induit une diminution de 40% (P < 0,01).

La figure 11.16 présente les courbes dose-réponse des quatre lignées cellulaires aux composés
utilisés.

L’inhibiteur spécifique de MEK, U0126, induit une diminution significative de la viabilité sans pour
autant suivre un effet dose-dépendant. En effet il n’y a pas de différence significative dans la
diminution de la viabilité cellulaire obtenue a 5, 10 et 20 ug/mL de U0126 (Figure 11.16). En
revanche, a toutes les concentrations utilisées, le U0126 est significativement plus efficace que le
cetuximab (P = 0,001), excepté pour la lignée cellulaire mock qui semble résistante a I’effet de ce
composé. Par ailleurs, la différence de viabilité des lignées cellulaires PTEN déficientes avec les
cellules Cal 27 est significative (P < 0,05). Exposée a la dose maximale utilisée (20 pg/mL ) les
cellules PEI 6 et PEI 7 sont deux fois plus sensibles que ne le sont les Cal 27 (viabilités cellulaires
de 31 +4% et 32 £6% versus 62 6%, respectivement).

Le tableau 11.8 récapitule les effets des doses médianes de U0126 et périfosine utilisées ici ainsi que

leurs associations au cetuximab.
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Figure 11.15 : Effet du cetuximab sur la viabilité des différentes lignées cellulaires Cal 27 transfectées par
shRNA. La viabilité des cellules a été évaluée par un test MTT apres 48h d’exposition au cetuximab. Les
données sont représentées par la moyenne + écart moyen d’au moins 3 expériences indépendantes. ** : P <

0,001



Tableau 11.8: Réduction de la viabilité cellulaire par I’exposition au cetuximab et aux

concentrations médianes des inhibiteurs de MEK et pAKT. (en % du témoin non traité)

Effet inhibiteur sur la Cal 27 Mock PEI 6 PEI 7
viabilité cellulaire
Cetuximab (20 pg/mL) 30 £8% 30 £9% 39 +5% 29 8%
U0126 (10 pg/mL) 36 £5% 12 +3% 61 +2% 61 +4%
Perifosine (5 uM) 78 £3% 75 £8% 91 £3% 88 +4%
Cetuximab + U0126 76 £5% 62 £6% 74 £8% 61+3%
Cetuximab + Périfosine 85 +4% 63 £9% 90 +2% 88 £2%

La périfosine, inhibiteur spécifique de pAKT, présente un effet dose sur la viabilité des cellules Cal
27 transfectées et non transfectées et induit une diminution de la viabilité cellulaire de 70 & 80% des
quatre lignées cellulaires a la dose la plus faible (Figure 11.14). La périfosine se révéle étre un
puissant cytotoxique de ces lignées cellulaires, nettement plus efficace que le cetuximab (P < 0,01).
La viabilite des cellules Cal 27 et des cellules mock ne présente pas de différence significative. En
revanche les lignées PEI 6 et PEI 7 montrent une plus grande sensibilité a la périfosine (P < 0,05 et
P<0,01a5uM).

La périfosine présentant une telle cytotoxicité sur les cellules Cal 27 transfectées et non transfectées,
I’association au cetuximab n’apporte pas d’avantage significatif par rapport a I’effet de la périfosine
seule. En revanche, I’association de U0126 au cetuximab produit une diminution de la viabilité
cellulaire significativement plus importante que le U0126 seul, lui méme plus efficace que le
cetuximab seul (Figure 11.16). De facon intéressante, alors que les cellules mock se montraient
résistantes au composé, I’association du cetuximab a celui-ci a une efficacité significative sur leur

viabilité cellulaire qui est réduite similairement a celle des cellules PEI 7.
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Figure 11.16 : Effets des inhibiteurs U0126 (inhibiteur de MEK %), de perifosine (inhibiteur de pAKT) et de

leur association avec le cetuximab sur la viabilité des cellules Cal 27. . La viabilité des cellules a été évaluée

par un test MTT aprés 48h d’exposition au cetuximab. Les données sont représentées par la moyenne +

écart moyen d’au moins 3 expériences indépendantes.



Croissance tumorale des
xénogreffes en primo injection

2000-
_ 15004 —%;/ Cal 27
g ._?/ Mock
=
g A PEI 6
2 10004 ;
P R PEI7
£
3
(=]
>

500+

0

Temps (jours)

Figure 11.17 : Croissance tumorale des différentes lignées cellulaires injectées en situation sous-cutanée
chez les souris nude. Un suspension de 100uL de matrigel® contenant 10’ cellules est injectée dans chaque
creux inguinal de souris &gées de 7 semaines. Pour cet essai de croissance tumoral en primo-injection, les
groupes étaient constitués de 4 animaux. Les diamétres de la masse tumorale sont mesurés une fois par
semaine et la formule (Petit diametre x Grand diamétrez) / 2, permet d’évaluer le volume de la tumeur,

assimilé a une boule.



5 —6) Courbe de croissance in vivo

L’injection des cellules Cal 27 transfectées et non transfectées a conduit & une prise tumorale de
100% (développement tumoral bilatéral observé chez tous les animaux utilisés). Cependant, alors
que les cellules Cal 27 et mock forment une masse tumorale mesurable entre 15 et 20 jours aprés la
xénogreffe, la formation d’une masse tumorale par I’injection des clones PEI 6 et 7 est retardée
(Figure 11.17). Ainsi, 40 jours apres I’injection, le volume moyen des tumeurs formées par les
cellules Cal 27 atteint déja 957 mm® (+255), tandis que le volume moyen des tumeurs PEI 6 et 7 est
de 58 mm?® (+34) et de 68 mm® (+56) respectivement. Par ailleurs, la croissance des cellules mock
est significativement inférieure a celle des Cal 27 (P < 0,001) & partir du 40°™ jour aprés I’injection.
Le suivi de croissance tumoral a été arrété 70 jours apres I’injection. Les animaux porteurs des
tumeurs Cal 27 et mock ont été sacrifiés, les tumeurs ayant atteint un volume important. Les
tumeurs PEI 6 et 7 n’ont pas montré d’augmentation de volume suite a ces 70 jours (Figure 11.17).

Les tumeurs formées par les quatre lignées cellulaires, malgré leurs différences, montrent une zone

de nécrose important dés la deuxiéme semaine aprés I’injection.
5- 7) Conclusion/discussion

La méthode de silencing stable utilisée ici, permet d’obtenir des lignées cellulaires dont la
diminution d’expression de PTEN est d’environ 50%. Parmi les clones obtenus suite a la sélection
par la puromycine, les clones PEI 6 et 7 ont été retenus sur ce critére, les autres cellules clonales
présentant une expression de PTEN équivalente aux cellules Cal 27 parentales. Le phénoméne de
transfection stable par un agent non viral ne permet pas toujours d’atteindre I’inhibition compléte de
la protéine (Thomas N et al, 2010). Toutefois, les cellules PEI 6 et 7 constituent des modéles cellulaires
en situation d’haplo-insuffisance. Dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou, la perte
monoallélique de PTEN est un événement fréquent, rapporté dans environ 40% des cas (Gasparotto D
et al, 1998, Okami K et al, 1998). Or la situation d’haplo-insuffisance est souvent observée (tumeurs de
la prostate et du sein notamment), a été rapporté comme un phénomeéne significatif dans la
progression tumorale (Kwon CH et al, 2008, Alimonti A et al, 2010, Trotman LC et al, 2003, Kwabi-Addo B et al,
2001). Les résultats obtenus ici, montrent que la réduction partielle de I’expression de PTEN suffit a
induire des modifications significatives dans le comportement des cellules PEI 6 et 7 en culture, en

comparaison avec les cellules Cal 27 parentales.

Ces différences peuvent dans un premier temps étre observées dans I’observation macroscopique
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des cellules, qui laisse penser que les clones PEI 6 et 7 ont des capacités d’adhésion diminuées par
rapport aux cellules mock et Cal 27. Les expériences menées pour veérifier ce paramétre sont
insuffisantes pour amener a une conclusion définitive mais évoquent une réduction de la capacité

d’adhésion de ces cellules.

Le suivi de croissance cellulaire in vitro met en évidence que la viabilité cellulaire des clones PEI 6
et PEI 7 est significativement plus faible que celle des cellules parentales. Cette diminution qui
affecte également les cellules mock porte a croire que la transfection ou la sélection par antibiotique
peuvent étre en partie a I’origine de ce résultat.

Dans les cellules PEI 7, et plus encore des cellules PEI 6, le métabolisme mitochondrial semble
nettement ralenti. Au contraire, le taux de prolifération, évalué par une numération cellulaire est
équivalent a celui des cellules parentales. Une telle divergence suggére une possible altération dans
la chaine de transmission des électrons impliquée dans la respiration mitochondriale dont I’activité
est reflétée par la réduction des sels de tetrazolium. Le test MTT se base sur I’activité succinate-

deshydrogénase mitochondriale.

L’activité de la chaine respiratoire mitochondriale permet de produire de I’ATP a partir du pyruvate,
produit de la transformation du glucose. Comme son nom I’indique, la chaine respiratoire
mitochondriale requiert la consommation d’oxygeéne pour la production d’ATP. Les cellules ont
cependant la possibilité d’utiliser la glycolyse sans avoir recours a la chaine respiratoire, I’ATP est
alors produit dans le cytoplasme, sans consommation d’oxygéne. L’utilisation de ce mécanisme
confere un avantage aux cellules tumorales exposees a des conditions limites en oxygéne
disponible, qui pourront dégager une source d’énergie malgré I’absence d’oxygéne. La faible
activité de la succinate déshydrogénase dans les cellules PEI 6 et 7 mise en évidence par le test
MTT alors que le taux de prolifération est maintenu, suggere une activité mitochondriale altéree,
plutdt qu’une diminution de la viabilité cellulaire. Les Cal 27 déficientes pour I’expression de
PTEN pourrait avoir recours a la glycolyse anaérobie. De plus amples investigations doivent étre

menées afin de préciser ce mécanisme.

Le role de la voie PIBK/AKT dans le contrble de la glycolyse appuie cette hypothese. En effet
pAKT, par la phosphorylation de GSK3 permet I’activation de la glycogen synthase et favorise la
glycolyse (Figure 11.16). Beckner et collaborateurs montrent que les cellules U87 maintiennent un
taux de prolifération et une motilité importantes dans un environnement hypoxique grace a une

régulation positive de la glycolyse (Beckner ME et al, 2005), la restauration de I’expression de PTEN
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antagonise ces effets. Une forte glycolyse cellulaire léve la dépendance a la vascularisation, les
cellules disposent d’une source d’énergie interne. Une étude récente montre qu’en présence de
fortes concentrations de glucose, I’augmentation de la glycolyse dans les cellules U87 et U251
permet une importante prolifération cellulaire (Blouin MJ et al, 2010). Cette prolifération des cellules
PTEN déficientes est enrayée par le 2-déoxyglucose, un inhibiteur compétitif du glucose. Les
auteurs proposent donc la perte d’expression de PTEN comme un mécanisme qui conditionne une
« addiction au glucose ». Dans cette étude, la consommation importante de glucose par les cellules
PTEN déficientes est par ailleurs liée a une production augmentée de lactate. De fagon intéressante,
Brizel et collegues ont mis en évidence des concentrations élevées de lactate dans des biopsies de
carcinomes epidermoides de la téte et du cou (Brizel DM et al, 2001). De plus, dans ce type tumoral, la
dépendance a la glycolyse est observée dans le cadre de I’imagerie, ou une corrélation inverse entre
la perfusion artérielle et la prise tumorale du glucose dans ces tumeurs a été rapportée (Hirasawa S et

al, 2007).
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Figure 11.18 : Schéma représentatif de I’action de GSK3 dans le contrdle de la synthése de
glycogéne. D’apres Lee J et Kim MS (2007).

