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I. Oncogenese

Des cancers étaient déja décrits dans des écrits égyptiens vers —35000 avant JC. Hippocrate,
médecin grec (460-377 av JC) a observé certaines lésions sur le corps humain qu’il a
dénommé « karkinos » qui signifie crabe, en référence a ses observations d’une tumeur de
sein avec une partie centrale arrondie prolongée en rayons simulant les pattes de I’animal. Au
ler siecle aprés JC Celsus, médecin romain, traduit en latin « karkinos » en cancer.

Le mot cancer est un terme général désignant des néoplasmes malins caractérisés par une
prolifération anarchique de certaines cellules de I’organisme qui s’échappent aux mécanismes
de différentiation, de régulation de leur multiplication et a I’absence de mort cellulaire et
acquiérent une instabilité génétique leur permettant de se diviser indéfiniment (Figure 1). Les
nouvelles cellules résultantes peuvent former des tumeurs malignes qui se distinguent des

tumeurs bénignes.
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Figure 1: Capacités acquises du cancer.

Hanahan D et Weinberg RA. suggerent que la plupart, si ce n’est pas tous, les cancers acquierent les mémes

capacités fonctionnelles durant leur développement, bien que les stratégies mécanistiques sont variées.




La tumeur bénigne est une masse tumorale résultant d’un exces de cellules dont I’évolution ne
donne jamais de métastase, c’est une tumeur bien limitée par rapport au tissu sain.

La tumeur maligne correspond a une masse tumorale résultant d’une prolifération cellulaire
autonome pouvant donner lieu & des métastases, elles sont mal limitées, non encapsulées,
détruisent ou envahissent |Brgane dbrigine et parfois les organes de voisinage. Les
principales tumeurs malignes sont les carcinomes (se développant a partir des cellules
épithéliales), les sarcomes (tumeurs solides qui affectent les cellules des tissus conjonctifs),
les leucémies (tumeurs malignes qui se développent a partir des cellules du systeme sanguin)
et les lymphomes (se développant a partir des cellules du systéeme ganglionnaire). Le cancer
est susceptible de se développer dans tous les organes, les plus touchés sont le sein, la
prostate, les poumons, I’appareil digestif, les voies aérodigestives supérieures, la peau et le
cerveau.

Le cancer est la deuxieme cause de déces derriére les maladies cardiovasculaires dans les pays
développés. La mortalité est variable selon la localisation de la tumeur.

L apparition d Gin cancer s Effectue selon un processus en plusieurs étapes au cours desquelles
I &ccumulation d @nomalies sur différents génes confére un avantage sélectif au clone malin.
Celle-ci devient de plus en plus agressive pour son environnement et échappe
progressivement aux contraintes fixées par I’homéostasie.

La prolifération des cellules cancéreuses conduit a la destruction du tissu originel, ainsi que
des tissus environnants. Les différentes mutations au niveau de I’ADN des cellules
cancereuses sont souvent initiées par des carcinogenes environnementaux, certaines
substances chimiques mutagenes, agents infectieux (dont les principaux sont dues a certains
virus: VHB, VHC,VPH et a la bactérie Helicobacter Pylori) via |Bxpression dBncogénes

capables de déréguler les mécanismes régissant la croissance et la prolifération cellulaire et



amenant a la transformation de la cellule, facteurs liés au modes de vie (Alimentation, activité
physique, consommation d’alcool, héredité.
D’une maniere générale, I’oncogenése associe des remaniements génétiques permettant la
perte de la fonction d’un gene suppresseur de tumeur, I’activation d’un oncogene et
I’apparition des clones malins et a leur prolifération anarchique. Ces genes se distinguent par
leur mécanisme d’action et sont capables de provoquer ou d’accélérer le processus cancéreux
lorsqu’ils sont altérés:

* Les genes de réparation de I’ADN
Le génome humain subit constemment des lésions qui sont réparées ou non. Les cellules
possedent tout un arsenal de génes pour corriger des erreurs survenant lors de la réplication de
I’ADN au cours de la division cellulaire ou d’éliminer les adduits a I’ADN induit par les
cancérigénes chimiques par exemple. En effet, les systemes de réparation sont parfois
défectuex ou « débordés »., la cellule conserve alors certaines altérations qui touchent parfois
les systemes de régulation de la prolifération.

* Gain d’un oncogéne
Les proto-oncogénes sont a posteriori des genes normaux codant pour des protéines
impliquées a différents niveaux dans la prolifération cellulaire. Certaines formes mutées de
ces genes, les oncogénes, codent pour des protéines capables d fnduire et/ou maintenir une
prolifération cellulaire excessive. Le premier oncogéne a été identifié a partir du rétrovirus du
sarcome de Rous. De multiples études réalisées sur différents mutants de ce virus capables de
se répliquer mais pas de transformer la cellule héte ont permis dfdentifier la protéine
oncogénique Src, impliquée dans la transformation de la cellule hote. Il a été démontré que les
oncogeénes retroviraux étaient issus de formes modifiées de genes existant dans des cellules
initialement saines et appelés proto-oncogenes. Leur intégration dans le génome rétroviral

sBst réalisée au cours de |Bvolution. Ces proto-oncogenes codent des protéines impliquées



dans la régulation des voies contrélant la prolifération cellulaire, la différenciation cellulaire
ou ldpoptose. L Bxpression des oncogenes correspondants induit une dérégulation de ces
voies, induisant une stimulation de la prolifération cellulaire ou la survie de cellules

présentant des anomalies genétiques.

* Perte de génes suppresseurs de tumeur:

A contrario, les génes suppresseurs de tumeur codent pour des protéines inhibitrices de la
prolifération cellulaire. Des mutations peuvent les rendre inactifs, privant ainsi les cellules des
"freins" de prolifération. La perte de |3ctivité de protéine suppresseur de tumeur peut étre
considérée comme cause de cancer. Il peut sdgir de mutations ponctuelles, de délétions,
d fsertions, d @nomalies de méthylation des promoteurs inhibant la transcription. Ces génes
agissent de facon récessive, leur inactivation nécessitant I’altération des deux alléles (perte de
fonction). Le premier gene suppresseur de tumeur a été identifié chez | Rumain suite a | Btude
du rétinoblastome. Les individus présentant un rétinoblastome étaient caractérisés par des
délétions dBine méme région chromosomique. L @nalyse détaillée de ce locus a permis de
mettre en évidence le géne rb codant la protéine dont Idbsence est responsable du
rétinoblastome, Rb (Goodrich and Lee 1990). Rb est inactivé dans différentes tumeurs
humaines; il est alors qualifié de géne suppresseur de tumeur.

Selon les fonctions des genes suppresseurs de tumeurs on peut distinguer deux types. La
premiére est celle de gardien de I’intégrité du matériel génétique ou caretakers. La pénétrance
de ces genes est assez faible, car elle doit étre suivie de trois autres événements pour aboutir &
un cancer: mutation de I’autre alléle, complétant le déficit du systéme de réparation (ou

encore absence de cet alléle), puis mutation du géne d’arrét ou gatekeeper: p53, pten, pRb,



APC, NF1, qui empéchent la progression dans le cycle cellulaire s’ils n’ont pas I’information

correcte des genes caretakers.
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Il. Le cas du gene p53:

I1.1. Historique:

La protéine P53 a éteé découverte pour la premiére fois en 1979 en tant qu antigene spécifique
de certains sarcomes induits chimiquement dans les souris (DeLeo, Jay et al. 1979). Elle a été
également trouvée dans les cellules cancéreuses ou transformées par certains virus (Lane and
Crawford 1979; Linzer, Maltzman et al. 1979) et surtout complexée a | antigéne Large-T du
SV40 (Harlow, Pim et al. 1981; Oren, Maltzman et al. 1981). P53 a aussi été trouvée dans les
cellules transformées par des agents chimiques et dans les cellules tumorales (Crawford, Pim
et al. 1981). Son expression est également augmentée dans le cas de stimulation de la
prolifération. Dans un premier temps elle a été considérée comme un proto-oncogene. C’est
en 1989 que p53 a éte identifiée comme suppresseur de tumeur suite a | Bbservation de la
perte de son activité dans de nombreuses tumeurs humaines (Nigro, Baker et al. 1989;
Hollstein, Sidransky et al. 1991; Hollstein, Marion et al. 1994) et murines.

La protéine P53 est presente dans toutes les cellules de I’organisme, elle est activée
lorsqu’une cellule subi un stress oncogénique ou génotoxique, elle est susceptible d fduire
des réponses antiprolifératives comme | arrét de sa croissance, son entrée en senescence voire
sa destruction, par activation de la transcription de ses génes cibles. Elle est fortement

impliquée dans la régulation du cycle cellulaire et I’induction de I’apoptose.

11.2. P53 un Gatekeeper:

Dans de nombreuses tumeurs humaines et murines, p53 est muté ou délété, ce qui altere sa
fonction. Les premieres mutations de p53 chez les humains ont été mises en évidence en 1989
dans des cellules de cancers colorectaux et bronchiques (Baker, Fearon et al. 1989; Bodmer,

Cottrell et al. 1989; Nigro, Baker et al. 1989). Les souris n’exprimant pas p53 bien qu’elles
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étaient viables étaient prédisposées aux multiples cancers incluant sarcomes et lymphomes
(Donehower, Harvey et al. 1992). Les mutations constitutionnelles de p53 sont a | Brigine du
syndrome familial rare de Li-Fraumeni (Srivastava, Zou et al. 1990), représentant une
prédisposition génétique pour un large spectre de cancers principalement des sarcomes,
cancer du sein, leucémie et lymphome parmi les membres d tine méme famille (Malkin, Li et
al. 1990).

La fonction de P53 est d’assurer et maintenir I’ordre dans les cellules, elle est exprimée dans
toutes les cellules normales et maintenue inactive, son niveau d’expression reste faible par son
association avec I’oncoprotéine MDM2 qui provoque son transport du noyau vers le
cytoplasme et sa dégradation par la voie dépendante de I’ubiquitine (Momand, Zambetti et al.
1992).

La forme native de P53 est stabilisée et activée lorsque les cellules subissent un stress
métabolique ou génétique telles que I’hypoxie, I’activation des oncogénes. L’activation de
P53 dépend du type cellulaire et du type de stress et conduit a I’inhibition du cycle cellulaire,
la réparation de I’ADN, inhibition de I’angiogenése et des métastases, différentiation,
sénescence, induction de I’apoptose et peut étre d’autres réponses cellulaires encore
inconnues a I’heure actuelle (May and May 1999; Vousden 2002). L arrét du cycle cellulaire
et I’induction d’apoptose sont les deux mécanismes les plus étudiés. L’une des premieres
fonctions moléculaire de p53 est sa capacité a lier I’ADN par son domaine central, elle agit
ainsi comme un facteur de transcription et régule directement ou indirectement I’expression
de nombreux génes in vitro et in vivo.

Une fois liée au polypeptide GAL4, P53 agit comme un activateur de transcription (Fields and
Jang 1990). Cette découverte innovatrice est a la base de I’identification de la fonction
majeure de P53 dans la régulation transcriptionnelle de nombreux genes cibles. Un certains

nombre de cibles de P53 participant a différents processus cellulaire ont été identifiées, leur
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action détermine le destin des cellules, arrét du cycle cellulaire ou apoptose. Des études

récentes montrent que P53 induit I’apoptose directement au niveau de la mitochondrie.

11.3. Structure de la protéine P53

Le géne p53 est situé sur le bras court du chromosome 17 en position p13.1. Il est composeé de
11 exons le premier étant non codant. Son produit est une phosphoprotéine oligomérique
nucléaire de 393 acides aminés (Somasundaram 2000) et un poids moléculaire de 53 kDa.
L’expression de P53 est constitutive et ubiquitaire et sa régulation fonctionnelle est
essentiellement post-traductionnelle. Son organisation en domaines fonctionnels est

caractéristique de celle d’un facteur de transcription (Figure 2).

Transactivation Fixation a 'ADM Régulation de l'activité
1 42 61 94 102 202 311324 355 303
.r_’
v T =1 COOH
Région riche Oligomérisation
en proline

Figure 2: Représentation schématique des trois domaines structuraux de la protéine P53.

La protéine p53 comporte 393 acides aminés. La partie N-terminale constituée des 100 premiers acides aminés
fortement acide. Cette zone renferme le domaine de transactivation ainsi que le site de fixation 8 MDM2. La
partie centrale constituée des résidus 102 a 292 et formant un domaine structural capable de lier spécifiquement
une séquence d’ADN. La partie C-terminale, chargée positivement et constituée par les acides amines 300 a 393.
Ce domaine renferme le domaine de tétramérisation de la protéine (résidus 324 a 355), les signaux de
localisation nucléaires de P53 et un domaine de régulation négative de I’activité de fixation spécifique a I’ADN
(résidus 368 a 393). Les résidus 316 a 324, 370 a 376 et 380 a 386 correspondent a une séquence de localisation
nucléaire (NLS). Les résidus 11 a 24 et 340 a 351 correspondent a des séquences d’exportation nucléaire (NES).

La protéine p53 possede 5 régions trés conservées (1, 1, I11, 1V, V).
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La région N-terminale comprenant le domaine de transactivation nécessaire pour la fonction
d’activation transcriptionnelle de genes cibles, responsable de I’interaction de P53 avec
différents facteurs impliqués dans la transcription (TBP, TAF1 et TFIID) (Lu and Levine
1995) ainsi qu’une région riche en residus proline qui est necessaire a I’arrét du cycle
cellulaire et a I’induction de I’apoptose par P53 (Venot, Maratrat et al. 1998).

La région centrale requise pour la fixation spécifique de P53 a I’ADN. La fixation spécifique
de P53 a I’ADN est nécessaire a sa fonction onco-suppressive. Elle inclut les 4 régions
conservees (Soussi, Caron de Fromentel et al. 1990; May and May 1999).

La région C-terminal comprend le domaine de tétrameérisation qui facilite la fixation
spécifique de P53 ainsi qu’un domaine basique qui participe a la régulation négative de P53.
Elle est donc impliquée dans I’apoptose, la régulation de la transcription ainsi que la
reconnaissance des dommages causés a I’ADN (Wang and Prives 1995; Wang, Vermeulen et
al. 1996). La présence de trois séquences de localisation nucléaire (NLS: Nuclear Localisation
Signal) au niveau de la région C-terminal et des séquences d’exportation vers le cytoplasme
(NES, Nuclear Export Signal), permettent la régulation de localisation subcellulaire de P53

(Dang and Lee 1989).

11.4. Régulation de P53

Dans les cellules stressées, P53 est surexprimée et peut conduire a I’arrét du cycle cellulaire
ou a I’induction de I’apoptose, selon le type cellulaire, les signaux extracellulaires et ou le
niveau d’expression de P53. P53 est hautement régulée au niveau post-traductionnel par des
modifications covalentes. Les modifications post-traductionnelles de P53 incluent

phosphorylation, acétylation, ubiquitination, glycosylation et sumoylation (Figure 3).
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Figure 3: Modifications post-traductionnelles au niveau des différents domaines de P53.

Représentation schématique de la protéine p53 et les résidus spécifiques qui sont sujets aux modifications post-

traductionnelles. P: phosphorylation, Ac: acétylation, S: sumoylation, M: méthylation, Ub: ubiquitination, N:

neddylation. La localisation des sites de modifications post-traductionnelles est indiquée. Les chiffres se

rapportent aux résidus acides aminés. S: sérine et K: lysine

11.4.1. Phosphorylation de P53

La phosphorylation de P53 peut étre assurée par de nombreuses kinases (ATM, ATR, CDK1,

CHK1+, CHK2+, DNA-PK, P38, etc.) (Bischoff, Friedman et al. 1990; Hall, Campbell et al.

1996; Woo, McLure et al. 1998) (Figure 3). Cette modification a pour effet d’accroitre

I’efficacité de P53 en tant que facteur de transcription en augmentant son affinité pour les

genes codant pour les protéines telles que Bax ou P21 qui contrélent respectivement
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I’apoptose et le cycle cellulaire, et stabilisent la protéine P53 on empéchant son ubiquitination

par MDM2.

11.4.2. Acétylation de P53:

Les dommages de I’ADN induisent la phosphorylation de P53 sur N-terminal favorisant son
association avec les protéines de type histone acétyltransférase p300/CBP (Creb Binding
Protein), ce qui va augmenter son acétylation et son activité (Lambert, Kashanchi et al. 1998;
Sakaguchi, Herrera et al. 1998; Barlev, Liu et al. 2001). L’ acétylation permet d’augmenter
I’affinité de P53 a I’ADN. D’autres modifications peuvent réguler I’activité de P53 incluant la
méthylation par les méthyltransférases comme Set9 (Chuikov, Kurash et al. 2004). Set9
méthyle P53 au niveau du résidu Lysine 372, stabilise et active P53 et la confine au niveau du

noyau ce qui entraine une induction d’apoptose.

11.4.3. Ubiquitination de P53

P53 peut étre ubiquitinée, ce qui entraine sa translocation du noyau vers le cytoplasme et sa

dégradation par la voie du protéasome.

11.4.4. Les autres modifications de P53

P53 peut également étre sumoylée, ribosylée, neddylée et O-glycosylée.

11.4.5. Interaction de P53 -MDM?2

MDM2, joue un réle central dans la régulation de P53. Il a été montré que MDMZ2 se lie de
facon spécifique a I’extrémité N-terminal (résidus 17 a 27) de P53, partie qui contient

différents sites de phosphorylation, cette interaction blogue le domaine de transactivation de
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la P53, inhibe son activité transcriptionnelle et induit sa dégradation (Chen, Marechal et al.
1993; Oliner, Pietenpol et al. 1993). MDM2 est une E3 ligase nécessaire a I’ubiquitination de
ses substrats. MDM2 se lie a la protéine P53 dans le noyau et la déplace au niveau du
cytoplasme ou elle sera dégradée par le protéasome (Gottifredi and Prives 2001) (Figure 4 ).
Le promoteur du géne MDM2 contient un domaine de liaison a la protéine P53 et elle est
transcrite de maniere P53 dépendante (Barak, Juven et al. 1993; Perry, Piette et al. 1993).
Cependant, un niveau d’expression élevé de MDM2 due a une forte activité de P53 génere
une boucle d’auto-régulation =turnover rapide afin de retrouver un niveau d’expression

normal de P53 dans les cellules (Haupt, Maya et al. 1997; Kubbutat, Jones et al. 1997).

MDM2
Apoptosis

_ Cell cycle arrest

Nuclear
export

Degradation

Figure 4: Régulation de P53 par MDM2. MDM2 régule P53 par trois voies différentes.

MDM?2 se lie au domaine de transactivation de P53 et inhibe son activité transcriptionnelle (1), augmente la
dégradation de P53 (2) et favorise I’export de P53 vers le noyau (3). En présence de MDM2, P53 est inactive et
ne peut plus stimuler I’expression des genes impliqués dans I’apoptose, I’arrét du cycle cellulaire et la réparation
de I’ADN. Dans les tumeurs qui surexprime MDMZ2, P53 est constitutivement inhibée et la croissance tumorale

est favorisée. L inactivation de MDMZ2 dans ces tumeurs active P53 et induit I’apoptose.
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11.5. Localisation cellulaire

L’ import-export de P53 est un processus actif. La localisation nucléaire de P53 est nécessaire
a sa fonction régulatrice de transcription. P53 contient 3 sequences de localisation nucléaire
(NLS), qui la transportent vers le noyau apres activation. L’export nucléaire de P53 est du a
deux séquences d’export nucléaire (NES) (O Brate and Giannakakou 2003). Le transport
nucléaire de P53 nécessite la fonction ubiquitine ligase de MDM2 (Boyd, Tsai et al. 2000;
Geyer, Yu et al. 2000). L export nucléaire de P53 est nécessaire a sa dégradation (Freedman
and Levine 1998). D’autres protéines régulent directement ou indirectement I’import-export
nucléaire de P53 telles que PI3K, P14ARF, actine, mot2, vimentine et importineo. (O Brate

and Giannakakou 2003).

11.6. Les fonctions de P53

La protéine P53 est localisée au niveau du cytoplasme dans les conditions normales, elle se
déplace du cytoplasme vers le noyau lors de la transition G1/S et y reste jusqu’a la phase G2.
Le cycle cellulaire est régulé par plusieurs protéines tels que des kinases cycline-dépendantes
des cyclines (CDKSs) et des inhibiteurs des CDK. La succession normale des différentes
phases du cycle cellulaire est contrélée par les checkpoints qui bloquent la progression du
cycle cellulaire dans le cas ou les cellules subissent des dommages au niveau de I’ADN. P53
active les points de contr6le au niveau des phases G1/S et G2/M suite & un stress

physiologique.

18



11.6.1. Arrét du cycle cellulaire

11.6.1.1. Arrét du cycle cellulaire en phase G1
P21, est un gene qui induit I’inhibition du cycle cellulaire par P53 au niveau de G1 et G2, en
inhibant respectivement les complexes cycline E/CDK2 et la cycline B/CDK1 (Kastan,
Onyekwere et al. 1991; Agarwal, Agarwal et al. 1995; Bunz, Dutriaux et al. 1998). CDK1
(appelée aussi cdc2) est nécessaire a I’entrée des cellules en mitose (Azzam, de Toledo et al.
1997), elle est inhibée par P21. P21 est aussi impliquée dans la voie de signalisation du
suppresseur de tumeur RB. La protéine RB est inactivée par hyperphosphorylation par cycline
/CDKSs durant la succession des différentes étapes du cycle cellulaire. L’induction de p21
entraine I’inhibition de la cycline E/CDK2 causant I’hypophoshorylation de RB, ce dernier se
lie a ’E2F et inhibe la transcription des génes du cycle cellulaire controlé par E2F (Stewart,

Soria et al. 2001).

11.6.1.2. Arrét du cycle cellulaire en phase G2

P53 et ses genes cibles ne sont pas impliqués uniquement dans I’arrét du cycle en phase G1
mais semblent impliqués dans tous les points de contrdle du cycle cellulaire.

Plusieurs travaux récents montrent que I’arrét du cycle cellulaire en phase G2 apres survenue
des lésions génotoxiques est véritablement dependant de P53. Le facteur clé pour cette
transition G2/M est le complexe CDK1-cycline B1. Ce complexe cytoplasmique ne rentre
dans le noyau qu’au moment de la mitose. Le gene 14-3-3c, transactivé par P53, est capable
de séquestrer ce complexe CDK1-cycline B1 dans le cytoplasme pour provoquer un arrét de
la division cellulaire en phase G2. Des cellules dans lesquelles les deux copies du géene 14-3-

3o ont été inactivées ne sont plus capables d’induire cet arrét de la division cellulaire.
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L’irradiation de ces cellules induit une mitose anormale qui conduit a leur mort par des
mécanismes qui ne sont pas apoptotiques.