Par ailleurs, les résultats obtenus par la mesure de la viabilité cellulaire des cellules PEI 6 et 7 sont
comparables a ceux obtenus par I’équipe de Vitolo, qui a généré une lignée cellulaire de tumeur
mammaire hétérozygote en PTEN. Cette étude montre que la viabilité cellulaire de ces clones
PTEN'", suivie sur 9 jours est significativement plus faible que leurs équivalents PTEN"", en
précisant qu’il s’agit de résultats obtenus lorsque les clones sont a des passages précoces. Sans
avancer d’explication a ce phénomeéne, les auteurs montrent en effet qu’a des passages plus tardifs
(nombre de passage non précisé), la viabilité de ces clones est identique aux cellules parentales
(Vitolo MI et al, 2009). La viabilité cellulaire des clones PEI 6 et 7 ayant été analysée entre le passage
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6 et le passage 12, il se peut que les résultats soient du méme ordre que ceux rapportés par I’équipe
de Vitolo. Les résultats obtenus suite a la xénogreffe des cellules PEI 6 et PEI 7 constituent un autre
point de convergence avec I’étude présentée par cette équipe. En effet, démontrant que leur modéle
mammaire PTEN"" résiste & I’anoikis, les auteurs cherchent & évaluer la capacité des cellules a
former une tumeur secondaire au moyen de la xénogreffe. Or le modéle faillit a établir une tumeur
in vivo, de méme que les cellules PEI 6 et 7 ne montrent aucune croissance tumorale in vivo.
D’apres Vitolo et collaborateurs, ce phénomene est di a un phénotype dormant qui caractérisent les
cellules PTEN déficientes.

En ce qui concerne I’effet des inhibiteurs de signalisation sur les différentes lignées cellulaires,
I’efficacité du cetuximab est la méme quel que soit le statut PTEN des cellules Cal 27, et ce bien
que I’inhibition de pEGFR ne soit pas mise en évidence dans toutes les lignées cellulaires.
L’inhibition de pEGFR dans les PEI 6 et PEI 7 exposées au cetuximab est en effet faible voire
inexistante. Néanmoins, la diminution d’expression de pEGFR qui a été décelée suite au silencing
transitoire de PTEN (voir partie Il. 4-3) est confirmée par la perte durable d’expression de PTEN.
L’inverse est observé lorsque les cellules sont exposées au U0126, ce qui permet d’émettre
I’hypothése que le niveau de pEGFR pourrait étre régulé via une boucle négative impliquant pERK
Y dont I’expression dans les Cal 27 est tres faible a I’état basal mais subit une suractivation dans les
cellules déficientes pour PTEN. Ce possible rétro-contréle de I’activation de pEGFR par pERK Y2
est suggéré par des travaux qui montrent que la voie des MAPK comporte de nombreuses boucles

de controle négatif (Kiyatkin A et al, 2006, McCubrey JA et al, 2007).

Les cellules Cal 27 comme les cellules déficientes pour I’expression de PTEN sont particulierement
sensibles aux inhibiteurs U0126 et périfosine. Par ailleurs, la suractivation de ces voies de
signalisation du fait de la perte d’expression de PTEN sensibilise d’autant plus les lignées
cellulaires PEI 6 et PEI 7 a ces inhibiteurs. Ces résultats indiquent que les cellules Cal 27 sont plus
dépendantes de I’activation des voies de signalisation que du récepteur EGFR activé. En particulier
la perifosine abroge I’activation de pAKT dans les lignées cellulaires parentales et de facon plus
importante encore dans les cellules déficientes pour PTEN, aboutissant a une suppression de la

croissance tumorale.

Ces résultats mettent ainsi en évidence que I’activité modeste du cetuximab dans les carcinomes
épidermoides de la téte et du cou ne semble pas étre une conséquence de la perte d’expression de
PTEN mais plut6t de I’activation constitutive des voies de signalisation PISBK/AKT et MAPK.
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PARTIE Il :

Etude de I’angiogenése tumorale induite par les
cellules Cal 27 : impact du silencing de PTEN et du

cetuximab



1- Introduction

Comme mentionné dans la partie introductive a ce travail, les anti-EGFR peuvent exercer un effet
anti-angiogénique par leurs effets anti-tumoraux mais également par une action sur I’endothélium
tumoral qui n’est pas encore clairement caractérisée.

Afin de distinguer la contribution de I’effet anti-tumoral du cetuximab a [I’inhibition de
I’angiogenése des carcinomes épidermoides de la téte et du cou, le laboratoire a adapté et développé
différents modéles d’angiogenése (ex vivo et in vitro) permettant d’observer le phénomeéne de
bourgeonnement vasculaire induit par les cellules tumorales.

Le modéle de I’anneau aortique permet d’observer I’effet d’un milieu d’intérét sur le
bourgeonnement vasculaire, soit les phases précoces de I’angiogenése.

Outre I’effet du cetuximab, le travail expérimental décrit ici vise a déterminer le réle de PTEN dans
les mécanismes d’induction du bourgeonnement vasculaire au moyen de la culture des anneaux
aortiques dans des milieux dits conditionnés, obtenus a partir du milieu de culture des cellules Cal
27.

Ces milieux de culture « conditionnés » ont été recueillis a I’issue du protocole expérimental exposé
dans la partie I, appliqué au modele cellulaire. Les milieux conditionnés contiennent donc
I’ensemble des facteurs libérés par les cellules soumises aux diverses conditions expérimentales.
Couplé a une méthode de caractérisation moléculaire des milieux conditionnés, le modele ex vivo de
I’anneau aortique est un modele de choix pour déterminer les effets pro ou anti-angiogéniques des

composants d’un milieu reflétant partiellement le microenvironnement tumoral.
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Figure 111.2 Membranes du kit Proteome Profiler Array traitées au moyen du logiciel du GelDoc 2000. Les
cercles bleus constituent les régions d'intérét utilisées pour la mesure de lintensité du signal de
chémiluminescence mesurée par le logiciel QuantityOne. Le cercle vert détermine la zone utilisée pour la
valeur d’intensité de signal du bruit de fond.



2- Matériel

2 - 1) Modeéle d’explants aortiques

Les aortes sont prélevées sur des souris nude agées de 5 a 7 semaines. La souris est sacrifiée par
dose léthale de pentobarbital sodique. Une plaque de 48 puits est préparée avec la mise en place de
lamelles de verre de 9 mm de diametre en fond de puits pour I’observation ultérieure par
microscopie de fluorescence. Le matrigel® (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) est une
préparation solubilisée extraite du sarcome murin d’Engelbreth-Holm-Swarm, une tumeur riche en
protéines de la matrice extracellulaire. Le matrigel® se présente sous forme liquide a 4°C et
polymeérise sous forme gélatineuse a température ambiante. Il est donc manipulé a froid, dilué au
tiers dans le milieu conditionné a tester. Les piéces d’aorte d’environ 1mm sont placées entre deux
couches de matrigel® (Liu y et al, 2008, Maloney SL et al, 2009). Suite a leur mise en culture et a I’issue
du protocole expérimental, les anneaux aortiques sont fixés et conservés dans du formol jusqu’a leur

utilisation.

2 - 2) Production et caracterisation des milieux conditionnés
Le milieu de culture des cellules Cal 27 sont recueillis a I’issue du protocole expérimental rappelé
figure 111.1. Les cellules Cal 27, transfectées et non, sont placées dans un milieu a 2% de SVF et
20ug/mL de cetuximab pour I’exposition . Au cours des 48h qui suivent, ces milieux s’enrichissent
de I’ensemble des facteurs produits par les cellules dans ces conditions expérimentales puis sont
collectés de facon stérile, centrifugés et les surnageants conservés a -20°C avant utilisation.
La composition des milieux dits « conditionnés » a été evaluée au moyen du kit « Proteome Profiler
Array » dédié a I’angiogenése (R&D Systems, Royaume Unis). Il s’agit d’une méthode qui permet
la détection simultanée d’une cinquantaine de facteurs clés impliqués dans la régulation du
processus d’angiogenése (Voir en annexes). Les anticorps de capture sont fixés sous forme de spots
(en dupplicats) a la surface d’une membrane de nitrocellulose (Figure 111.2).
Le kit contient un mélange d’anticorps de détection biotinylés et la réaction de I’échantillon avec
I’anticorps de capture fixé a la membrane est révélée par I’interaction Streptavidine-HRP/Biotine
mise en évidence par chimiluminescence. L’intensité de celle-ci est évaluée au moyen d’un
analyseur d’image équipé d’une caméra (ChemiDoc System, BioRad, France) et du logiciel
Quantity One (BioRad, France).
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Figure 111.3 : images d’anneau aortique traitées avec le logiciel AngioQuant (logiciel libre) montrant le réseau
vasculaire permettant de calculer les parameétres quantitatifs. L'image de I'anneau a été obtenue aprées
coloration au bleu de toluidine et traitement de l'image avec le logiciel NIS-AR (Nikon, Japon). Un
grossissement de I'image est représenté permettant de vérifier la spécificité du seuillage réalisé avec le

logiciel AngioQuant.

2 -3) Observation et qualification de I’angiogenése



Elle est réalisée au moyen d’un macroscope Nikon AZ100 équipé d’une camera CCD haute
sensibilité (DS-Qi, Nikon, Japon). Les clichés obtenus sont analysés de fagcon quantitative - apres un
traitement d’image préliminaire au moyen du logiciel NIS-AR (Nikon Imaging Software-Advanced
Research, Nikon, Japon) — par un dénomrement des structures tubulaires endothéliales et une
évaluation de la longueur des bourgeonnements a I’aide du logiciel AngioQuant (Logiciel libre,
Niemisto A et al, 2005). Le logiciel calcule également la surface occupée par les complexes tubulaires

identifiés.

2 —4) Observation par microscopie de fluorescence
Les anneaux aortiques sont soumis a un marquage de I’actine filamentaire par la phalloidine,
couplée au fluorochrome Texas Red (Aexc 583 / A¢m 603), (FluoProb, Interchim, Montlugon, France).
Une solution de triton X100 a 0,1% dans du PBS est utilisée pour la perméabilisation des
échantillons afin de favoriser la pénétration du marqueur. L’observation est réalisée au moyen du

macroscope AZ100 de Nikon.

3- Méthodes

3 —1) Mise en culture des explants aortiques

Les aortes sont dégagées de leurs attaches et nettoyées du conjonctif environnant sur toute la
longueur thoracique, puis excisées. Les vaisseaux sont rincés par deux bains dans une solution
saline physiologique (HBSS). lls sont ensuite délicatement découpés en trongons d’environ 1mm de
longueur.