Un second géene transactivé par P53, GADD45A, est également important pour le contrdle de
la transition G2/M. L’inactivation de ce gene chez des souris conduit a un phénotype tres
proche de celui des souris p53™. Les cellules de ces souris GADD45A™" présentent une forte
aneuploidie et de nombreuses anomalies chromosomiques et ne sont plus capables de s’arréter

en phase G2 en réponse a des stress induit par irradiation.

11.6.2. Apoptose

Le role de la protéine P53 n’est pas aussi clair dans I’apoptose que dans I’arrét du cycle
cellulaire. Cela est d0 a I’hétérogenéité de cette fonction apoptotique. Il y aurait deux voies,
I’une passant par I’activité de transactivation de la protéine et I’autre utilisant un mécanisme
indépendant de la transcription. Pour la voie dépendante de la transcription, plusieurs génes
ont été identifiés. Il s’agit de Bax, IGF-BP3 et PIG3. Les mécanismes de I’apoptose
indépendante de la transcription, induite par P53, ne sont pas connus. Ceux-ci impliqueraient
des interactions protéine-protéine. La protéine 53BP2, qui interagit de fagcon compétitive avec
P53 et Bcl2, est une bonne candidate. Il est egalement intéressant de noter que de faibles

quantités de P53 sont capables de protéger les cellules de I’apoptose.

11.6.2.1. Signalisation extracellulaire
Les initiateurs de cette voie sont les recepteurs transmembranaires et leurs ligands respectifs.
La formation de DISC incluant récepteur ligand, molécules adaptatrices et caspase 8 activent
les caspases effectrices. Les récepteurs cellulaires Fas ou CD95 sont des clés de I’induction de
ses voies de signalisation qui sont activees par la liaison du ligand, FasL. Fas est une cible de
P53, elle est activée transcriptionnellement suite a des dommages induits au niveau de I’ADN

(Muller, Wilder et al. 1998). Le domaine de mort qui contient le recepteurs DR5/KILLER de
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la famille TRAIL est aussi une cible de P53 dans les cellules ayant subit des dommages au
niveau de I’ADN induisant I’apoptose dans différents tissus (Wu, Burns et al. 1997; Burns,
Bernhard et al. 2001). La troisiéme protéine transmembranaire induite par P53 en réponse a
des dommages de I’ADN est la PERP qui induit I’apoptose probablement en collaboration

avec E2F1 (Attardi, Reczek et al. 2000).

11.6.2.2. Signalisation intracellulaire

Cette voie est régulée par des protéines pro- et anti-apoptotiques. Les protéines de la famille
Bcl2 sont impliquées dans la dépolarisation mitochondriale, le relarguage du cytochrome C
vers le cytoplasme, la formation de I’apoptosome, et I’activation des caspases (Nicholson and
Thornberry 2003). Les protéines de la famille Bcl-2 contiennent 3 sous classes: les protéines
de survie avec une grande homologie au Bcl2, BcIXL par exemple; les protéines pro-
apoptotique Bax et Bak présentant des similarités structurales avec Bcl-2 et « BH3 » protéine
pro-apoptotique, PUMA. Le domaine BH3 est un domaine nécessaire a l’activité pro-
apoptotique, a I’hétérodimérisation et il est présent dans toutes les proteines (Kelekar and
Thompson 1998; Cory and Adams 2002).

Les différentes protéines des trois groupes sont ciblées par P53. Bax est I’un des premiers
genes identifiés de la famille de Bcl-2, il est activé par P53 en réponse aux stress cellulaires
(Miyashita and Reed 1995). Aprés induction de Bax, P53 change de conformation, forme un
homodimere et elle est transloquée au niveau de la membrane mitochondriale ou elle active le
relargage du cytochrome C, ce qui entraine I’activation de la caspase-9 (Adams and Cory
1998). Chez les souris déficientes en Bax, la croissance tumorale est accélérée et une
diminution de I’induction de I’apoptose induite par P53 est constatée (Yin, Knudson et al.
1997). Bax peut aussi induire la suppression de tumeurs indépendamment de la voie P53

(Degenhardt, Chen et al. 2002).
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Puma est une protéine médiatrice de la mort cellulaire, elle est régulée positivement par P53
en réponse a différents types de stress (Nakano and Vousden 2001; Jeffers, Parganas et al.
2003; Yu, Wang et al. 2003). PUMA est nécessaire a I’induction de I’apoptose par Bax, il a
été montré qu’elle active la translocation et I’oligomérisation de Bax, ce qui va induire
I’apoptose cependant les cellules déficiente en Bax sont résistante a I’apoptose induite par

PUMA.

11.6.3. P53 et autophagie:

La protéine P53 ne contrdle pas uniquement la division cellulaire, et I’apoptose. Elle peut
aussi agir directement ou indirectement sur I’autophagie. Elle active le gene Dram+ (la
protéine issue de ce gene est localisée au niveau de la membrane des lysosomes, elle est
impliquée dans la fusion des lysosomes et les autophagosomes). Il a été montre que
I’inhibition du géne dram par ARN interférence, inhibe I’autophagie. P53 inhibe la synthese
du récepteur de I’IGF1, ce qui tend a bloquer la voie de PI3/AKT et inhiber I’autophagie par

inhibition de mMTOR.

11.6.4. P53 et métabolisme:

La protéine P53 peut influencer le métabolisme énergétique des cellules. P53 ralentit la
dégradation du glucose en stimulant I’activité du gene tigar+ qui bloque la glycolyse en
inhibant une enzyme clé de cette voie métabolique (Green and Chipuk 2006). P53 stimule la
respiration en activant le géne sco2+. En inhibant la glycolyse, la protéine P53 favorise la
dégradation du glucose ce qui accroit la concentration intracellulaire de glutathion réduit,
utilisé par les cellules pour éliminer les radicaux oxydants par la glutathion peroxydase. La

protéine P53 pourrait contribuer a protéger I’ADN contre les agressions de ces radicaux.
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11.6.5. P53 et métabolisme:

La P53 pourrait avoir un effet sur la recombinaison, la reproduction (Hu, Feng et al. 2007),
I’angiogeneése, la sénescence et la différentiation. Elle est capable de se lier aux protéines
RAD51 et EAD 54 ce qui entraine I’inhibition de la recombinaison homologue. Il a été
observeé que les femmes ayant un codon proline en position 72 a la place de I’arginine ont des
problémes d’implantation dans des embryons. P53 peut aussi étre impliquée dans la réparation

de I’ADN, en intéragissant avec les protéines DNA-polymérase, RPA et XPD

11.7. Le choix de la réponse de P53: I’arrét du cycle cellulaire ou I’apoptose ?

Plusieurs facteurs semblent intervenir dans ce choix: I’importance des lésions de
I’ADN, le niveau d’expression de P53 induit, le type cellulaire ou I’altération d’autres
oncogenes. Apres exposition des cellules a un stress génotoxique le niveau d’expression de
P53 augmente, et il est accompagné de son activation suite a des modifications post-
traductionnelles. Cette induction peut conduire soit a I’arrét du cycle cellulaire en phase G1
afin de donner le temps a I’ADN cellulaire d’étre réparé avant de rentrer en phase S soit a

I’apoptose dans le but d’éliminer les cellules contenant une altération géenétique.

11.8. Le géne P53 et le cancer: mutation et conséquences

P53 est muté dans 50% des cancers sporadiques (Figure 5), dans la moitié des cas sa fonction
est inhibée par des antagonistes oncogenes tels que MDM2 (Momand, Zambetti et al. 1992;
Soussi and Beroud 2001). Les mutations de P53 sont identifiées sur tous les exons avec une
prédominance dans le domaine de liaison & I’ADN. P53 est mutée dans un large spectre de

cancers.
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Figure 5: Le pourcentage des mutations de p53 par type d’organe.

Contrairement aux autres genes suppresseurs de tumeurs qui sont inactivés par troncation ou
délétion, plus de 80% des altérations de P53 sont dues a des mutations faux-sens qui
stabilisent le niveau d’expression de p53 (Soussi and Lozano 2005).
90% des mutations sont regroupées dans le domaine central (résidus 110 a 290) de P53 ciblant
la séquence spécifique de liaison a I’ADN entrainant [I’inhibition de son activité
transcriptionnelle (Bullock and Fersht 2001). Environ 30% de mutations concernent les 6
codons R175, R245, R248, R249, R273 et R282. Dans les hépatocarcinomes, plus de 80% des
mutations sont regroupées au niveau du codon 249. On peut distinguer deux types de
mutations de p53:

- Les mutations du groupe I: exemple du codon R248, la plupart des mutations affectent le

domaine de liaison a I’ADN mais la conformation reste intacte (Ory, Legros et al. 1994).
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- Les mutations du groupe Il: exemple du codon R175, la mutation touche les résidus de la
protéine intéragissant avec I’ADN, la mutation est localiseée en dehors du domaine de liaison a
I’ADN, incluant les domaines de transactivation et d’oligomérisation (Soussi and Beroud

2001).

11.8.1. Quelles sont les conséquences cliniques de ces mutations ?

Selon plusieurs études, ces mutations sont associées a un mauvais pronostic et a une mauvaise
réponse au traitement. A titre d’exemple, les patients qui ont un cancer de colon avec une
mutation de p53 au niveau du codon 175 ont une survie plus courte que celle des patients avec
d’autres types de mutations. Les patientes ayant un cancer du sein avec des mutations au
niveau du site de liaison a I’ADN ont également un pauvre pronostic plus défavorable que
celui des patientes avec des mutations structurales.

Le géne p53 ne contient qu Gin seul polymorphisme qui se définit au niveau du codon 72. Dans
la population normale, ce codon peut-étre soit une arginine, soit une proline. Il existe alors 3
types de génotypes dans la population: les personnes qui sont homozygotes avec un codon
arginine ou un codon proline sur chacun des deux alleles et les personnes qui sont
hétérozygotes avec un codon arginine sur un allele et un codon proline sur le second allele. Il
a etée montré que la P53 avec un résidu arginine au niveau du codon 72 est plus efficace que la
protéine p53 avec un residu proline au niveau du codon 72 au niveau de I’induction de
I’apoptose et qu’elle est plus sensible a la dégradation par la protéine E6 de I’HPV ce qui

favorise la croissance des tumeurs contaminées a I’HPV, exemple du cancer cervical.
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11.9. Stratégies thérapeutiques liées a P53.

L’inactivation de P53 est indispensable a la croissance des tumeurs, cela fait de P53 une cible
thérapeutique attractive dans la thérapie du cancer. In vivo, des études ont montré que la
restauration de la fonctionnalité de P53 entraine a elle seule la régression tumorale dans divers
modeles de xénogreffes confirmant I’intérét du ciblage de P53 dans les cancers (Dolivet,
Merlin et al. 2002; Martins, Brown-Swigart et al. 2006; Ndoye, Dolivet et al. 2006; Ventura,
Kirsch et al. 2007).

Plusieurs thérapies ont été développées incluant thérapie génique, réactivation des mutants

p53 et inhibition de I’interaction P53-MDM2 (Figure 6).

11.9.1. Thérapie génique
La thérapie génique est une technique appliquée a diverses maladies génétique, en particulier
dans le traitement du cancer. Le géne p53 est muté chez 50% des cancers. Différentes
stratégies ont eté développées afin de delivrer efficacement p53 au tissu cible telles que le
Adp53 et ONYX-015. Adp53 est un adénovirus contenant une copie intacte de c-DNA du
gene p53 (Wiman 2007). Le traitement des patients avec un cancer des voies aérodigestives
supérieures par Adp53 montre un effet clinique chez 50% des patients. Il est en phase 111 aux
USA (Clayman, el-Naggar et al. 1998). Plusieurs genes activateurs des tumeurs tels que les
VEGF, MMP et MDR diminuent I’efficacité du transfert du gene p53 par Adp53 (Haupt and
Haupt 2006). ONY X-015 est un adénovirus capable de se répliquer et de lyser les cellules
tumorales n’exprimant pas P53 (Bischoff, Kirn et al. 1996). In vivo, il a été montré que
I’administration systémique d’ONYX-015 permet un effet anti-tumoral, cet effet est

potentialisé par la combinaison de la chimiothérapie (Heise, Sampson-Johannes et al. 1997).
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11.9.2. Inhibition de MDM2

Dans les tumeurs non porteuses de mutations, P53 est inhibée par d’autres mécanismes. L’un
des mécanismes est la surexpression de MDM2 qui cible P53 de fagon constitutive. L’une des
approches utilisées pour stabiliser le niveau d’expression de P53 est de bloquer I’interaction
MDM2-P53. Plusieurs petites molécules capables d’inhiber cette interaction ont été
développées, comme la Nutlin-1. Cette molécule se lie au domaine N-terminal de P53 et
inhibe I’interaction MDM2-P53. In vitro, une étude a montré son efficacité a restaurer
I’activité de BAX et I’induction de I’apoptose au niveau des mitochondries des cellules AML
(P53 inhibée par la surexpression de MDM?2). Nutlin-1 agit de fagon synergique avec
I’antagoniste de Bcl2, ABT-737 induisant I’activation de I’apoptose P53 dépendante (Kojima,
Konopleva et al. 2006). RITA® est aussi une molécule capable d’inhiber I’interaction MDM2-
P53 et restaurer I’induction de I’apoptose P53 dépendante (Issaeva, Bozko et al. 2004). In
vivo, le traitement par RITA permet de restaturer I’inhibition de la croissance des tumeurs et
les protéines cibles de P53 telles que GADD45 et PUMA sont induites suite au traitement par

RITA®.

11.9.3. Réactivation du mutant de p53

Les mutations faux-sens affectent le site de fixation a I’ADN entrainant la perturbation
(activation/inactivation) d’un certain nombre de genes cibles de P53. Plusieurs petites
molécules sont capables de restaurer la fonction des mutants p53. Ces molécules ont été
identifiées par screening de nombreuses molécules chimiques de faible poids moléculaire,
comme pour exemple, PRIMA-1. Le traitement des cellules tumorales présentant des
mutations du gene p53 (exemple: R175H) par PRIMA-1 induit efficacement I’apoptose
(Bykov, Issaeva et al. 2002). La conformation de P53 est modifiée par PRIMA-1 dans les

cellules et permet de réactiver la transcription de certaines cibles telles que PUMA et P21.
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L’administration systémique de PRIMA-1 entraine une inhibition de la croissance tumorale de
xénogreffes sans toxicité détectée. In vitro, d’autres molécules ont montré leur efficacité telle
que CB- 313198. Cette molécule réactive p53 en restaurant la liaison du mutant p53 a I’ADN,
empéche la dégradation de P53 par MDM2 et augmente I’expression des transcrits entrainant

I’induction de I’apoptose (Rippin, Bykov et al. 2002).
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Figure 6: Représentation schématique des stratégies d’activation et ou d’inhibition des voies

de signalisation controlées par P53.

P53 est normalement ciblée et liée par HDM2 (I’homologue de MDM2 chez I’humain) pour étre ensuite
dégradée. Les dommages de I’ADN induisent la phosphorylation de P53 entrainant sa dissociation de HDM2 et
I’augmentation de sa stabilité. Nutlin et RITA peuvent dissocier P53-HDM2 induisant I’activation de P53
directement sans passer par sa phosphorylation. CP31398 et PRIMA-1 peuvent induire le mutant P53 qui adopte
une conformation de P53 sauvage entrainant sa stabilisation. La forme tétramérique de P53 induit la sur-
régulation des génes impliqués dans I’arrét du cycle cellulaire, I’apoptose et la dégradation de P53. P53 inhibe
aussi I’expression de nombreux genes bien que ceci n’implique pas sa tétramérisation ni sa liaison directe a
I’ADN. PFTa inhibe la transcription médiée par P53 tandis que PFTu inhibe I’apoptose induite par la

translocation de P53 dans la mitochondrie.
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I11. Le cas du gene pten

I111.1. Découverte

Pten (pour Phosphatase and tensin homology deleted on chromosome ten) un gene
suppresseur de tumeur également appelé MMAC1 (Mutated in multiple advanced cancers) ou
encore TEPL1 (TGFB- regulated and epithelial cell-enriched phosphatase). Pten a été identifié
en 1997 par trois groupes différents: Parson, Steck et Sun (Li and Sun 1997; Li, Yen et al.
1997; Steck, Pershouse et al. 1997). Les trois équipes ont utilisé des stratégies différentes.
L’equipe de Sun I’ont identifié comme une nouvelle phosphatase a double spécificité, sa
transcription étant modulée par TGFp. Les équipes de Parson et Steck, I’ont identifié comme
un gene fréguemment muté ou délété dans divers cancers. Sa fonction de géne suppresseur de
tumeur a été confirmée par la suite dans divers modeéles, in vivo (Di Cristofano, Pesce et al.
1998; Stambolic, Suzuki et al. 1998; Podsypanina, Ellenson et al. 1999; Sun, Lesche et al.
1999). En effet, des mutations ou des délétions de pten sont communes dans divers cancers
humains. Pten est le géne le plus frequemment muté dans les cancers aprés p53. En plus des
mutations somatiques de pten, des mutations germinales responsable des divers syndromes
ont été décrites. La protéine PTEN appartient au groupe des phosphatases a double spécificité
capable de déphosphoryler des résidus phosphosérine et phosphothréonine ou
phosphotyrosine, et possede une activité phosphoinositide 3-phosphatase (déphosphoryle le
PIP3 en PIP2) (Maehama and Dixon 1998). Elle est donc impliquée dans la cascade de
signalisation PI3K/AKT. La voie de PI3K/AKT est impliquée dans la survie, la prolifération
et la croissance cellulaire, cette voie est perturbée dans presque tous les cancers humains ce
qui explique pourquoi pten, le seul régulateur négatif défini de cette voie, est le suppresseur
de tumeur dominant. Beaucoup de protéines tyrosine kinases sont des proto-oncogenes ce qui

laisse entendre que les phosphatases agissent comme des suppresseurs de tumeur.
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111.2. Structure

Pten est situé sur le chromosome 10 en position 10923, il est constitué de 9 exons et s’étend

sur environ 12.10%pb (Figure 7). Il code pour une protéine phosphatase de 403 acides aminés.

Phosphatase Domain C2 Domain

Figure 7: Structure tridimentionnelle des différents domaines de la protéine PTEN.

PTEN posséde deux domaines, un domaine N terminal a activité phosphatase relié a un
domaine C terminal par une boucle majeure, connectés par une boucle interne flexible.

Le domaine catalytique N-terminal de 179 résidus (résidus 7-185) composé de six hélices o et
cing feuillets B contenant un motif HCXXGXXRS/T présent dans les domaines actifs des
protéines tyrosine Kinases et des protéines phosphatases a double spécificité mais elle ne
présente pas d’autres similarités en dehors de ce motif. PTEN a des homologies de séquences
avec la tensine du poulet et I’auxilline des bovins (Li, Yen et al. 1997; Steck, Pershouse et al.
1997), deux protéines du cytosquelette. Elle possede une boucle (résidu 123-130) dont la
cysteine 124 et I’arginine 130 sont essentielles pour I’activité catalytique, et I’histidine 123 et

la glycine 127 sont importantes pour la conformation de la boucle (Barford, Flint et al. 1994;
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Stuckey, Schubert et al. 1994; Hlobilkova, Knillova et al. 2003). Le site actif est un haut point
de mutation avec environ 31% de mutations somatiques et constitutionnelles dans I’exon 5
codant le site catalytique (Waite and Eng 2002).

Le domaine C-terminal de 166 résidus (résidus 186-351) appelé C2 composeé de deux feuillets
B antiparalléles reliés par deux petites hélices a (Lee, Yang et al. 1999). Il existe dans la
région terminale du domaine C2 un motif consensus, le PDZ-binding domain qui lie des
protéines contenant le domaine PDZ. Ce motif est une région importante d’interactions entre
protéines (Waite and Eng 2002). Elle contient aussi deux sites de liaison au domaine SH2 de
la tyrosine kinase SHP-1, un site de liaison a SH2 de la protéine Crk et un site de liaison a
ShC. Il a été montré que la phosphorylation de certains résidus comme les tyrosines 240, 315,
336, la sérine 380, et les thréonine 382 et 383 du PDZ-binding domain affecte la stabilité et la
fonction de la protéine PTEN (Waite and Eng 2002; Hlobilkova, Knillova et al. 2003). La
protéine est phosphorylée de fagon constitutive in vivo par une protéine caséine kinase (CK2)
sur les résidus serine 370, 380 et 385 et sur le résidu thréonine 383 (Waite and Eng 2002;

Hlobilkova, Knillova et al. 2003)

111.3. Les mutations de pten

Dans la majorité des cancers humains, ces altérations génétiques sont somatiques. Les
altérations observees consistent essentiellement en mutations non-sens, en mutations faux-
sens et en mutations responsables d’une altération du cadre de lecture; comme des délétions,
des insertions ou des mutations du site d’épissage, (Marsh, Coulon et al. 1998). Il peut aussi
exister des réarrangements chromosomiques, des amplifications géniques et des pertes de

chromosomes entiers.
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111.3.1. Mutation somatique de pten dans diverses tumeurs humaines

Les géenes impliqués dans les cancers héréditaires sont aussi fréquemment impliqués au
niveau somatique. Pten est muté dans divers types de cancers incluant les cancers de prostate
(Cairns, Okami et al. 1997; Feilotter, Nagai et al. 1998; Whang, Wu et al. 1998), les
mélanomes (Guldberg, thor Straten et al. 1997; Robertson, Furnari et al. 1998) et les
lymphomes (Gronbaek, Zeuthen et al. 1998; Nakahara, Nagai et al. 1998; Sakai, Thieblemont
et al. 1998). Les mutations somatiques, dans le cas de cancer du sein, sont associées a la
progression de la tumeur et non a son initiation (Perren, Weng et al. 1999). Des anomalies
structurales de pten sont présentes dans 37% des tumeurs primaires de cancers colorectaux
(Nassif, Lobo et al. 2004).

Une analyse détaillée de la nature et de la fréquence des mutations de pten dans divers cancers
permet de fournir des informations tissus spécifiques sur les mecanismes génétiques de la

cancérogenese.