Le matrigel® est utilise pour établir un environnement tridimensionnel propice au bourgeonnement.
Il est dilué au tiers par le milieu conditionné a tester. Un premier dépdt de 150uL qui tapisse la
lamelle est mis a polymériser pour 30 minutes a 37°C. Les pieces aortiques sont ensuite placées sur
ce gel et recouvertes de nouveau par 150 pL de matrigel, puis la plaque est mise a 37°C pendant 30
minutes. Enfin 500uL de milieu conditionné sont ajoutés pour la mise en culture pour une durée de
6 jours. A I’issue du protocole expérimental, les échantillons sont fixés au formol. L’effet de chaque
milieu conditionné sur les anneaux aortiques est évalué sur un dupplicat dans 3 séries de mise en

culture indépendantes.
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3 — 2) Milieux conditionnés :

a. Production

Les milieux conditionnés contiennent donc les facteurs libérés par les cellules Cal 27 sous I’effet
des conditions expérimentales présentées figure I11.1. Ils subissent une centrifugation de 1500 tours
par minutes pendant 5 minutes afin de séparer les cellules ou débris cellulaires qu’ils contiennent.
Les surnageants sont conservés, la quantité totale de protéines qu’ils contiennent est dosée selon la
méthode de Lowry (exposée dans la partie I).

Le milieu initial utilisé pour la culture des cellules Cal 27 est un milieu RPMI pauvre en serum de
veau foetal (2%). Pour assurer des conditions optimales a la culture des anneaux aortiques, les
milieux conditionnés sont dilués de moitié dans un milieu complet (10% de SVF), fraichement

préparé.

b. Caractérisation

Pour la détection d’un large spectre de molécules dans ces milieux, le kit « Proteome Profiler
Array » utilisé est un outil qui autorise une mesure semi-quantitative rapide et facile d’un grand
nombre de facteurs clés de I’angiogenése présent dans ces milieux (Voir en annexe). Le cocktail
d’anticorps de détection est directement ajouté a un volume d’échantillon contenant une quantité de
1,5 mg de protéines totales, le tout est mis a réagir pendant 1h a température ambiante. Puis ce
mélange est déposé sur les membranes de nitrocellulose aprés leur saturation, pour une incubation
nocturne a 4°C sous agitation. Suite a plusieurs lavages, les membranes sont incubées 30 minutes
dans la Streptavidine-HRP, puis lavées avant la révélation par chimiluminescence (ChemiDoc
System, BioRad France). Une photo de la membrane est prise grace a I’appareil d’analyse d’image.
Les spots positifs sont sélectionnés et numérotés de méme qu’une zone dans le bruit de fond, la
figure 111.2 illustre le traitement de I’image. Puis le logiciel Quantity One permet une quantification
de I’intensité du signal qu’il restitue en valeurs numériques auxquelles est retirée la valeur du bruit
de fond. Afin de comparer les résultats entre les membranes, les valeurs du signal ont été
normalisées a un contréle positif présent sur la membrane.

Si ce type d’analyse permet une premiére évaluation des facteurs en présence dans les milieux, il ne
donne qu’une tendance des variations de concentration qui sont induites par les conditions
expérimentales. Ces mesures ont donc été complétées par une mesure quantitative de cytokines par

BPA (BioRad), au moyen du kit « Bioplex human cytokine » (BioRad, France).
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3 — 3) Activité angiogénique

Les anneaux aortiques sont marqués par la phalloidine et observés par microscopie de fluorescence.
Apres deux ringages au PBS, les échantillons sont permeabilisés par une incubation de 10 minutes
dans 500 uL de triton 0,1%. De nouveau, deux lavages au PBS sont réalisés. Les échantillons sont
ensuite exposes pendant 30 minutes a la phalloidine-Texas Red (6,6 nmol/mL) diluée au centieme
dans du PBS, & raison de 200 pL par puits.

Le modele tridimensionnel rend difficile I’acquisition d’images en microscopie de fluorescence.
L’observation en lumiére transmise a été utilisée pour recueillir un maximum d’informations. Afin
de réaliser une quantification du réseau vasculaire obtenu par bourgeonnement aprés culture des
anneaux aortiques, une coloration au bleu de toluidine est utilisée. Les échantillons sont incubés
dans 20 pL de solution de bleu de toluidine pendant 5 minutes et lavés au PBS pour éliminer I’exces
de colorant. Le traitement de I’image permet de soustraire I’anneau des clichés réalisés (NIS-AR
module : detect valleys) puis le nombre de tubules ainsi que leur longueur et la surface qu’ils

occupent sont déterminées par le logiciel AngioQuant comme illustré dans la figure I11.3.

4- Modifications du micro-environnements par le cetuximab et la perte d’expression de

PTEN : impact sur I’induction de I’angiogenéese tumorale

4 — 1) Observation et quantification de I’angiogenése induite par les milieux conditionnés

a. Culture des anneaux aortiques dans les milieux témoins
Le marquage par la phalloidine-Texas Red de I’actine cellulaire montre que les anneaux aortiques
cultivés dans les milieux non conditionnés (Milieux RPMI 2%, dilué de moitié avec un milieu
complet) sont, au bout de 6 jours de culture, entourés de cellules qui ont migré a distance de la piéce
aortique. De plus ces cellules semblent isolées les unes des autres (Figure I11.4, photo « non
conditionné »). Les images obtenues par microscopie optique confirment cette observation mais
révelent également la présence de structures de type tubulaire dans ce milieu (Figure I11.5, photo
« non conditionné»). La formation de telles structures peut étre attribuée aux facteurs de croissance
contenus dans le SVF du milieu non conditionné et a la composition du matrigel®. La
quantification par le logiciel AngioQuant dénombre ainsi a 1202,3 (+ 136,2) complexes tubulaires

en moyenne, avec la présence d’un certain nombre de ramifications.
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Milieu + cetuximab

Cal 27 +
Cetuximab

SIPTEN SiPTEN + Cetuximab

Figure 111.4 : images par microscopie de fluorescence d’anneaux aortiques aprés 5 jours de culture. Les
cellules sont visualisées par marquage de l'actine avec la phalloidine-Texas Red. La barre représente 200
pm (Nikon AZ100). Non conditionné désigne le milieu RPMI 2% de SVF dilué de moitié avec le milieu
complet avant la mise en culture de I'anneau. siPTEN désigne le milieu produit par les cellules Cal 27
transfectées avec la séquence de siRNA ciblant PTEN. Les photos de droites représentent les anneaux

aortiques conditionnés par les mémes cellules, exposées durant 48h au cetuximab.



Cependant, il faut noter que le logiciel AngioQuant compte des structures tubulaires a partir de 10
pixels (30 um) en largeur. Il est possible que le nombre important évalué dans ce milieu témoin
(non conditionné par les cellules tumorales) soit en partie d0 aux cellules endothéliales isolées.

Dans ce méme milieu auquel le cetuximab a été ajouté, a I’observation on note une diminution du
phénomeéne de bourgeonnement : le réseau tubulaire, visualisé en microscopie optique, a un aspect
moins dense, suggérant un effet inhibiteur direct du cetuximab sur le bourgeonnement endothélial
(Figure 111.5: photos « Milieu + cetuximab » vs « Milieu »). Le logiciel AngioQuant confirme
I’observation en évaluant le nombre moyen de complexes tubulaires a 624 (+ 186,7). La
prolifération cellulaire est ainsi divisée par 2 dans I’échantillon cultivé dans le milieu contenant
20ug/mL de cetuximab (Figure 111.10, graphe Nombre : colonne 2 vs colonne 1), montrant un effet
inhibiteur et cytostatique direct du cetuximab sur la prolifération des cellules vasculaires issues de
I’anneau aortique.

Toutefois, le bourgeonnement qui se produit sous I’effet du milieu non conditionné contenant le
cetuximab montre un niveau d’organisation qui semble plus important, en partie du fait de la
présence diminuée des cellules endothéliales isolées, au profit de structures tubulaires ramifiées.
Cette observation est appuyée par la détermination de la longueur moyenne des complexes
tubulaires formés dans le milieu non condtionné contenant le cetuximab. En effet, celle-ci est deux

fois plus importante que celle évaluée dans le milieu dépourvu de cetuximab (x2,3 ; P = 0,0495).

Le phénomeéne de bourgeonnement étant identifié de facon importante dans les milieux témoins,
non conditionnés par les cellules tumorales, les données quantitatives fournies par le logiciel ont été
analysées suite a une normalisation aux valeurs moyennes correspondant au milieu non conditionné
sans cetuximab (anneau aortique « Milieu », Figure 111.5) afin de faciliter la comparaison entre les

échantillons.

b. Culture des anneaux aortiques dans les milieux conditionnés par les cellules Cal 27
Le bourgeonnement aortique, sous I’effet des milieux conditionnés par les cellules Cal 27, est dense
(Figures 111.4 et 111.5, photo « Cal 27 »), montrant la prolifération cellulaire pendant la période de
culture. Le dénombrement par le logiciel AngioQuant, évalue a 1242 (+ 215,5) le nombre de
complexes tubulaire en moyenne, contre 1102,3 (+ 136,8) dans le milieu témoin non conditionné, la

différence n’est pas significative.
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Le marquage fluorescent permet d’identifier des cellules en amas qui se forment sous I’effet du
milieu conditionné par les cellules Cal 27 (Figure 111.4, photo « Cal 27 »). lls sont également
visibles en microscopie optique suite au marquage au bleu de toluidine (Figure 111.5 photo « Cal
27 »). Par microscopie a contraste de phase, un grossissement plus important permet la visualisation

de ces « paquets » de cellules a I’origine de plusieurs ramifications, comme représenté par les

photos suivantes (Figure 111.6)

Figure 111.6 : Image de deux anneaux aortiques a 5 jours de cultures dans les milieux conditionnés par les
cellules Cal 27 en microscopie a contraste de phase. Grossissement x10. Cal 27 désigne le milieu produit
par les cellules Cal 27.

L’analyse des données normalisées (aux valeurs obtenues dans I’analyse du milieu non conditionné)
met en évidence une augmentation significative de la longueur des tubules. Les tubules formés sous
I’effet du milieu conditionné par les cellules Cal 27 sont 1,7 fois plus longs que sous I’effet du
milieu non conditionné (Figure 111.7, graphe Longueur : colonne 3 vs colonne 1). La migration des
cellules vasculaires a distance de I’anneau aortique n’est pas significativement modifiée par le
milieu conditionné par les cellules Cal 27 (521,5 + 72,4 vs 623 + 133,4). Cependant, ces complexes
tubulaires s’éloignent peu de I’anneau aortique et montrent des ramifications importantes. Quelques

cellules semblent former des plages réduites d’ou rayonnent de courtes ramifications.

L’anneau aortique cultivé dans le milieu conditionné par les cellules Cal 27 exposées au cetuximab
bourgeonne de facon importante, formant de nombreuses structures tubulaires. Mais on peut
observer deux grandes différences par rapport a la situation précédente : des tubes vasculaires
ramifiés plus longs, plus distant de I’anneau aortique et en méme temps de plus nombreux amas

cellulaires denses (Figure I11.5, cercle rouge : photo « Cal 27 + cetuximab »).
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Figure 111.5 : images par microscopie a lumiére transmise d’anneaux aortiques aprées 5 jours de cultures dans
les différents milieux conditionnés. La barre représente 500 um (Nikon AZ100). Non conditionné désigne le
milieu RPMI 2% de SVF dilué de moitié avec le milieu complet avant la mise en culture de I'anneau. Cal 27
désigne le milieu produit par les cellules Cal 27. Le cercle rouge indique une structure en « amas cellulaire ».
SiPTEN désigne le milieu produit par les cellules Cal 27 transfectées avec la séquence de siRNA ciblant
PTEN. Les photos de droites représentent les anneaux aortiques conditionnés par les mémes cellules,

exposées durant 48h au cetuximab.