111.3.2. Mutations germinales de pten dans divers syndromes et prédisposition

aux cancers

Il existe quelques pathologies qui découlent de mutations germinales de PTEN pour lesquelles
plus d’une centaine de mutations ont été dénombrées (Figure 8), c’est le cas de la maladie de
Cowden ou syndrome des hamartomes multiples ou encore dans le syndrome de Bannayan-
Zonana ou le syndrome de Protée. Les individus avec un syndrome de Cowden présente un
haut risque de tumeurs bénignes ou malignes de la thyroide, du sein, de |Endométre et du
systéeme nerveux central. Le risque de développer un cancer du sein est de 25 et 50 % avec un
age de diagnostic entre 38 et 46 ans, un cancer de la thyroide d’environ 10 %, un cancer de

I Bndometre est de 3 a 10 %. Le syndrome de Bannayan-Zonana est caractérisé par un retard
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mental, une macrocéphalie, des néoplasmes bénins (polype intestinal,), et des malformations

vasculaires (Marsh, Dahia et al. 1997; Longy, Coulon et al. 1998).
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Figure 8: Localisation des mutations germinales de pten.
Au-dessus: les mutations observées dans le syndrome de Cowden, en dessous: les mutations observées dans le
syndrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba ou chez les patients avec le syndrome de Cowden ou le syndrome de

Bannayan-Riley- Ruvalcaba dans la méme famille.

111.3.3. Autres mécanismes d’inactivation

Pten peut étre inactivé par divers mécanismes autre que les mutations somatiques et les
mutations germinales. Des mécanismes épigénétiques peuvent étre responsable d’une
dérégulation de I’expression du géne pten, c’est le cas du cancer de la prostate, certaines
leucémies et certains lymphomes. D’autres mécanismes comme le silencing ou une erreur de
méthylation peuvent également intervenir dans le dysfonctionnement de I’expression du gene
pten. La méthylation du promoteur est aussi un mécanisme conduisant a I’innactivation de

pten, elle est liée a d’autres facteurs de mauvais pronostic. Dans ces tumeurs, les transcrits
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ARNmM de pten sont aussi plus faiblement exprimés. La diminution de la demi-vie du géne

dans certaines lignées cellulaires mutées est également rapportée.

111.3.4. Souris déficientes en PTEN:

Plusieurs études sur des souris knockout confirment I’implication de pten dans la suppression
des tumeurs. Les embryons des souris homozygotes mutés ne sont pas viables. Les souris
hétérozygotes sont prédisposées aux tumeurs. Ceci suggere que le pten est un gene
suppresseur de tumeurs. Les souris chimériques pten*” obtenues par élimination des exons 4-6
développent spontanément des tumeurs de prostate, peau et colon. Chez ces souris pten*”
(Exons 4-6) (Di Cristofano, Pesce et al. 1998) il a été montré que pten est impliqué dans la
résistance a la réponse a des mediateurs FAS par activation de la voie PISK/AKT (Di

Cristofano, Kotsi et al. 1999).
111.4. Régulation de PTEN :

111.4.1 Régulation transcriptionnelle

111.4.1.1. Régulation positive

Plusieurs facteurs de transcription se lient directement au promoteur de pten et
régulent son expression (Figure 9). Il a été montré que pten est activé par EGR1 en réponse au
traitement par irradiation (Virolle, Adamson et al. 2001). EGR1 régule positivement pten suite
au traitement par I’inhibiteur de phosphatase calyculin A et potentialise son effet apoptotique
(Okamura, Yoshida et al. 2005). Le niveau d’expression d’EGRL est fortement corrélé au
niveau d’expression de PTEN dans les cancers bronchopulmonaires non a petites cellules, la

surexpression des deux protéines étant associée a un mauvais pronostic (Ferraro, Bepler et al.

34



2005). Pten est régulé par d’autres facteurs. En effet, il a été montré que PPARYy (peroxisome
proliferator-activated receptor gamma) régule PTEN au niveau transcriptionnel, I’activation
de PPARy par son ligand sélectif, la rosiglitazone (antidiabétique de la classe des
thiazolidinediones) est nécessaire a sa liaison au niveau des deux sites (PPRE1 et PPRE2) du
promoteur de pten ce qui entraine la sur-activation de PTEN dans les cellules normales et les
cellules cancéreuses (Patel, Pass et al. 2001). Ceci est accompagné d’une diminution
d’expression de phospho-AKT et de la survie cellulaire. Il a été montré que la rosiglitazone
augmente I’expression de PTEN et réduit la migration cellulaire dans les cellules de cancer
hépatique (Zhang, Wu et al. 2006). Une autre equipe a montré I’inhibition de la croissance des
cellules du cancer bronchopulmonaire non a petites cellules traitées par rosiglitazone (Han
and Roman 2006).

L’inactivation de PTEN pourrait aussi étre associée a celle de P53, il a été montré que P53
peut se lier directement au promoteur de pten et augmenter sa transcription et que la perte de
P53 entraine une diminution de I’expression de PTEN (Wang, 2005). Une étude récente a
montré que I’activité proliférative de SPRY2 passe par la régulation de PTEN. La
surexpression de SPRY?2 augmente I’expression d’ARNm et de la protéine PTEN (mais
diminue la phosphorylation de PTEN au niveau des résidus sérine 370 et sérine 385 ainsi que
sa stabilité), la capacité de SPRY2 a inhiber la prolifération est par ailleurs abolie dans les
cellules pten négatives (Edwin, Singh et al. 2006). Une autre étude a montré que la résistine
(cytokine impliquée dans la résistance a I’insuline), augmente I’expression de PTEN par
activation de la p38MAPK et ATF2 (activating transcription factor 2) dans les cellules
(endothéliales) vasculaires ce qui entraine une inhibition de I’activité d’AKT et ses cibles
ainsi que eNOS (NOS, Nitrous Oxide Systems) (Shen, Zhang et al. 2006). Il a été montré que
les phytocestrogénes comme la génistéine (dans le soja), le résvératrol (dans le vin rouge) et la

quercetine (dans les fruits et les végétaux) augmentent I’expression de PTEN, inhibe
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I’activation de I’AKT et augmente le niveau d’expression de P27 (Waite, Sinden et al. 2005).
Des donnés épidémiologiques suggerent que la consommation des phytocestrogenes puissent
protéger contre le cancer (Park and Surh 2004; Verheus, van Gils et al. 2007). Le niveau
d’expression de PTEN ainsi que I’index apoptotique sont augmentés dans les glandes
mammaires des rats nourris avec des protéines de soja ou des aliments riches en génistéine
(Dave, Eason et al. 2005). Il a aussi été montré que I’indol-3-carbinol, dérivé phytochimique
des cruciferes comme les brocolis, augmente I’expression de PTEN dans I’épithélium

cervical, dans un modeéle de cancer cervical de souris (Qi, Anderson et al. 2005).
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Figure 9: Régulation transcriptionnelle de PTEN.

Ilustration des nouvelles voies impliquées dans la régulation de la transcription. Les éléments sous forme ovale
représentent les activateurs et les éléments sous forme rectangulaire représentent les répresseurs. JUN inhibe la
transcription de pten suite a sa liaison avec AP-1, en amont du site d’initiation de la transcription. L activation de
PPARy par son ligand glitazone (Glit), utilisé pour le traitement des diabétiques, augmente le niveau
d’expression de pten suite a sa liaison aux deux éléments de réponse (PPRES) au niveau du promoteur de pten.

L’augmentation du niveau d’expression de pten par le glitazone a été observée par différents groupes. Les
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Phytocestrogenes tels que la génistéine, I’indole-3-carbinol et ésveratrol augmentent le niveau d’expression des
ARNmM de pten et la protéine PTEN. Dans les cellules de cancer de pancréas, TGFp régule positivement la
transcription de pten de maniére SMAD-dépendante et le contréle négativement indépendamment de la voie
SMAD. La liaison du facteur de croissance (GF) a son récepteur membranaire active hSPRY2 via RAS et
augmente le niveau de transcription de pten. Le Resistine, peptide secrété par des adipocytes et d’autres types
cellulaires durant I’inflammation, régule positivement la transcription de pten. Le resistine active la voie de p38
et ATF2 ainsi que la liaison d’ATF2 au promoteur de pten et ses deux sites de liaison a I’ATF. MKK4 inhibe la
transcription de PTEN par activation de NFkB, répresseur transcriptionnelle qui se lie au niveau du promoteur de
pten en amont de I’ATG. P53 régule pten positivement au niveau transcriptionnelle et négativement au niveau de
la stabilité de la protéine: I’élément de réponse a p53 a été trouvé dans le promoteur de pten, I’induction de P53
entraine une augmentation des mRNA de pten ainsi que le niveau d’expression de la protéine. PTEN autorégule
son propre expression et ceci passe par la stabilisation de P53 et indépendamment de son activité phosphatase.
EGR1 se lie au promoteur pten et augmente son expression en réponse a des radiations et IGF2. Les voies
marquées par des étoiles signifient qu’il n’ya pas de sites identifiés sur le promoteur de pten et impliqués dans
les régulations observées. Les traits continus présentent des interactions directes des protéines avec I’ADN; Les

traits discontinus présentent des interactions indirectes.

111.4.1.2. Régulation négative:

Il a été montré que MMK4 (mitogen-activated kinase) active NFkB (nuclear factor-kappa B),
ce qui entraine sa liaison sur le promoteur de pten et son inhibition au niveau
transcriptionnelle (Xia, Srinivas et al. 2007).

TGFB, inhibe la transcription de pten dans les cellules de cancer de pancréas (Chow, Quach et
al. 2007) et dans les cellules mésangiales (Mahimainathan, Das et al. 2006). Une correélation
négative entre I’expression du proto-oncogene jun (facteur de transcription) et celle de pten a
été trouvee dans de nombreuses lignées cellulaires tumorales (Hettinger, Vikhanskaya et al.

2007). Le proto-oncogene jun se lie au promoteur de pten et entraine son inhibition.
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111.4.2. Régulation post-traductionnelle de PTEN

L’activité de PTEN est hautement régulée par phosphorylation (Figure 10) (Vazquez,
Ramaswamy et al. 2000; Okahara, Ikawa et al. 2004; Valiente, Andres-Pons et al. 2005;
Maccario, Perera et al. 2007), oxydation (Leslie, Bennett et al. 2003; Kwon, Lee et al. 2004;

Connor, Subbaram et al. 2005) (Figure 10), acétylation, et par le contréle de sa localisation.
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Figure 10: La structure des différents domaines fonctionnels de PTEN et les sites de

modifications post-traductionnelles.

Les trois domaines de PTEN, le domaine phosphatase (“Phosphatase”, résidus 15-186), le domaine C2 (“C2
domain”, résidus 186 a 351), et le fragment C-terminal (“C-tail”, résidus 352 a 403). Le domaine de liaison a
PIP2 (“PIP2 binding motif”, résidus 6 a 15), et le motif PEST (“PEST motifs”, résidus 350 a 375). La boucle
(“Loop”, résidus (286-309) dans le domaine C2. Le domaine PDZ (“PDZ BD”, résidus 401 a 403) domaine de
liaison au PDZ-binding-domain. La figure montre les résidus cystéines au niveau du domaine phosphatase qui
peuvent étre oxydées par des espéces réactives d’oxygene (ROS), ainsi que les résidus sérine et thréonine qui

peuvent étre phosphoryler par des kinases correspondantes.

111.4.2.1. Oxydation
PTEN peut étre inhibée par des espéces réactives d’oxygene (ROS) suite a I’oxydation de la

cystéine 124 et la formation d’un pont disulfure avec la cystéine 71. Une étude in vitro sur des

38




lignées cellulaires de neuroblastome, a montré que la génération des ROS et I’inactivation de

PTEN sont nécessaires a I’activation d’AKT par I’insuline (Seo, Ahn et al. 2005).

111.4.2.2. Acétylation
L’ acétylation est un autre mécanisme régulateur de PTEN (Okamura, lwata et al. 2006).
PCAF acétyle PTEN au niveau des lysines 125 et 128 en réponse a plusieurs facteurs de
croissance. Ces résidus sont localisés au niveau de la région catalytique de PTEN et sont

essentiels a sa spécificité pour PI3K. PCAF est un régulateur négatif de PTEN.

111.4.2.3. Phosphorylation

PTEN est régulée par phosphorylation des résidus sérine et thréonine du domaine C-terminal.
La phosphorylation de ces résidus n’est pas nécessaire a son activation mais a sa stabilisation.
La substitution de ses résidus de phosphorylation par I’alanine augmente I’activité catalytique
ainsi que la dégradation de PTEN.

CK2 est impliquée dans la phosphorylation de nombreux résidus sérine ou thréonine de la
partie C terminale de PTEN, mais elle n’est pas seule. GSK3p (Glycogen synthase kinase
3béta) participe aussi a cette phosphorylation (Al-Khouri, Ma et al. 2005). CK2 phosphoryle
les résidus sérine 370 et sérine 385 tandis que GSK3p cible la sérine 362 et la thréonine 366
(Torres and Pulido 2001). Aucune des deux protéines ne peut phosphoryler la sérine 380 de
PTEN, c’est GLTSCR2 appelé aussi PICT1 (Protein Interacting with Carboxyl Terminus 1)
qui est capable de phosphoryler la sérine 380 et entrainer une augmentation de PTEN
(Okahara, Itoh et al. 2006; Yim, Kim et al. 2007). L’altération de PICT-1 entrainerait une
instabilité de PTEN conduisant a un processus de canceérisation.

ROCK est capable de phosphoryler PTEN sur les résidus sérine 229, thréonine 232, 319 et

321 du domaine qui entraine son activation (Li, Dong et al. 2005).
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Il a été montré que la sous-unité catalytique de PI3K inactive PTEN a travers la voie
impliquant ROhA/ROCK et augmente la phosphorylation du résidu tyrosine de PTEN

(Papakonstanti, Ridley et al. 2007).

111.4.2.4. Neddylation

Le niveau d’expression de NEDDA4-1 est inversement corrélé au niveau d’expression
de PTEN dans des xénogreffes de cancer de prostate, suggére le rdle oncogénique de NEDD4-
1. Récemment, une étude a montré que PTEN est capable d’inhiber NEDD4-1 au niveau
transcriptionel (Ahn, Hwang et al. 2008) par feedback négatif. NEDD4-1 peut activer la
polyubiquitination et la dégradation de PTEN (Wang, Trotman et al. 2007) mais peut aussi
catalyser sa monoubiquitination nécessaire a I’import nucléaire (Trotman, Wang et al. 2007)
ce qui entraine I’inhibition de sa polyubiquitination et sa dégradation dans le cytoplasme

(Figure 11).
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Figure 11: Régulation de la protéine PTEN par ubiquitination par NEDD4-1.
NEDD4-1 entraine la monoubiquitination et la polyubiquitination de PTEN avec des conséquences
fonctionnelles différentes. Les deux réactions sont séparées (nommeées (1) et (2)) et sont sujets a des régulations

distinctes. Ub: ubiquitin; DUB: enzyme de deubiquitination.
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111.4.3. Interactions de PTEN avec d’autres protéines

L’expression de PTEN peut aussi étre modulée par des changements de sa stabilité dues a son
interaction avec d’autres protéines. Par I’intermédiaire de son domaine PDZ-binding domain,
PTEN interagit avec plusieurs protéines qui contiennent un domaine PDZ. Wu et al. ont
montré que PTEN interagit avec un certain nombre de protéines de la membrane, la famille
des MAGI (guanylate-kinase inverted), telle que MAGIZ2, ce qui entraine sa stabilisation (Wu,
Dowbenko et al. 2000). Récemment, une étude a montré que cette interaction est régulée par
la vinculine (protéine du cytosquelette exprimée de facon ubiquitaire). Les cellules Vinculine
" n’expriment pas la protéine PTEN mais expriment normalement les ARNm (Subauste,
Nalbant et al. 2005). Subauste et son équipe ont montré que la vinculine est nécessaire pour
maintenir les interactions entre p-caténine-MAGI2 et les jonctions ce qui limite
I’ubiquitination et la dégradation de PTEN (Subauste, Nalbant et al. 2005). Valiente et al. ont
montré récemment que la liaison de PTEN a MAST3 (microtubule-associated

serine/threonine kinase) et SAST (syntrophin-associated serine/threonine Kinase) stabilise

PTEN et facilite sa phosphorylation par ces kinases (Valiente, Andres-Pons et al. 2005).

I11.5. Localisation au niveau de la cellule

- Recrutement au niveau de la membrane plasmique

La localisation cellulaire de PTEN joue un réle important dans la régulation de son
activité. La premiere fonction décrite de PTEN est la déphosphorylation de PIP3 au niveau de
la membrane plasmique. Afin d’accéder a sa cible, PTEN a besoin d’étre recrutée au niveau

de la membrane. Le domaine C2 (Das, Dixon et al. 2003), le domaine phosphatase (Das,
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Dixon et al. 2003) et le domaine de liaison a PIP3 ont un réle crucial dans sa liaison aux
lipides (Downes, Ross et al. 2007). PTEN est recrutée au niveau de la membrane par
interaction avec des protéines MAGI1b, MAGI2, MAGI3, MAST3 et SAST au niveau du
domaine PDZ-binding domain. PTEN interagit aussi avec NHERF1 (EBP50) et NHERF2
(Na+/H+ exchanger regulatory factor), protéines adaptatrices, par son domaine PD-binding
domain. Les protéines PTEN et NHERF forment un complexe ternaire avec le récepteur
PDGFR (platelet-derived growth factor receptor). L activation de PI3K aprés stimulation des
récepteurs PDGFR est prolongée dans les fibrobalases MEFs (Mouse Embryonic Fibroblasts)
NHERF1™" et quand NHERF2 est inhibée par ARNi. Les protéines NHERF recrutent PTEN
au niveau des récepteurs PDGFR afin de réduire I’activité de PI3K (Takahashi, Morales et al.
2006). Des études utilisant la microscopie TIRF (total internal reflection fluorescence) dans
des cellules vivantes montrent que PTEN se lie a la membrane pendant quelques
millisecondes, temps suffisant a la dégradation de plusieurs molécules PIP3. Ceci confirme
que la phosphorylation de I’extrémité C-terminal de PTEN contraint sa conformation et limite

son association avec la membrane (Vazquez and Devreotes 2006).

- Import export nucléaire

La localisation de PIP3 et PIP2 au niveau nucléaire montre le réle de PTEN dans le
noyau (Mazzotti, Zini et al. 1995; Caramelli, Matteucci et al. 1996; Tanaka, Fujita et al.
2005). Cette fonction est moins claire que celle au niveau de la membrane plasmique.
Cependant, plusieurs chercheurs ont détecté PTEN exclusivement dans le cytoplasme (Gu,
Tamura et al. 1998), d’autres chercheurs I’ont détecté dans le cytoplasme et dans le noyau, et
la perte de PTEN dans le noyau a été associée aux néoplasmes et a la formation des tumeurs
(Perren, Weng et al. 1999; Gimm, Perren et al. 2000), indiquant que la fonction de

suppresseur de tumeur de PTEN est nucléaire. Liu et al. ont utilisé la technique de
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Recouvrement de Fluorescence Aprés Photoblanchiment (FRAP) et ont conclu que PTEN
diffuse passivement a travers les pores nucléaires (Liu, Sheng et al. 2005). Chung et al. ont
décrit des sequences de localisation nucléaire nécessaires a I’import nucléaire de PTEN
(Chung, Ginn-Pease et al. 2005). Ils ont aussi mis en évidence les différents effets de PTEN
en fonction de sa localisation cytoplasmique ou nucléaire: PTEN cytoplasmique inhibe
phospho-AKT, active p27kipl et est nécessaire a I’induction de I’apoptose, alors que PTEN
nucléaire inhibe la cyclin D1, phospho-MAPK et a un réle crucial dans I’arrét du cycle

cellulaire (Chung and Eng 2005; Chung, Ostrowski et al. 2006).

I11.6. Fonctions de PTEN

PTEN est une phosphatase qui déphosphoryle les résidus phosphotyrosine, la phosphosérine
et/ou la phosphothréonine. Cette activité protéine phosphatase lui permet d’inhiber la voie de
signalisation des MAPK ou RAS/MEKI/ERK et la kinase d’adhésion focale, FAK. PTEN a de
plus une activité lipide phosphatase qui induit I’inhibition de la voie PI3K/AKT en

antagonisant I’action de la phosphatidylinositol 3 kinase (P13K).

111.6.1. PTEN et voie des MAPK

Cette voie est constituée par une série de proteines kinases qui permettent par phosphorylation
I’activation de protéines MAP (mitogen activated protein) ou ERK (extracellular signal
regulated kinase) (figure 4). PTEN en déphosphorylant Shc et/ou IRS-1, empéche la
formation du complexe Grb/SOS nécessaire a I’activation de la voie des MAP kinases (Waite

and Eng 2002) (Figure 12).

43



Facteur de croissance
-

II Récepteur

Figure 12: Activation de la voie de RAS/MAPK/ERK et réponse cellulaire aux signaux

extracellulaire.

Apreés activation de Ras par les récepteurs a activité tyrosine kinase, de nombreux effecteurs sont activés tels que
la PI3K et la kinase Raf entrainant la phosphorylation de MEK qui va ensuite phosphoryler en cascade la kinase
ERK. ERK phosphoryle de nombreux substrats impliqués dans la transcription de génes responsables de la

réponse cellulaire.

111.6.2. PTEN et voie PI3BK/AKT

Cette voie est représentée par les P13 kinases, une famille d’enzyme phosphorylant les lipides
inositols des membranes en position 3. Elles phosphorylent spécifiquement les PIP2 générant
alors des PIP3. La PI3K dont il existe plusieurs membres, entraine la phosphorylation et
I’activation de AKT/PKB, par I’intermédiaire de PIP3. Cette action sera suivi par la
phosphorylation de la sérine 473 et la thréonine 308 par des protéines kinases (Feng, Park et
al. 2004; Mora, Komander et al. 2004; Sarbassov, Guertin et al. 2005). Cette double

phosphorylation a pour effet d’activer AKT et conduire a I’inhibition de I’apoptose. PTEN
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intervient dans cette voie en contrélant le niveau de PIP2. La déphosphorylation du PIP3 en
PIP2 s’effectue préférentiellement en position D3 (Su, Mayo et al. 2003)

De cette fagcon, PTEN contréle négativement la kinase AKT. Il a été montré qu’une
inactivation de PTEN entraine une phosphorylation constitutive de AKT d’ou une survie
cellulaire facilitée par I’intermédiaire de la voie mTOR/p70S6 kinase. Il a été aussi montré
une activation constitutive de p70S6kinase dans des cellules tumorales déficientes en PTEN

(Guasch 2002) (Figure 13).
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Figure 13: Représentation Schématique de la voie PISK/PTEN/AKT.

La voie de PI3K est un important régulateur de la carcinogenése, la croissance tumorale et I’angiogenése.
L ’activation des récepteurs tyrosine kinases augmente I’activité de PI3K. PI3K produit des PIP2 et des PIP3, ce
qui entraine I’activation de PDK1 et I’AKT. AKT régule plusieurs fonctions cellulaires incluant la progression

du cycle cellulaire, I’inhibition de I’apoptose, croissance tumorale par ciblage de différentes protéines en aval.
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GSK-3
La protéine GSK-3 (Glycogen synthase kinase-3) est une protéine serine/thréonine kinase
constitutivement active dans les cellules quiescentes. Son activité est inhibée par
phosphorylation dans les cellules en prolifération. La protéine kinase AKT phosphoryle GSK

sur la sérine 9 et la rend inactive.