L’effet anti-prolifératif du cetuximab qui était observé de fagon directe sur les cellules vasculaires
dans le milieu non conditionné n’est pas trouvé via le conditionnement par les cellules Cal 27. A
partir de ces amas cellulaires, les ramifications restent nombreuses et longues. Le milieu produit par
les cellules Cal 27 exposées au cetuximab induit la formation de structures tubulaires Iégérement
plus longues (x 0,7, Figure 111.10, graphe Longueur : colonne 4 vs colonne 3; P = 0,05) que celles
trouvées sous I’effet du milieu Cal 27.

Apres exposition au cetuximab, les facteurs angiogéniques libérés par les cellules Cal 27 permettent
d’induire des complexes tubulaires continus, fortement ramifiés sur une grande distance tout en
restant en contact avec I’anneau aortique. Le cetuximab semblerait avoir ici un role qui faciliterait la
mise en place de structures capillaires fines longues, « efficaces », avec des cellules étirées comme
le montre le marquage a la phalloidine. Cependant, on observe parallélement un plus grand nombre
de plages cellulaires d’ou partent des ramifications désordonnées sans aucun contact avec I’anneau
aortique, plages qui pourraient étre dues a des cellules dont I’activité angiogénique serait réduite, et

donc dont la capacité a s’étirer, migrer pour former des structures capillaires serait restreinte.

c. Culture des anneaux aortiques dans les milieux conditionnés par les cellules SiPTEN
Le marquage fluorescent de I’actine dans I’échantillon en culture dans le milieu conditionné par les
cellules siPTEN est irrégulier (Figure 111.4, photo « SIPTEN »). Les cellules marquées ont un aspect
allongé sans former de nettes ramifications, ou rares.
Le phénomeéne angiogénique induit par le milieu produit par les cellules siPTEN mis en évidence
par microscopie optique apreés marquage au bleu de toluidine (Figure I11.5, photo « SIPTEN ») est
caractérisé par de tres nombreuses cellules concentrées a proximité de I’anneau, de forme peu
étirée. Lorsqu’elles le sont, elles forment des tubes tres courts, donnant un aspect foisonnant et
serreé.
L’aspect concentré du bourgeonnement, peut étre estimé par la distance maximale qui le sépare de
I’anneau aortique, qui constitue alors une mesure de la migration cellulaire. En moyenne, les
structures tubulaires s’étendent en moyenne jusqu’a 521,5 um (x 72,4) de I’anneau dans le milieu
conditionné par les cellules Cal 27 alors qu’elles sont trouvées jusqu’a 358 um (£ 81) dans le milieu
conditionné par les cellules siPTEN (Figure I11.5 photo « Cal 27 » vs « SIPTEN »).
De plus, le dénombrement des structures tubulaires par le logiciel AngioQuant montre que la la
culture des anneaux aortiques dans lemilieu conditionné par les cellules siPTEN aboutit & une

formation plus dense de complexes vasculaires comparés a ceux obtenus avec le milieu conditionné

-113 -



Nombre totale moyen de
complexes tubulaires endothéliaux

1.59 +

—_—
c
g . T ‘
.§ R —_
x 1.04
8 T
=
=]
2
S 0.5
N
._15
c
©
=
<]
0.0
Cetuximab = & - + - +
O A\ &S
> N
& S £
Longueur totale moyenne des
4- complexes tubulaires endothéliaux

Longueur des tubules (x Témoin)
N

0
Cetuximab - + - + - +
O O >
N &
\'F\ < (_§"\
Surface totale moyenne occupée par
les complexes tubulaires endothéliaux
200+
I * I I - I
%
2 1504 -
a
= 1
b
= 100+
E
(=]
i
3 50+
£
=
w
0
Cetuximab + - + - +

@ S
‘é) ISia éé\

Figure IIl.7 : Variation des parameétres quantitatifs caractéristiques du bourgeonnement aortique. Les
graphiques représentent les valeurs normalisées du nombre et de la longueur de tubules, ainsi que la
surface qu'ils occupent, par rapport au milieu non conditionné par les cellules tumorales. MNC désigne le
milieu non conditionné. siRNA Ctl le milieu conditionné par les cellules Cal 27 transfectées par la séquence
de siRNA contrble et siPTEN le milieu conditionné par les cellules Cal 27 transfectées par la séquence de
siRNA qui cible PTEN. La normalisation est réalisée sur les moyennes des duplicats de 3 expériences
indépendantes * écarts moyens. *: P <0,05; **: P < 0,01.



par les cellules Cal 27 (P = 0,0143 - Figure 111.10, graphe Nombe, colonne 5 vs colonne 3). La
densité du réseau vasculaire formé rend néanmoins I’analyse quantitative difficile. Les images
obtenues en grossissement plus important par microscopie a contraste de phase détaillent ce
phénomene sur les images suivantes (Figure 111.8).

Figure 111.8 : Image de deux anneaux aortiques a 5 jours de cultures dans les milieux conditionnés par les
cellules siPTEN en microscopie a contraste de phase. Grossissement x10. siPTEN désigne le milieu produit

par les cellules Cal 27 dans lesquelles I'expression de PTEN est inhibée par siRNA.

Le silencing de PTEN dans les cellules Cal 27 affecte donc bien la production de facteurs
angiogéniques par les cellules tumorales, conduisant a une diminution de la capacité migratoire des
cellules vasculaires sous I’effet de ce milieu, mais une augmentation trés importante du nombre de
bourgeonnements et de ramifications.

Suite au traitement des cellules SIPTEN par le cetuximab, on observe un éclaircissement trés nette
des structures vasculaires, avec une densité cellulaire trés restreinte et des ramifications peu
nombreuses (Figure I11.5 photos «SiPTEN + cetuximab » vs «SiPTEN »). Les données de
quantification confirment I’observation puisque le nombre des structures tubulaires est réduit de
40% en milieu conditionné par les cellules SIPTEN exposées au cetuximab par rapport au hombre
total moyen compté en milieu conditionné par les cellules SiPTEN non traitées (472,2 + 263,2 vs
1013 + 101,7 ; P = 0,0275).

Ainsi, les cellules siPTEN exposées au cetuximab produisent un milieu dont la capacité a induire le
bourgeonnement endothélial est significativement amoindrie par rapport aux cellules non traitées,
avec une longueur totale des structures tubulaires diminuée de moitié (1,4 vs 0,7 — Figure 111.10
Graphe Longueur, différence non significative statistiquement P = 0,0771).

Ainsi le cetuximab aurait, via les cellules SIPTEN, un effet inhibiteur sur I’angiogenése, effet

particulierement visible sur la capacité des cellules vasculaires a proliférer.
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Diagramme |Il.1: Récapitulatif des effets angiogéniques des différents milieux

conditionnés sur les anneaux aortiques.




L’ensemble de ces résultats montre que le cetuximab a un effet antiangiogénique direct sur les
cellules endothéliales (milieu non conditionné contenant le cetuximab). L’exposition des cellules
Cal 27 au cetuximab provoque des changements dans les molécules angiogéniques que ces cellules
liberent dans le milieu conditionné. Ces changements ont un impact essentiellement sur
I’architecture du réseau vasculaire issu des anneaux aortiques. Ce dernier apparaissant plus étendu,

abondamment ramifié, tout en présentant de plus nombreuses plages de cellules ragroupées.

En revanche, le silencing de PTEN a pour conséquence une production de facteurs par les cellules
Cal 27 qui ont pour effet de concentrer I’angiogenése dans un périmétre restreint autour de I’anneau
aortique, suggérant que dans ce contexte, la capacité des cellules endothéliales a migrer semble
limitée, au profit d’une capacité de bourgeonnement et de ramification augmentée, puisqu’elles sont
tres nombreuses et les tubes trés courts.

L’ensemble des résultats est schématisé dans le diagramme suivant D.111.1.

4 — 2) Composition des milieux conditionnés

Pour comprendre ces observations microscopiques, le contenu en molécules angiogéniques des
milieux conditionnés a été analysé. Ainsi les quantités de VEGF ont été évaluées afin de vérifier si
les modifications de la concentration du facteur (dont I’expression est régulée par la voie
PI3K/AKT, dépendante de I’EGFR) peuvent étre a I’origine des phénoménes angiogéniques
observés. Pour ce faire, la technique de bioplex protein array a été utilisée.peuvent étre a I’origine
de ces phénomenes de bourgeonnement. Pour ce faire, la technique de bioplex protein array a été

utilisée.

a. Dosage du VEGF

Les cellules Cal 27 produisent a I’état basal (dans les conditions expérimentales décrites dans la
partie 11 de ce travail) 2pg/mL de VEGF dans le milieu conditionné (Figure I11.7). L’exposition au
cetuximab réduit d’environ 3 fois la libération de VEGF par les cellules Cal 27, correspondant a
I’inhibition de la voie PIBK/AKT (partie | et I1) qui régule la synthése du VEGF. Cette régulation
est également mise en évidence par I’effet du silencing de PTEN sur la concentration de VEGF
puisque la perte transitoire de PTEN dans les cellules Cal 27 a pour conséquence une production de
VEGF multipliée par 3 (5,46 pg/mL).
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Dosage du VEGF dans les milieux conditionnés
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Figure 111.9: Concentrations de VEGF dans les différents milieux conditionnés. La mesure de la
concentration de VEGF dans les milieux conditionnés par les cellules Cal 27 et les milieux conditionnés par
les cellules siPTEN ont été réalisée au moyen du bioplex protein array, avec l'utilisation d’'un kit dédié au
dosage des cytokines. Le graphique représente les valeurs moyennes du dosage de 3 expériences

indépendantes+ écarts moyens. *: P < 0,05 .



L’efficacité du cetuximab a inhiber I’activation de la voie PISBK/AKT observée dans les cellules
SiPTEN a pour conséquence une reduction de 20% de la concentration de VEGF dans le milieu
conditionné. Ainsi les quantités de VEGF libérées par les cellules correspondent aux mécanismes de
régulation de sa synthese précédemment décrits.