MTOR et P70S6K

mTOR (mammalian Target of Rapamycin) appartient a la famille des protéines kinases PIKK
(PIKinase-related kinase), elle intervient en relai de la voie PISK/AKT. mTOR régle
notamment I’initiation de la traduction en phosphorylant 4E-BP et p70S6kinase. La
phosphorylation de 4E-BP induit la libération de elF4E, facteur qui initie la traduction. De
méme, p70S6kinase phosphoryle la protéine ribosomique S6, qui va initier la traduction
d’ARNm codant pour des protéines ribosomiques et des facteurs d’élongation. Ainsi, mMTOR
est a I’origine de la synthése de protéines favorisant la mitose cellulaire.

MTOR intervient aussi dans le contréle du cycle cellulaire. Son inhibition provoque une

augmentation du turnover de la cycline D1 et une diminution de I’élimination de p27.

111.6.3. Action sur le cycle cellulaire

PTEN agit sur le cycle cellulaire en bloguant I’entrée des cellules en phase S, par
augmentation de I’expression de I’inhibiteur de CDK p27kipl entrainant une diminution
d’expression de la cycline D1. La réintroduction de PTEN dans des cellules n’exprimant pas
PTEN, déclenche I’arrét du cycle cellulaire en phase G1 grace a son activité lipide
phosphatase mais pas par son activité protéine phosphatase. PTEN est donc un regulateur du

cycle, empéchant les cellules transformées de proliférer anarchiquement.
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111.6.4. Action sur I’apoptose:

Les cellules n’exprimant PTEN sont résistantes aux stimuli apoptotiques, ce qui classe
PTEN parmi les régulateurs positifs de | 83poptose. Une autre étude a montré que | Bxpression
du gene normal de PTEN dans des cellules issues de gliomes bloque le cycle cellulaire mais

n dugmente pas leur capacité a induire I’apoptose

111.6.5. Action sur la formation de métastases

PTEN augmente le niveau de Drg-1, protéine issue d’un gene ayant des propriétés
suppresseur de métastases. Cette propriété a été mise en évidence au niveau de modéles
animaux porteurs de cancer de la prostate et du colon. Le niveau d’expression de cette
protéine est significativement diminué au cours de I’évolution de cancer de prostate ou de

sein. La recherche de Drg-1 associée a celle de PTEN traduit un meilleur pronostic.
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IV. Les récepteurs tyrosine kinase de la famille Human Epidermal Growth

Factor Receptor (HER)

1V.1. Généralité:

Les tyrosines kinases sont des protéines impliquées dans la prolifération des cellules normales
et sont impliqués dans la transformation maligne. HER (pour Human Epidermal Growth
Factor Receptor) ou erb-B (pour érythroblastose) est une famille de récepteurs
transmembranaires a activité tyrosine kinase. Elle constitue une famille d’enzymes trés
importante chez I’homme en intervenant dans de nombreux processus de régulation de la
croissance cellulaire favorisant la prolifération et diminuant les mécanismes de I’apoptose. La
famille des HER est constituée de 4 récepteurs (EGFR/HER-1/ErbB-1, HER-2/ErbB-2, HER-
3/ErbB-3, HER4/ErbB-4) (Yarden 2001) (Figure 14). lls sont anormalement activés dans
plusieurs types tumoraux, en particulier les carcinomes épidermoides des voies aérodigestives
supérieures, les carcinomes bronchiques non a petites cellules, les glioblastomes, les cancers
mammaires, colorectaux, prostatiques, vésicaux et ovariens (Tableau 1). Ils ont en commun la
propriété de phosphoryler un résidu tyrosine. Cette phosphorylation permet I’activation ou

I’inactivation de certaines voies enzymatiques au sein de la cellule.
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Figure 14: Représentation schématique des quatre récepteurs tyrosine kinase de la famille des

protéines HER et leurs ligands (12 ligands).

Type tumoral Pourcentage de tumeurs surexprimant
EGFR HER2 HER2 HER4

Tumeurs téte 80-100 %, 33-76 % faible

et cou

Bronchique 45-90 % 20-30 % 25-71 % 49-60 %

Adénocarcinome 3050 2, 17-82 % 28-47 %

pancréas

Colon-rectum 28-77 % 51 %

CEsophage 43-89 % 10 %

Estomac 33-74 % 25 % faible

Col utérin an v,

imalpighien)

Sein 14-91 % 25-30 %, 20-70 % 7-13 %

Owvaire 35-70 % 4-30 7%

Prostate 65 Y 15-56

Vessie 31-48 % 17-71"

Carcinome rénal 50-90 Y%

Gliomes 40-63 %

Tableau 1: Pourcentage des tumeurs surexprimant les récepteurs HER en fonction du type

tumoral.
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IV.2. Structure des récepteurs

Tous les récepteurs de la famille des HER partagent une structure commune qui se traduit par
une organisation structurale caractéristique. Ce sont des molécules transmembranaires
comportant un domaine extracellulaire contenant le site de fixation des ligands, un domaine
transmembranaire et un domaine tyrosine kinase intracellulaire (Figure 15):

* Le domaine extracellulaire d’environ 620 acides aminés est composé de 4 sous domaines (I
a IV): L1 (sous domaine 1) et L2 (sous domaine I11) ont été identifiés comme les siéges de la
fixation du ligand. Les domaines CR1 (sous domaine Il) et CR2 (sous domaine 1V) pour «
Cystein-Rich » sont des domaines riches en cystéines.

* Le domaine transmembranaire est d’environ 24 acides aminés est un domaine hydrophobe.
* Le domaine intracellulaire d’environ 535 acides amines avec la partie a activité tyrosine
Kinase tres conservée, suivie de la partie C-terminal qui est moins conservée, cette partie est
riche en sites de phosphorylation. Leur site kinase est normalement inactif. Pour étre active,

résidu tyrosine doit d 8bord étre phosphorylé.

Domaines

Transmembranaire

Juxtamembranaire

Tyrosine kinase

C-terminal

e Extracellulaire

Figure 15: Représentation schématique des différents domaines protéiques des récepteurs de

la famille HER.

La partie extracellulaire composée de 4 domaines, homologues 2 a 2, appelés L1 et L2 (domaines | et I11) et CR1
et CR2 (domaines Il et IV), le domaine transmembranaire, le domaine juxtamembranaire, le domaine tyrosine

kinase et le domaine C-terminal portant les sites majeurs de phosphorylation sur tyrosine (Y)
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1V.3. Activation

Le mécanisme d activation de ces récepteurs est particulier, car le segment transmembranaire,
ne peut pas transmettre d hformation sur | Bccupation du site de reconnaissance du ligand vers
I ltérieur de la cellule. En I’absence du ligand les récepteurs sont sous forme monomérique.
La fixation des ligands aux récepteurs permet d’induire leur dimérisation en homodimeres ou
hétérodimeres avec d’autres récepteurs de la famille HER (EGFR-HER2 ; EGFR-HER3 ;
EGFR-HER4). Il est suggéeré que les hétérodimeres ont un potentiel de signalisation plus
puissant. Cette dimérisation entraine une transphosphorylation des sites tyrosine kinase.
L activité tyrosine kinase va alors pouvoir sBxercer sur leurs différentes molécules cibles
(Carpenter and Cohen 1990). Une fois phosphorylé, les deux grandes voies de signalisation
sont activées: la voie des MAPK et la voie des PISBK/AKT. Ces cascades de signaux sont
transmis jusqu’au noyau ou il y a stimulation de la prolifération cellulaire, néoangiogenese,
differentiation, activation de la motilité cellulaire, la survie cellulaire et de la capacité
d’invasion. Pour stopper I’action du récepteur phosphorylé, la cellule va I’internaliser. La
protéine va ensuite étre dégradée dans un lysosome ou dans certains cas, étre renvoyée a la

surface de la membrane apres inactivation pour étre réutilisée (Figure 16).
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Figure 16: Les differentes étapes d’activation des récepteurs HER.

L’activation des récepteurs débute par I’expression des récepteurs (étape 1). Les ligands vont ensuite se fixer sur
les récepteurs monomériques (étape 2) entrainant leur hétéro ou homo dimérisation (étape 3). La dimérisation
entraine I’activation de la tyrosine kinase et la phosphorylation de résidus tyrosine du domaine C-terminal (étape
4). Ces tyrosines phosphorylées vont recruter diverses protéines adaptatrices et/ou des substrats de la kinase, ce
qui aboutit a I’activation des différentes voies de signalisation intracellulaires (étape 5). Les récepteurs activés

sont ensuite internalisés par endocytose (étape 6), dégradés ou recyclés a la surface cellulaire (étape 7).

IV.4. HER et oncogenese
Les récepteurs HER sont fortement impliqués dans les cancers. (Tableau 1). Il existe une
corrélation entre la surexpression des récepteurs HER et I’agressivité tumorale dans plusieurs
types de cancers. Quelques études ont fait un lien avec le risque de récurrence, la survie

réduite, le stade tumoral avancé pour divers cancers comme les cancers du poumon non a
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petites cellules, les carcinomes épidermoide de la téte et du cou, les carcinomes du sein et de

I’ovaire.

IV.5. L’exemple de "EGFR

L’EGFR est une glycoprotéine transmembranaire de 170 kDa (Cohen, Ushiro et al. 1982),
présente sous forme monomérique inactive a la surface des cellules épithéliales. L’EGFR est
I’un des tout premiers proto-oncogenes cellulaire humain identifiés et le premier proto-
oncogene membranaire.

L’EGFR a été le plus étudié parce qu’il joue un réle important dans la régulation de la
prolifération, la survie cellulaire durant des processus physiologique. Son hyper-activation lui

confere un potentiel prolifératif et malin.

IV.5.1. L’EGFR et implication dans I’oncogenése:

La surexpression elevée de I’EGFR est une altération commune & plusieurs tumeurs solides,
particulierement dans les carcinomes (Herbst and Hong 2002; Nicholson and Thornberry
2003). Différents modes d’activation peuvent conduire a la dérégulation de la voie EGFR
dans les cancers humains, tels que I’hyperexpression du récepteur ou de son ligand,
I’amplification génique, les mutations activatrices ou encore la perte de mécanismes de

régulation négatifs.

IV.5.1.1. Surexpression de ’'EGFR:
A I’état normal une cellule contient 40 000 a 100 000 récepteurs a la surface, leur nombre
peut atteindre plusieurs millions dans un cancer. Un nombre élevé d’EGFR peut étre la

consequence d’un mécanisme de régulation transcriptionnel, post-transcriptionnnel et ou une
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amplification du gene. La surexpression de I’EGFR est souvent accompagnée d’une

production accrue de ligands.

IV.5.1.2. Activation constitutive du récepteur:

Des mutations activatrices au niveau de la partie tyrosine kinase permettent une
activation constitutive de son activité indépendamment du ligand. Des mutations touchant la
partie extracellulaire du récepteur entrainant la synthése d’un récepteur muté tronqué
constitutivement active telle que ’EGFRvIII ont été également rapportées. Il est absent dans
les cellules normales mais particulierement exprimé dans les glioblastomes ainsi qu’a des
fréquences variables dans les carcinomes de la prostate, du sein, de I’ovaire, de I’estomac et
dans le cancer du poumon non & petites cellules.