Ainsi, I’augmentation du VEGF libéré par le silencing de PTEN permet d’expliquer en partie les
résultats observés en microscopie avec une densité de bourgeonnement qui est augmentée, typique
d’une concentration élevée de VEGF. Les effets anti-angiogéniques (baisse de 60% du taux de
VEGEF libéré) du cetuximab via les cellules Cal 27 sont quant & eux difficilement corrélables aux
observations microscopiques qui montrent d’une part un réseau vasculaire plus étendu, plus ramifié
donc en opposition avec une baisse de VEGF, et d’autre part une augmentation du nombre de plages
de cellules regroupées (donc non angiogéniques) en adéquation avec cette baisse de VEGF libéré.
En revanche, dans le cas des cellules siPTEN traitées par le cetuximab, la baisse de VEGF libéré
(20%) est en adéquation avec I’effet anti-angiogénique (anti-prolifératif) observé par microscopie.
Ainsi, I’analyse de I’angiogenéese par microscopie montre que a lui seul, le VEGF ne peut expliquer
les différences parfois subtiles observees entre les différentes conditions expérimentales. Ceci a
motivé une analyse plus globale de la balance angiogénique des facteurs en présence dans ces
milieux conditionnés, par I’étude de leurs compositions au moyen d’un kit permettant la détection

simultannée d’un grand nombre de facteurs pro ou anti-angiogéniques.

b. Détection d’autres facteurs
La technique utilisée pour identifier un plus large spectre de molécules présentes dans les milieux
conditionnés est une technique d’array. Ce type d’analyse permet de mettre en évidence des
variations de nombreuses cibles dues a une condition expérimentale, sans cependant fournir une
quantification de I’ampleur des variations. Les résultats mettent en évidence que I’exposition des
cellules Cal 27 au cetuximab, de méme que le silencing transitoire de PTEN ont un impact sur la
quantités de facteurs pro et anti-angiogéniques libérés par les cellules, qui peut étre mis en relation
avec les variations de I’activation des voies de signalisation mises en évidence précédemment.
La figure 111.10 représente les résultats de I’analyse des milieux conditionnés, ils sont exprimés en
intensité du signal obtenu. Une quinzaine de facteurs impliqués dans la régulation de I’angiogenése
ont émergé de cette analyse, sur les cinquante que le kit peut mettre en évidence.
Ainsi, les résultats de I’array montrent que de nombreux facteurs pro et anti-angiogéniques sont
détectés dans les milieux conditionnés par les cellules Cal 27 et que le cetuximab comme la perte
d’expression transitoire de PTEN ont un impact sur la libération de ces facteurs par les cellules Cal
27.
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Facteurs de régulation de I'angiogenése détectés dans
les milieux conditionnés
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Figure 111.10 : Variation des facteurs impliqués dans la régulation de l'angiogenése détectés dans les
différents milieux conditionnés. Les graphiques représentent I'intensité de signal mesurée par le logiciel
Quantity One sur les membranes ayant réagi avec les milieux conditionnés par les cellules Cal 27 et
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Outre le nombre de facteurs détectés dans des concentrations variables dans les milieux
conditionnés, ces résultats montrent la complexité de la balance pro/anti-angiogénique puisque les

facteurs ont des effets biologiques d’ampleurs variables.

Les facteurs pro-angiogeniques IL 8, GM-CSF, MCP 1 et VEGF ont été décrits comme des facteurs
qui jouent un réle prépondérant dans I’angiogenése induite par les carcinomes épidermoides de la
téte et du cou (Partie introductive). Ces facteurs sont en effet mis en évidence et leurs niveaux
d’expression par les cellules Cal 27 exposées au cetuximab ou les cellules siPTEN subissent des
variations. En revanche, le FGF basique, impliqué dans la promotion de I’angiogenése tumorale des
carcinomes épidermoides de la téte et du cou, n’a été détecté ni par le BPA ni par la méthode
d’array, ce qui indique qu’il ne fait pas partie des facteurs sécrétés par les cellules Cal 27, mais
pourrait étre plutdt issu de la matrice extracellulaire et/ou de la membrane basale endothéliale.

De facon similaire & ce qui est observé in vivo et chez les patients, les facteurs qui sont détectés
dans les plus importantes quantités dans le milieu conditionné par les cellules Cal 27 sont le GM-
CSF, le VEGF et I’IL8 (Figure 11.10). Par ailleurs, la lignée cellulaire sécréte, dans des quantités
comparables a celles du GM-CSF, I’inhibiteur tissulaire des métalloprotéases TIMP 1, en lien avec
la présence de la MMP 9 dans les milieux conditionnés. En termes d’intensité de signal viennent
ensuite I’angiogénine, du méme ordre que celle de I’IL8, suggérant une forte concentration basale

de ces deux facteurs dans le milieu conditionné des cellules Cal 27.

Le traitement des cellules Cal 27 par le cetuximab semble provoquer une diminution de la libération
du VEGF, de I’angiogénine, de la MMP9 et de I’endostatine, mais également une augmentation de
la thrombospondine-1 (TSP-1), de I’'lGFBP3, etc. L’analyse de ce milieu conditionné montre une
balance angiogénique qui est modifiée a la fois au niveau de ces facteurs pro et anti-angiogéniques,
ce qui peut expliquer ces deux effets observés en microscopie, a savoir un effet qui semble pro-
angiogénique avec des structures tubulaires mieux structurées et un effet anti-angiogénique avec des
plages plus nombreuses de cellules en amas, peu angiogéniques.

Le silencing de PTEN, quant & lui, induit de fortes modifications de certains facteurs : une trés forte
augmentation de I’IGFBP3 (facteur anti-angiogénique), et une trés forte diminution du facteur
tissulaire (TF), de GM-CSF et de I’angiogénine (facteurs pro-angiogéniques) et de I’endostatine
(facteur anti-angiogénique). Le silencing de PTEN produit par ailleurs des augmentations
significatives de VEGF, MCP-1, TSP-1 et de significatives diminutions de TIMP-1, uPA, MMP9.
Ces nombreuses et fines modifications de la balance montrent 1a encore, qu’il est difficile d’établir

un lien entre les observations microscopiques et des phénoménes moléculaires.

- 117 -



Il est intéressant cependant de noter qu’en cas de traitement des cellules siPTEN par le cetuximab,
nombreuses de ces modifications sont « inversées» dans le sens ou le cetuximab, s’opposerait a
I’effet que le silencing de PTEN semble avoir sur la sécrétion de ces facteurs et sans doute sur leur
expression. Parmi toutes ces modifications on note, par exemple, que pour la thrombospondine 1,
facteur décrit comme un anti-angiogénique puissant, le silencing de PTEN conduit a son
augmentation d’un facteur de 1,7 fois dans le milieu, comparé aux cellules Cal 27 exprimant PTEN.
L’exposition de ces cellules SiPTEN au cetuximab, raméne leur libération de la TSP-1 a des valeurs
proches des cellules Cal 27 non traitées et il en est de  méme pour GM-CSF, TIMP-1, MMP9,
MCP-1, TF, IGFBP3, Endostatine. En revanche, il s’avére que pour le VEGF, I’'UPA et I’IL8, le
cetuximab va au dela de cette inversion d’effet (Figure 11.10). Pour le VEGF, pour lequel, il inhibe
I’augmentation de sécrétion induite par le silencing de PTEN, le cetuximab inhibe en plus la
sécrétion basale des cellules Cal 27. De méme pour I'uPA et I’IL8, le cetuximab inhibe la
diminution induite par le silencing de PTEN et en plus induit une augmentation de ces deux facteurs

comparés au niveau basal retrouvé dans les milieux conditionnés par les cellules Cal 27.
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5- Discussion

La microscopie de fluorescence a été choisie initialement comme méthode d’observation pour la
possibilité d’avoir recours a des marqueurs spécifiques des cellules endothéliales comme le facteur
Von Willebrand. La détection de cette protéine a été tentée par un marquage immuno-fluorescent
indirect. Mais le matrigel piégeant I’anticorps, un bruit de fond important a été observé. La
technique de fluorescence s’est donc heurtée aux conditions expérimentales mises en oeuvre ici,
notamment la culture tri-dimensionnelle dans une matrice extracellulaire. Cependant le marquage a
la phalloidine-Texas Red donne un certain nombre d’informations d’ordre qualitatif. Notamment le
marquage de I’actine des cellules endothéliales cultivées dans le milieu conditionné par les cellules
SIPTEN est hétérogene suggérant que le cytosquelette de ces cellules peut étre altéré. La sensibilité
du microscope a tres faible grossissement (x 4) en fluorescence empéche I’utilisation de cette
technique d’observation pour visualiser I’anneau aortique dans son ensemble

Afin de visualiser I’induction de I’angiogénése par I’anneau aortique entier, le recours a une
technique de microscopie photonique en transmission a été adaptée. De plus I’observation en
lumiére transmise a permis de recueillir un grand nombre de données pouvant étre exploitées de

facon quantitative.

La dissémination des cellules endothéliales a distance de I’anneau aortique n’est pas un phénomeéne
induit par les cellules tumorales puisqu’il est observé dans les échantillons cultivés en milieu non
conditionné. Les cellules endothéliales migrent depuis la piéce aortique, mais restent massivement
sous forme sphérique sans adopter le phénotype angiogénique qui leur permet de proliférer
activement tout en migrant et s’étirant pour former des tubes et en bourgeonneant pour former un

réseau vasculaire complexe et structuré.

Outre la matrice synthétique et les conditions de culture qui fournissent des facteurs de croissance,
il semble que les cellules endothéliales ne trouvent pas les molécules suffisantes pour basculer dans
ce phénotype angiogénique complet. Les résultats présentés correspondent a six jours de culture des
anneaux aortiques. Les premiéres cellules en migration sont visibles environ 72 heures apres la mise
en culture. Dans ces milieux non conditionnés par les cellules tumorales, un effet inhibiteur direct
du cetuximab sur le bourgeonnement des cellules endothéliales est mis en évidence, suggérant que
le cetuximab pourrait inhiber I’angiogenése indépendamment de son effet via les cellules tumorales.

Ce mécanisme d’inhibition directe de I’angiogenése par I’action des anti-EGFR sur les cellules
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endothéliales a été précédemment décrit.

Notamment, des travaux menés in vivo dans un modéle de carcinome du pancréas montrent un effet
cytotoxique du cetuximab sur les cellules endothéliales. En effet, dans cette étude 69% d’entre elles
sont en apoptose au sein des tumeurs portées par les animaux traités par cetuximab (Bruns CJ et al,
2000). Suite a ce type d’observations, le mécanisme d’action a été étudié, et I’équipe de Hirata
attribue I’effet anti-angiogénique d’un autre anti-EGFR, le gefitinib, au blocage de la signalisation
intracellulaire endothéliale suite a I’inhibition de ’EGFR ainsi qu’a une régulation négative de la
synthése de VEGF et d’IL8 (Hirata A et al, 2002). La surexpression de I'EGFR par les cellules
endothéliales semble étre une caractéristique des cellules endothéliales associées aux tumeurs. Kim
et collaborateurs montrent en effet que le récepteur, exprimé par les cellules endothéliales
tumorales, n’est pas détecté dans les cellules endothéliales issues d’organes sains (Kim SJ et al, 2003).
De plus ces auteurs évoquent la possibilité selon laquelle I’expression et I’activation de récepteurs
de croissance par les cellules endothéliales répondent a un conditionnement par le
microenvironnement. Cependant, des travaux menés au sein du laboratoire (menés par Valérie
Jouan-Hureaux et Cédric Boura sous la direction de Béatrice Faivre) confirment que les cellules
endothéliales (HUVEC), en culture non conditionnée, expriment un niveau d’EGFR basal faible
mais détectable par western blot. Ces données permettent d’expliquer I’effet anti-angiogenique du
cetuximab dans les milieux non conditionnés par son action cytostatique sur les cellules

endothéliales.

Le logiciel AngioQuant donne des indications quantitatives sur le phénoméne de bourgeonnement,
qui doivent néanmoins étre exploitées en considérant les caractéristiques de mesure. En effet, le
logiciel évalue un complexe tubulaire pour le signal d’une dizaine de pixels, aussi parmi les
évenements comptés, on peut distinguer des cellules qui ne forment pas a proprement parler de
structure de type tubulaire, expliquant le nombre élevé trouvé dans le milieu non conditionné par les
cellules tumorales. Le logiciel fournit un module de comptage du nombre d’embranchements,
évaluant le phénoméne d’anastomose qui est un parameétre pertinent dans I’étude de I’angiogenese
tumorale qui met en place des réseaux vasculaires désordonnés avec de nombreuses structures non
fonctionnelles. Toutefois cette donnée n’a pas pu étre exploitée dans cette étude, le niveau de
discrimination du logiciel étant insuffisant a traiter les images présentées ici. Notamment des amas
compacts de cellules endothéliales sont observés dans le milieu conditionné par les cellules sSiPTEN
et ne permettent pas de distinguer de facon assez fine les ramifications formées.

-120 -



En confrontant les observations morphologiques et les données quantitatives qui fournissent une
indication plut6t que des valeurs absolues, on observe cependant une tendance a la structuration et
I’organisation du réseau vasculaire formé sous I’effet du milieu conditionné par les cellules
tumorales exposées au cetuximab. Ce dernier induit la formation d’un nombre de structures

tubulaires plus faible mais dont la longueur est augmentée.

Ce phénomeéne peut étre rapproché de la « normalisation » vasculaire qui a d’abord été decrite in
Vivo et chez les patients traités par thérapies anti-angiogéniques. En 2009, deux études sont publiées
simultanément, démontrent que le traitement par erlotinib améliore la vascularisation tumorale. De
facon intéressante, ces deux études sont menées sur des modeles de xénogreffes SQ20B, une lignée
cellulaire issue d’un carcinome épidermoide de la téte et du cou. Cerniglia et collegues, ménent des
travaux qui évaluent I’architecture et la fonctionnalité des vaisseaux. Ils montrent que le traitement
par erlotinib inhibe la synthése du VEGF. D’aprés les auteurs, la modification du
microenvironnement du fait de cette inhibition est a I’origine du phénomeéne de normalisation qu’ils
décrivent. Les tumeurs SQ20B, suite a seulement 4 jours de traitement a I’erlotinib ont une
vascularisation plus réguliere (vaisseaux mieux formés) et plus fonctionnelle (vaisseaux moins
fuyants, augmentation du flux sanguin tumoral). Ces modifications induites par le traitement anti-
EGFR conduisent a une meilleure oxygénation, dont les auteurs suggérent qu’elle est a I’origine de
la radiosensibilisation. Dans leur étude, Qayum et collaborateurs font les mémes observations dans
les tumeurs suite au traitement par erlotinib (augmentation du flux sanguin, diminution de I’hypoxie
tumorale), qu’ils complétent avec des inhibiteurs de Ras et de PI3K. L’inhibition des voies de
signalisation provoque également une normalisation vasculaire (Cerniglia G et al, 2009, Qayum N et al,
2009).

Ainsi, le niveau d’organisation du bourgeonnement aortique en réponse au milieu conditionné par
les cellules Cal 27 exposées au cetuximab semble s’inscrire dans ce phénoméne de normalisation

vasculaire. Ces observations doivent étre complétées par une étude in vivo.

De facon inattendue, la perte transitoire de I’expression de PTEN a pour effet une modification de la
composition des milieux conditionnés qui conduit a une diminution du nombre de complexes
tubulaires formés. L’analyse de la composition des milieux conditionnés montre que les cellules
SIPTEN produisent un niveau de thrombospondine 1 plus important que les cellules Cal 27. Cette
régulation négative de la TSP-1 par PTEN concorde avec les données publiées par Soula-Rothhut et
collegues. D’apres ces travaux, la réexpression de PTEN dans une lignée cellulaire de carcinome de
la thyroide induit une répression de I’expression de la TSP-1 (Soula-Rohhut et al, 2009).
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L’IGFBP3, qui est également un facteur anti-angiogénique impliqué dans I’inhibition de
I’angiogenése induite par les carcinomes épidermoides de la téte et du cou (Oh SH et al, 2006), est
présente en forte concentration dans les milieux produits par les cellules SiPTEN et participe
probablement a la diminution de I’induction du bourgeonnement endothélial. De la méme facon, la
libération ou la synthése de GM-CSF et MCP1, décrits comme des facteurs importants dans
I’induction de I’angiogenése par les carcinomes épidermoides de la téte et du cou, est régulée de
facon négative par les cellules SiPTEN.

Par ailleurs le milieu conditionné par les cellules siPTEN induit un bourgeonnement qui s’étend
peu, évoquant une faible capacité a migrer ou a se propager au sein de la matrice tridimensionnelle.
Il est intéressant de constater que la présence des MMP semble diminuée dans ces milieu,
fournissant une possible explication a I’observation. En effet, les concentrations de la MMP 9 et du
TIMP 1 diminuent légérement. Bien que TIMPL1 soit un inhibiteur des métalloprotéases, son niveau
d’expression est considéré comme un marqueur de I’activation des MMP (Pradhan-Palikhe et al, 2010).
Ainsi, les variations des quantités de facteurs qui régulent I’angiogenése détectés dans les milieux
conditionnés, donnent une indication sur I’origine moléculaire de I’induction plus ou moins
importante par les milieux conditionnés par les cellules tumorales. Cependant, il convient de
compléter ce type d’analyse par des dosages quantitatifs (ELISA) pour avoir une indication plus
précise.

L’angiogenése induite par les milieux conditionnés par les cellules Cal 27 ne montre pas de
corrélation avec les variations de concentration du VEGF mesurées. Il semble donc que
I’angiogenese induite par ce modele cellulaire ne soit pas entierement dépendante de ce facteur, ce
qui corrobore les travaux de Hasina et collaborateurs, qui proposent deux clusters de genes
impliqués dans la régulation de I’angiogenése induite par les carcinomes épidermoides de la téte et
du cou (Hasina et al, 2008). Une telle observation se révéle pertinante dans un contexte translationnel,
car il pose dés la question du bénéfice des thérapies anti-angiogénique basées sur le ciblage du
VEGF dans des sous-populations de patients dont les tumeurs seraient dépendantes d’autres facteurs

pour I’établissement de la vascularisation tumorale.
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DISCUSSION GENERALE



Les tumeurs des voies aérodigestives supérieures regroupent un ensemble de lésions malignes
hétérogeénes en termes histologique, anatomique et moléculaire. Une telle hétérogénéité en fait une
pathologie complexe dont la biologie tumorale reste a élucider. Les carcinomes épidermoides, qui
représentent 90% des tumeurs de la téte et du cou, sont notamment caractérisés par un taux de
récurrence tres élevé. D’apres Cripps et al, ce taux n’a pas diminué en I’espace de trois décennies, et
ce malgré des changements dans la prise en charge thérapeutique avec notamment I’émergence des
thérapies ciblées qui ont pourtant soulevé de grands espoirs. Le constat d’une efficacité modérée de
ces agents anti-cancéreux dans le traitement des carcinomes épidermoides de la téte et du cou a
conduit & une activité de recherche dense qui vise a éclaircir les mécanismes moléculaires sous-
jacents. Un des objectifs de ces investigations étant d’identifier d’éventuels marqueurs moléculaires

pouvant prédire I’efficacité des thérapies ciblées.

Le travail présenté ici s’inscrit dans cette thématique, ayant pour socle le constat que la perte
d’expression de la protéine PTEN, un acteur clé de I’intégrité cellulaire, est un événement
relativement fréquent dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou, contrairement aux
altérations qui touchent le géne. En effet, le catalogue des mutations somatiques, alimenté par le
projet « Cancer genome », avance la fréquence de mutations de PTEN a moins de 5%
(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/). Cependant les altérations de I’expression

protéique de PTEN sont de I’odre de 20% (Guney et al, 2007, Lee J et al, 2001).

Par ailleurs, les voies de signalisation contrélées par I’activité de PTEN sont impliquées dans la
synthése de facteurs qui régulent le processus angiogénique. Notamment le VEGF, décrit comme
une molécule pro-angiogénique majeure. La perte d’expression de PTEN a donc été décrite comme
un évenement qui favorise I’angiogenése tumorale. Des travaux indiquent que la surexpression de
VEGF peut étre liee a une résistance aux anti-EGFR (Viloria-Petit et al, 2001, \Vallbohmer D et al, 2005). La
capacité anti-angiogénique des anti-EGFR a été décrite dans de nombreuses études menées in vivo.
Toutefois les mécanismes sous-jacents sont méconnus. De méme les stratégies d’inhibition de
I’angiogenése tumorale sont aujourd’hui entrées dans I’arsenal thérapeutique mais leurs

mécanismes d’action sont encore mal compris.

Notre étude est la seule, en date, a tenter de définir le rdle de la perte d’expression de PTEN dans la
réponse au cetuximab des carcinomes épidermoides de la téte et du cou. L’absence de donnée
concernant une relation entre la perte d’expression de PTEN et une réponse modeste de ce type

tumoral au cetuximab, est peut-étre due a I’absence de modeles cellulaires établis, naturellement
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déficients pour PTEN, contrairement a ceux qui sont disponibles dans d’autres types tumoraux.

La premiére partie de ce travail expérimental consistait donc & la mise au point d’un modéle
cellulaire adapté. La lignée cellulaire Cal 27 a été sélectionnée pour subir un silencing de PTEN
selon une modalité transitoire et une modalité stable. Ces deux méthodes, apportant des résultats
complémentaires.

Dans une seconde partie, notre travail s’est intéressé au phénomeéne de I’angiogenése tumorale.
Dans ce contexte, I’objectif visait & étudier les modifications induites par le silencing de PTEN et le
traitement par cetuximab dans les cellules Cal 27, pouvant avoir des conséquences sur le potentiel
angiogénique de ces cellules tumorales. C’est pourquoi nous avons eu recours a un modele
d’explants aortiques. Celui-ci constitue un modéle ex vivo plus complexe que les modéles
d’angiogenése in vitro (Goodwin AM, 2007, Aplin AC et al, 2008) et offre la possibilité d’observer I’effet
de milieux de culture produits par les cellules tumorales : les milieux conditionnés. Cette approche
permet ainsi d’observer les effets angiogéniques médiés par les cellules tumorales directement,
contrairement aux études in vivo aucours desquelles les traitements notamment, peuvent agir au

niveau de I’endothélium ou du stroma tumoral.

La lignée cellulaire Cal 27 s’avere étre un modele pertinent, dont la réponse au cetuximab est en
ligne avec ce qui a été précédement observé in vitro (Huang SM et al, 1999) et reflétant la modeste
réponse clinique observeée suite au traitement de patient atteints de cette pathologie (Conhen EE, 2006).
Par ailleurs, cette lignée caractérisée par une surexpression de I’EGFR (Olivier S et al, 1990) répond a
la stimulation a I’EGF par une activation des voies de signalisation et conduit a une augmentation
de la viabilité cellulaire des Cal 27 d’environ 20% aprés 48h d’exposition. Il est intéressant de
constater que le traitement par cetuximab a pour effet une réduction de la viabilité cellulaire qui est
exactement du méme ordre. Dans leur étude, qui établit que la perte d’expression de PTEN est
associée a une resistance au cetuximab dans les carcinomes colorectaux, Jhawer et collaborateurs
indiquent que la réponse d’une lignée cellulaire & I’EGF prédit la réponse au cetuximab. Les
cellules Cal 27 semblent correspondre a ce schéma (Jhawer M et al, 2008).

Cependant, activateurs ou inhibiteurs, les effets médiés par I’lEGFR sont modérés. Ces résultats
suggeérent que la lignée Cal 27 n’est pas strictement dépendante d’EGFR pour sa croissance. En
revanche, la sensibilité des cellules Cal 27 aux inhibiteurs spécifiques de phosphoprotéines plus en
aval de la signalisation indique une forte dépendance aux voies PISK/AKT et MAPK pour leur
survie et leur prolifération. Ce résultat explique probablement que le silencing de PTEN, transitoire
comme durable, n’induit pas de perte d’efficacité du cetuximab sur les cellules Cal 27.
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En particulier, I’activation d’AKT semble étre déterminante pour la croissance cellulaire de la
lignée Cal 27, comme en atteste la suppression de la viabilité provoquée par le traitement par la
perifosine. De méme, le blocage de I’activation de ERK ' induit une inhibition de la croissance
cellulaire importante, mais d’effet plus modéré. Notre modele cellulaire est représentatif de la
réponse, modeste, au cetuximab des carcinomes épidermoides de la téte et du cou et la perifosine se
révéle étre un puissant inhibiteur de la croissance cellulaire de ce modéle. Il semble dés lors
intéressant de proposer la perifosine, actuellement en phase Il d’essais cliniques dans divers types
tumoraux, comme un candidat prometteur pour compléter I’arsenal des thérapies ciblées utilisées
dans la prise en charge des carcinomes épidermoides de la téte et du cou.

Contrairement a ce qui a été démontré dans divers types tumoraux, nos résultats permettent de
conclure que I’efficacité du cetuximab n’est pas affectée par la perte d’expression de PTEN dans les
cellules Cal 27.

Cependant la perte d’expression de PTEN a un impact significatif sur I’état d’activation des voies
de signalisation et la croissance des cellules Cal 27. Alors qu’une régulation négative de pEGFR
significative est observée suite au silencing de PTEN, les voies PISK/AKT et MAPK sont
suractivées. Les cellules déficientes pour PTEN se montrent alors d’autant plus sensibles a
I’inhibition de pAKT et de pERK Y.

Ensemble, ces résultats suggerent que malgré une surexpression d’EGFR dans les carcinomes
épidermoides de la téte et du cou, la croissance tumorale de ce type de cancer pourrait étre sous la
dépendance d‘acteurs moléculaires des voies de signalisation intracellulaires plutot que sous celle
du récepteur en lui méme, ce qui pourrait expliquer que les résultats cliniques du traitement par
cetuximab sont modérés.

Par ailleurs, au cours de notre étude de I’angiogenése induite par les cellules tumorales, nous avons
pu observé un effet direct cytostatique du cetuximab sur les cellules vasculaires. Cependant
I’exposition des cellules Cal 27 au cetuximab ne semble pas induire de modifications claires du
potentiel pro-angiogénique des cellules tumorales puisque des effets contradictoires ont été mis en

évidence.

Le silencing de PTEN induit des changements significatifs dans la répartition des cellules dans les
phases du cycle cellulaire, observé a 72h apreés la transfection par le siRNA. La diminution du
pourcentage de cellules en GoG; observée dans les cellules siPTEN est un effet attendu, selon la
régulation de la transition G;S décrite pour PTEN. En revanche cette déplétion se fait au profit de la
phase G,M plut6t que de la phase S.
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Des travaux récents évoquent la localisation nucléaire de PTEN comme un possible mécanisme de
régulation de la progression du cycle en phase G, (Jacob Al et al, 2009). L’accumulation relative des
cellules PTEN déficientes dans la phase G,M, décrite comme la phase la plus radio sensible (Pawlick
TM et al, 2004), ainsi que le role de la protéine dans le maintien de I’intégrité du matériel génomique,
suggeérent que la perte d’expression pourrait avoir un effet radiosensibilisant sur les carcinomes
épidermoides de la téte et du cou, ce que montrent Pattje et collaborateurs tres récemment (Pattje \WJ
et al, 2010).

Dans ce contexte, le cetuximab ne montrant pas de perte d’efficacité et étant une molécule
radiosensibilisante, la perte d’expression de PTEN dans les carcinomes épidermoides de la téte et du
cou pourrait en fait s’averer étre un évenement positif pour la prise en charge thérapeutique par

radiations et chimiothérapie concomitante.

Depuis sa caractérisation, PTEN est décrit comme un géne suppresseur de tumeurs. L’approche
expérimentale qui a permis de déterminer ce réle du géne et de la protéine pour laquelle il code, a
essentiellement consisté en des transfections, amenant a la surexpression de PTEN in vitro et in vivo
dans des lignées cellulaires déficientes pour I’expression de la phosphatase. Dans les différents
modeles utilisés, les protocoles expérimentaux appliqués ont produit des différences importantes
dans le potentiel prolifératif des cellules selon le statut d’expression de PTEN. Au contraire,
I’inhibition de I’expression de PTEN dans les cellules Cal 27 ne produit pas de changement
drastique dans le taux de prolifération cellulaire. Bien que le temps de doublement des cellules PEI
6 et PEI 7 soient écourté, le nombre de cellules est équivalent a celui trouvé pour les cellules
parentales.

Les courbes de suivi de la croissance cellulaire indiquent une diminution significative de la mesure
par MTT du fait de la perte d’expression de PTEN. Les disparités entre le taux de prolifération et
ces résultats qui rapportent I’activité respiratoire mitochondriale nous ont amené a nous interroger
sur la production d’ATP cellulaire indépendante de la mitochondrie.

La perte d’expression de PTEN dans les cellules Cal 27 est un événement qui pourrait favoriser le
métabolisme du glucose sans consommation d’oxygene, les cellules Cal 27 auraient recours a la
glycolyse pour leur production d’ATP, sans la respiration mitochondriale.

Dans les cancers oraux, GSK3 est maintenue dans un état inactif par sa phosphorylation, catalysée
par pAKT (Mishra R, 2010), ce qui permet I’activité de la glycogen-synthase. La glycogen-synthase
constitue une réserve de glucose immédiatement disponible pour le métabolisme énergétique
cellulaire. La perte d’expression de PTEN dans les cellules Cal 27 provoque une suractivation
d’AKT et pourrait donc agir en faveur de la glycolyse. Afin de vérifier I’impact de la perte
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d’expression de PTEN sur le métabolisme du glucose dans les cellules Cal 27, une mesure du
lactate (produit lors de la glycolyse) dans le milieu de culture fournirait une indication d’éventuelles
modifications. Il a été montré, sur un petit nombre de patients, que I’augmentation du taux de lactate
dans le micro-environnement des carcinomes épidermoides de la téte et du cou est associée a une

plus grande incidence de métastases (Walenta S et al, 1997).

Le recours a la glycolyse comme source d’ATP, de fagon indépendante de la mitochondrie, donc de
fagcon indépendante de la disponibilité en oxygene, confére un avantage aux cellules tumorales. La
survie cellulaire est assurée dans les conditions ou I’oxygéne se raréfie dans le micro-
environnement, et ce avant méme que les mécanismes adaptatifs cellulaires induits par hypoxie
n’ait été mis en place, via notamment I’activation du facteur de transcription HIF-1 et ses cibles.
Des travaux menés sur des modeles cellulaires déficients pour I’expression de PTEN mettent en
évidence une « addiction au glucose » pour leur prolifération, qui peut étre levée par la restauration
de I’expression de la protéine. 1l semble que les cellules déficientes pour I’expression de PTEN
dépendent de la glycolyse pour leur prolifération (Blouin MJ et al, 2010).

De méme, I’étude de Mahimainathan et collegues lie la perte d’expression de PTEN a une
hypertrophie cellulaire induite par de fortes concentrations de glucose (Mahimainathan L et al, 2006). 11
est intéressant de noter que les cellules PEI 6 et PEI 7, déficientes pour PTEN, obtenues suite a nos

travaux, sont caractérisées par une taille plus importante que les cellules parentales.

Une forte glycolyse cellulaire leve la dépendance a la vascularisation, les cellules disposent d’une
source d’énergie interne. Nos résultats, obtenus dans I’étude de I’impact du silencing de PTEN sur
I’induction de I’angiogenese dans un modéle d’anneaux aortiques, soutiennent ce concept. En effet,
le milieu conditionné par les cellules siPTEN montre une capacité a induire le bourgeonnement
endothélial amoindrie par rapport aux cellules Cal 27. Une diminution de la concentration de
certains facteurs pro-angiogéniques, conjuguée a I’augmentation de facteurs anti-angiogéniques, est
détectée dans les milieux conditionnés par les cellules déficientes pour I’expression de PTEN.

Ainsi, les modeles cellulaires Cal 27 inhibés pour I’expression de PTEN, dont I’activité métabolique
mitochondriale est réduite, évoquent un recours a la glycolyse cellulaire et ont une capacité a

induire I’angiogenese qui semble diminuée.
La perte d’expression de PTEN favorise la migration cellulaire (Tamura et al. 1998, Dey N et al 2008, Gu
et al. 1999). Une perte d’adhésion des cellules du fait de I’inhibition d’expression de PTEN par

siRNA a également été décrite (Mise-Omata S et al, 2005).
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Les observations des lignées cellulaires PEI 6 et PEI 7 suggérent également une perte d’adhésion,
bien que des tests doivent étre réalisés pour étudier ce phénomene. Le détachement des cellules
déficientes pour I’expression de PTEN ne semble pas étre suivi par la mort cellulaire. En effet, la
perte d’expression de PTEN a été liée a la résistance a I’anoikis. Vitolo et collaborateurs montrent
que la perte d’expression générée in vitro a pour conséquence favorise la survie des cellules de
cancer du sein qui perdent leur capacité d’adhésion. Dans leurs travaux, les auteurs décrivent
I’incapacité des cellules déficientes en PTEN a former des tumeurs in vivo. La xénogreffe des
lignées cellulaires PEI 6 et PEI 7 conduit a un résultat comparable. L’injection sous cutanée de ces
cellules chez la souris nude a montré une prise tumorale qui n’est pas suivie de la croissance in vivo.
D’apres les travaux de I’équipe de Vitolo, ce type de résultats indique la mise en place de la
dormance tumorale. Ce terme désigne une capacité des cellules a s’établir a un site tumoral
secondaire mais restant dans un état de quiescence dans un premier temps. Au niveau cellulaire, le
phénoméne de dormance répond a une balance entre la prolifération et le taux d’apoptose. Cette
balance serait, au niveau moléculaire, au moins en partie assurée par pERK '; et p-p38. Une
activation de la kinase p38 supérieure a celle de ERK 4 ferait basculer la cellule dans un phénotype
non prolifératif (Aguirre-ghiso JA et al, 2003).

Nos résultats sont, encore une fois, en ligne avec cette hypothése du phénotype dormant puisque
I’expression de pERK Y2 n’est pas détectée dans les cellules Cal 27 dont I’expression de PTEN est
inhibée de facon durable.

De plus, le phénotype de dormance cellulaire résulte en I’incapacité a recruter des vaisseaux
sanguins et empéche une augmentation de la masse tumorale (Ranganathan et al, 2006). En effet, le
maintien d’un potentiel anti-angiogénique semble étre une composante importante de la dormance
tumorale. Parmi les génes régulés positivement en situation de dormance, on trouve la
thrombospondine 1 (Almog N, 2010). De fagon intéressante, une augmentation de la quantité de TSP 1
est détectée dans les milieux conditionnés par les cellules SiPTEN. Si la dormance tumorale est
observée sur le plan clinique par la présence de micro-métastases ou de sites secondaires qui restent

silencieux, les mécanismes de la levée de cette dormance sont encore méconnus.

Dans nos conditions expérimentales, la perte d’expression de PTEN n’a pas nettement promu la
croissance tumorale. La fréquence de la perte d’expression de PTEN dans les carcinomes
épidermoides de la téte et du cou, nous permet de penser qu’il ne s’agit pas d’un événement

déterminant du mécanisme de tumorigenése de ce type tumoral.
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En revanche, si elle survient de facon tardive dans le développement tumoral, comme le suggérent
les observations de Lee et collaborateurs qui identifient une expression prédominante de PTEN dans
les zones les mieux différenciées des carcinomes oraux analysés (Lee J et al, 2001), la perte de PTEN
pourrait avoir une role dans I’initiation des processus métastatiques. Ces travaux montrent d’ailleurs
la valeur pronostique de la perte de PTEN puisque dans leur cohorte, les auteurs montrent une
corrélation entre le taux de récurrence élevé et la perte d’expression de PTEN (75% des patients
atteints de tumeurs n’exprimant pas ou peu PTEN présentent une progression de la maladie a 5 ans).
La perte de PTEN dans les cellules Cal 27 semble déclencher I’activation de la glycolyse, favoriser
la résistance a I’anoikis, ne stimule pas I’angiogenése tumorale de facon significative et a été décrite
comme un évenement qui favorise la mobilité cellulaire. Ces divers phénomenes biologiques
participent a la survie cellulaire lors de la dissémination. Nos travaux, appuyés par ceux d’autres
équipes, portent a croire que la perte d’expression de PTEN induit des mécanismes cellulaires qui
équipent les cellules de carcinome épidermoide de la téte et du cou pour survivre a des
modifications du micro-environnement et pour s’échapper du foyer tumoral primaire.

Nos résultats mettent en évidence par ailleurs, une diminution de I’induction de I’angiogenése par
les cellules Cal 27 dont I’expression de PTEN est inhibée, ainsi qu’une incapacité a former une
masse tumorale in vivo, répondant aux caractéristiques de cellules qui entrent en dormance
tumorale.

En conclusion, nous proposons I’hypothése que la perte de PTEN dans les carcinomes épidermoides
de la téte et du cou constitue un évenement déclencheur de phénomenes cellulaires favorisant la
dissémination et I’établissement de sites tumoraux secondaires. Cependant la perte d’expression de
PTEN ne permet pas a lui seul la croissance tumorale d’un foyer secondaire, probablement du fait
de la mise en place d’un phénotype de dormance tumorale. Les mécanismes de la levee de la
dormance sont a I’heure actuelle méconnus. Cependant cette hypothése, appuyée par un taux de
récurrence a 5 ans important dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou, fait de la perte
d’expression de PTEN un potentiel biomarqueur de la survenue d’évenements métastatiques et

récurrents dans cette pathologie.

- 130 -



ANNEXES



CLASSIFICATION TNM

Le systéme proposé par le chirurgien frangais Pierre Denoix dans les années 1940-1950 permet de

classer les cancers. Les trois lettres symbolisent la propagation de la maladie cancéreuse sur le site

de la tumeur primitive (T), dans les ganglions lymphatiques voisins (N pour node en anglais) et a

distance pour d’éventuelles métastases (M).

T = Etendue de la tumeur primaire
N = Etat des noeuds lymphatiques
M = Métastases

Classification clinique prétraitement :

T
Tis
TO
Tl
T2
T3
T4
Tx

N

NO
N1
N2
N3
NX

M

MO
M1
Mx

Tumeur primaire

Cancer pré-invasif (carcinome in situ)

Pas de tumeur primaire

Tumeur de 2 cm ou moins (dans sa plus grande dimensio)
Tumeurde2cma4cm

Tumeur de plus de 4 cm

Tumeur avec extension au muscle squelettique, a la peau, au cou, etc.

Tumeur non déterminée ou non évaluable

Ganglions lymphatiques (Noeuds)

Pas d’envahissement ganglionnaire

Envahissement dans un seul ganglion lymphatique homolatéral, lésion < 3 cm
Envahissement dans un seul ganglion lymphatique homolatéral, lésion de 3cm a 6 cm
Envahissement de un ou plusieurs ganglions lymphatiques homolatéraux, lésion > 6 cm

Envahissement non déterminé ou non évaluable

Meétastase distante
Pas de métastase
Présence d’une métastase viscérale

Meétastase non déterminée ou non évaluable



Il découle de ce systeme d’évaluation de I’étendue de la Iésion cancéreuse, une gradation en 4
degrés de séverité. Les carcinomes épidermoides de la téte et du cou de grades 3 et 4 sont également

qualifiée de « maladie localement avancée »

Grades :

Gradel T1 NO MO

Grade2 T2 NO MO

Grade3 T3 NO,1 MO

Grade4 TousT N1 MO
TousT N2,3 MO
TousT N M1

Nasal Cavity

¢

Ornl Covity Nasopharynx

Orapharynx Pharynx

Hypopharynx
Salivary Glands*”~

Larynx

‘.)‘.p \" Ty
Trachea i . Esophagus



LISTE EXHAUSTIVE DES FACTEURS ANGIOGENIQUES DETECTES PAR LEKIT
PROTEOME PROFILER™ « HUMAN ANGIOGENESIS ARRAY » DE R&D SYSTEMS

Coordinate Target/Control No?r::::;z:ra Pri?::lsm:f S
Al, A2 Pesitive Control Control {+)
A5 AG Activin A
A7 AB ADAMTS-1
A3, A10 Angiogenin ANG

A1, A12 Angiopoietin-1 Ang-1
Al13, Al4 Angiopoietin-2 Ang-2
A15, A16 Angiostatin/Plasminogen
A17, A18 Amphiregulin AR
A19, A20 Arternin
A23 A24 Positive Control Control (+)
Bi, B2 Coagulation Factor |I! TF
B3, B4 CXCL16
B5, B6 DPPIV CD26
B7, 88 EGF
83, B10 EG-VEGF PK1
B11, B12 Endoglin CD105
B13, 814 | Endostatin/Collagen XVIII
815, B16 Endothelin-1 ET-1 +
| 817,818 FGF acidic FGF-1
| _B19, B20 FGF basic FGF-2
B21, B22 FGF-4
823, B24 FGE-7 KGF
Ci1,C2 GDNF
C3, C4 GM-CSF
C5, C6 HB-EGF
C7.C8 HGF
Ca.C10 IGFBP-1
Ci1,Ci12 IGFBP-2
C13,C14 IGFBP-3
| _C15.C16 IL-1p IL-1F2
Ci17,C18 IL-8 CXCLe




Coordinate Target/Control No;'::;::m P:?r:ca?m:'nt
C19, C20 LAP (TGF-f1) -
Cc21, C22 Leptin
C23, C24 MCP-1 cCcL2

D1, D2 MIP-1a CCL3
D3, D4 MMP-8 -
D5, DB MMP-9
D7, D8 NRG1-81 HRG1-51
DS, D10 Pentraxin 3 (PTX3) TSG-14
D11, D12 PD-ECGF
D13, D14 PODGF-AA
D15, D16 PDGF-AB/PDGF-BB
D17,D18 Persephin
D19, D20 Platelet Faclor 4 (PF4) CXCL4
D21, D22 PIGF
D23, D24 Prolactin
E1.E2 Serpin B5 Maspin +
E3. E4 Serpin E1 PAI-1
E5 EG Serpin F1 PEDF
E7 E8 TIMP-1
ES, E10 TIMP-4
E11,E12 Thrombospondin-1 TSP-1
E13,E14 Thrombespondin-2 TSP-2
E15, E16 uPA
E17,E18 Vasohibin
E19, E20 VEGF
E21, E22 VEGF-C
F1,F2 Positive Control Control {+)
F23, F24 Negative Control Control (-}

Correspondance des coordonnées sur la membranes de nitrocellulose :
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RESUME

Le cetuximab est indiqué, en monothérapie pour les carcinomes épidermoides de la téte et du cou
récurrents et/ou métastatiques. Cependant sur les tumeurs primaires, il s’est révélé d’une efficacité
modeste. Dans divers types tumoraux, il a été montré que la perte d’expression de PTEN est
associée a une résistance aux thérapies anti-EGFR, il s’agit d’un éveénement relativement fréquent

dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou.

Cette étude est la premiére a investiguer directement le role de la perte d’expression de PTEN dans
la réponse au cetuximab des carcinomes épidermoides de la téte et du cou.

Aussi, la mise au point d’un modele PTEN déficient montre que la perte d’expression de PTEN
dans les cellules Cal 27 conduit a une suractivation des voies de la survie et de prolifération
cellulaire qui n’aboutit cependant pas a une résistance au cetuximab. Ces travaux montrent que les
cellules Cal 27 sont plus dépendantes de I’activation de la voie PIBK/AKT que de I’activité de
I’EGFR pour leur croissance, expliquant I’effet modeste du cetuximab.

Notre étude de I’angiogenése par un modéle d’anneaux aortiques cultivé en milieux conditionnés,
montre que le bourgeonnement endothélial n’est pas dépendant du VEGF. Le silencing de PTEN
dans ces cellules, régule positivement les facteurs anti-angiogéniques TSP1 et IGFBP 3 et diminue
la capacité d’induction du bourgeonnement endothélial.

Dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou, la perte d’expression de PTEN ne semble
pas étre un événement important dans la tumorigenese mais avoir un impact déterminant en tant
qu’événement tardif. L’ensemble des données fournies par notre modéle permet de proposer, pour
la perte d’expression de PTEN, un role d’initiation du processus métastatique dans les carcinomes
épidermoides de la téte et du cou.

MOTS CLES : cetuximab, PTEN, carcinome épidermoide de la téte et du cou, angiogenése



SUMMARY

“IMPACT OF PTEN LOSS OF EXPRESSION ON CETUXIMAB RESPONSE AND
ANGIOGENESIS INDUCTION BY A CELLULAR MODEL OF HEAD AND NECK
SQUAMOUS CELL CARCINOMA”

Cetuximab has been recently accepted as a single agent to treat recurrent and/or metastatic head and
neck squamous cell carcinoma. However, modest efficacy of cetuximab used as a single agent has
been reported on primary tumor. In many tumor types, loss of PTEN expression has been described
to be associated to resistance to anti-EGFR therapies. Loss of PTEN expression is a frequent event

in head and neck squamous cell carcinoma.

This study is the first one to directly investigate the role of PTEN loss of expression in response of
head and neck squamous cell carcinoma to cetuximab.

PTEN-deficient cellular model shows that loss of PTEN expression leads to an overactivation of the
signaling pathways ruling cell survival and proliferation but do not impact on cetuximab efficacy.
According to our data, Cal 27 cells growth rather depends on PI3K/AKT activation than on EGFR.

Observation of angiogenesis, using an aortic ring assay cultured in conditioned media, shows that
endothelial sprouting is not dependent on VEGF. PTEN silencing in Cal 27 cells induces anti-
angiogenic TSP1 and IGFBP 3 levels in the conditioned medium and reduces the sprouting
induction ability by Cal 27 cells.

Finally, it is likely that loss of PTEN expression is not a key event in head and neck squamous cell
carcinoma tumorigenesis, but might be determinant when occurring as a late event. Taken together,
our data suggest that loss of PTEN expression could be involved in initiating metastasis process in

head and neck squamous cell carcinomas.

KEY WORDS : cetuximab, PTEN, carcinome épidermoide de la téte et du cou, angiogenése
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