Une association entre la mutation somatique (délétion et mutations faux-sens) dans le
domaine a tyrosine kinase de ’lEGFR et réponse aux inhibiteurs tyrosine kinase a été montré
dans les cancers pulmonaires non a petites cellules. Ces mutations sont retrouvées dans 20%

des tumeurs

1VV.5.1.3. Stimulation autocrine:

La surexpression des ligands a été décrite dans plusieurs tumeurs solides (cesophage,

pancréas, sein, ovaire) permettant une activation d’EGFR par stimulation autocrine.

1VV.5.2. Mise en évidence de I’EGFR et méthodes de détection

L’approche dominante de I’étude du niveau d’expression de I’EGFR est la technique
d’immunohistochimie avec de nombreux kits de détection. Le nombre de copies du géne de

I’EGFR dans les cellules tumorales peut étre mesuré par hybridation fluorescente in situ FISH
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(fluorescent in situ hybridization) sur coupe en paraffine, en hybridation in situ

chromogénique CISH (chromogenic in situ hybridization) ou encore en PCR quantitative.

IV.6. Les stratégies thérapeutiques:

Le récepteur a I’EGF est ainsi a I’origine de recherche visant a bloquer son expression, au
moyen d’anti récepteur tyrosine kinases. Différentes stratégies visent a bloquer tous les
niveaux ont été développées (Figure 17):

* Neutralisation par un anticorps couplé a une toxine afin d’entrainer la destruction des
cellules exprimant le récepteur

* Production d’oligonucléotides antisens des anti-HER bloquant la traduction des ARNm
codant pour le récepteur.

* Les inhibiteurs de tyrosine kinase: mise en place des inhibiteurs de I’activite tyrosine kinase
par des petites molécules administrées par voie orale (Erlotinib et Lapatinib).

* Les anticorps monoclonaux: liaison d’un anticorps monoclonal a la portion externe du
récepteur de facon a neutraliser son activité et empécher le lien avec son ligand.
Actuellement, les données les plus avancées concernent les deux derniéres stratégies avec
I’exemple de I’anticorps monoclonal cetuximab ciblant I’lEGFR commercialisé dans le cancer
colorectal métastatique et dans les cancers de la téte et du cou et des inhibiteurs de tyrosine
kinase tels que le gefitinib et I’erlotinib, commercialisés respectivement dans les cancers du

poumon et du sein.
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Figure 17: Différentes stratégies thérapeutiques développées pour bloguer les récepteurs

HER.

les ligands ou les anticorps spécifiques des récepteurs couplés a des toxines détruisant les cellules exprimant les
récepteurs HER, les oligonucléotides antisenses bloquant la traduction des ARNm des récepteurs ou des ligands,
les inhibiteurs de la farnésyl-transférase (anti-ras) empéchant la famésylation de P21-Ras et abolissant les
propriétés transformantes de P21 mutée, les inhibiteurs des kinases, les anticorps monoclonaux bloquant le
domaine extracellulaire des récepteurs et les petites molécules bloquant le domaine kinase intracellulaire des

récepteurs inhibant leur phosphorylation et leur activation.

IV.6.1. Les anticorps monoclonaux
Les anticorps anti-HER agissent indépendamment du statut de phosphorylation du récepteur
inhibant ainsi la fixation du ligand, et entrainant son internalisation et I’inhibition des voies de
transduction en aval. Les anticorps monoclonaux sont traditionnellement produits a partir de

lymphocytes B d’origine murine et afin de contourner les problémes antigéniques, plusieurs
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méthodes ont été élaborées afin de produire des anticorps qui apparaissent plus semblables
(human-like) pour le systéme immunitaire. Une de ces méthodes consiste a greffer des régions
d’anticorps humains sur des anticorps murins. Un anticorps que 1’on dit chimérique contient
environ 60 % de la séquence de protéines humaines tandis qu’un anticorps humanisé contient
de 90 % a 96 % de la séquence humaine. Une technologie plus récente utilise des souris
transgéniques chez qui on enleve des génes murins d’immunoglobuline pour les remplacer par
un répertoire de genes d’anticorps humains.

Le suffixe « mab » signifie « anticorps monoclonal »; la source est identifiée par des lettres
placées avant la syllabe « mab »; « ximab » pour chimérique; « momab » pour souris; «

zumab » pour humanisé; « umab » pour humain (complétement humain) (Figure 18).

Fv | ]
Fab [ b ~
[ Wyl / /]
C\ / /",O

11

2 Y
A/
A
Typeof mAb Murine Chimeric Humanized Human

Figure 18: Classification des anticorps monoclonaux utilisés en thérapie: murin, chimérique,

humanisé et humain.

La structure fondamentale reste intacte, une molécule IgG est constituée d’une paire de chaines légéres
(orange/rouge) et une paire de chaines lourdes (jaune/rose). Les chaines légéres sont composées de deux régions
séparées (une région variable (VL) et une région constante (CL), les chaines lourdes sont composées de quatre
régions (VH, CH1, CH2 et CH3). Les régions de complémentarité CDRs (complementarity-determining regions)
sont situées au niveau du fragment variable (Fv), portion du fragment Fab (antigen-binding). Les anticorps

chimériques comme le cétuximab et le rituximab sont constitués de régions variables (VL et VH) murines et de
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régions constantes humaine. Les anticorps humanisés sont d’origine humaine excepté les régions CDRs, qui sont
d’origine murine. Les anticorps humains et les anticorps murins sont respectivement d’origine entierement
humaine et murine. Le Panitumumab (ABX-EGF) est un anticorps anti- EGFR humain. Une différence
significative entre les sous classes des IgG en terme de leur demi-vie dans le sang (1gG1, 1gG2 et IgG4 21 jours
approximativement; 1gG3 jours approximativement), en terme de leur capacité a activer la voie complémentaire
classique (classical complement pathway) et la liaison aux récepteurs Fcy. Le choix de la sous classe des 1gG est
un facteur déterminent de I’efficacité des anticorps monoclonaux. La plus part des anticorps monoclonaux
approuvés appartiennent a la sous classe IgG1, qui ont une longue demi-vie et possédant un potentiel d’effecteur
immunitaire comme CDC (complement dependent cytotoxicity), CDCC (complement-dependent cell-mediated

cytotoxicity) et ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity).

1V.6.1.1. Cétuximab
Le cétuximab est un anticorps monoclonal chimérique constitué d’une immunoglobuline G1
(1gG1) humaine et d’une région murine variable qui se lie spécifiquement au domaine
extracellulaire de I’EGFR, produit sur une lignée cellulaire de mammiféere (Sp2/0) par la

technique de I’ADN recombinant.

IV.6.1.1.1. Indications thérapeutiques
Le cétuximab (Erbitux®, Merck Serono) est actuellement indiqué dans le traitement des
patients présentant un cancer colorectal métastatique exprimant I’EGFR ainsi qu’en
association avec la radiothérapie dans le traitement des patients présentant un carcinome

epidermoide localement avancé de la téte et du cou.

IV.6.1.1.2. Posologie et rythme d’administration
L’administration du cétuximab se fait a rythme hebdomadaire. La dose habituellement

recommandée est de 400 mg/m2 en 2 heures pour la premiére injection. La dose de
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maintenance est de 250 mg/m?2 par semaine. Une prémédication par un antihistaminique est

recommandée.

IV.6.1.1.3. Tolérance

Les effets secondaires notables du cétuximab sont rash acnéiforme et choc anaphylactique. Le
rash acnéiforme est la conséquence du blocage de I’lEGFR au niveau de I’épiderme. Allant de
la simple réaction érythémateuse parfois prurigineuse aux lésions nodulaires profondes
parfois surinfectées, les lésions s’étendent généralement sur le tronc et le visage. Cet effet
peut décroitre progressivement au cours du traitement ou encore étre prévenu par
administration concomitante de doxycycline. Il apparait chez 15% des patients et n’empéche
pas la poursuite du traitement. Sa physiopathologie n’est pas clairement établie mais est en
partie liee a la présence de I’EGFR sur la membrane des kératinocytes, des cellules
épithéliales des glandes sébacées et du follicule pileux qui constituent des régions
particulierement sujettes a cette toxicité. Un des premiers facteurs prédictifs de réponse au
cetuximab identifié est I’apparition de cette éruption cutanée acnéiforme. Le choc
anaphylactique ne survient que dans 1% des cas mais il est potentiellement grave.

Une dyspnée peut survenir pendant ou peu apres la perfusion du cetuximab. Les patients ageés,
avec un indice de performance diminué et des atteintes cardiaques ou pulmonaires sous-
jacentes peuvent présenter un risque augmenté de dyspnée, potentiellement sévere et/ou
persistante. D dutres toxicités chroniques ont été décrites: syndrome septique, insuffisance

rénale, déshydratation, diarrhée. Ces symptémes sont cependant peu fréquents.

1VV.6.1.1.4. Mode d’action

Ainsi, le mécanisme d’action du cétuximab pourrait étre le résultat d’interaction a plusieurs

niveaux:
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-I’antagonisme de la transduction du signal de croissance cellulaire propre a ’lEGFR

-la stimulation de I’internalisation et de la dégradation du récepteur EGFR

-le recrutement et la stimulation des cellules immunes responsables de la toxicité cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity)

-la diminution de I’expression du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) ainsi

que d’autres facteurs angiogeniques.

e Antagonisme de la transduction du signal de croissance cellulaire
En se liant sélectivement a I’lEGFR, cet anticorps monoclonal bloque la fixation du facteur de
croissance sur son récepteur. Il entraine ainsi la désactivation des signaux de prolifération
cellulaire, en particulier les voies des MAP kinases et de la P13 kinase/AKT. Le cétuximab

induit I’arrét du cycle cellulaire en G1.

e Lastimulation de I’internalisation et de la dégradation de ’'EGFR
De nombreuses études in vitro ont montré que I’action du cétuximab sur les lignées cellulaires
était due a sa capacité a faciliter I’internalisation du récepteur dans le cytoplasme et la diriger
vers la dégradation. La destruction de I’'EGFR doit étre précédée d’une polyubiquination du

récepteur.

e Lerecrutement et la stimulation des cellules immunes

Le cétuximab avec sa partie Fc est capable de recruter les cellules de I'immunité et en
particulier, les cellules NK. In vitro, le cétuximab augmente le nombre de cellules NK et
entraine ainsi une diminution des cellules exprimant ’EGFR. Ainsi, une action de cytotoxicité
cellulaire serait responsable de I’activité du cétuximab plutét qu’une action sur I’expression

du récepteur EGFR ( Figure 19).

60



Macrophage/
natural killer cell

xR

Macrophage Matural killer

cell

ADCC

Figure 19: Action des anticorps monoclonaux par le systeme immunitaire.

Aprés liaison des anticorps monoclonaux a leur cibles au niveau des cellules tumorales, le Clq (facteur
complémentaire) interagit avec la région constante CH2, nécessaire a I’activation de la cascade protéolytique de
la voie (complement classical pathway) induisant la formation du complexe MAC (membrane-attack complex)
afin de lyser les cellules tumorales, c’est le systeme CDC (complement-dependent cytotoxicity). C3b, est généré
durant ces cascades, fonctionne comme I’opsonine et facilite la phagocytose et la cytolyse suite a I’interaction
des récepteurs C3bR et les macrophages ou les cellules NK (natural killer), cette activité correspond au systéme
CDCC (complement-dependent cell-mediated cytotoxicity). La liaison des anticorps monoclonaux aux cellules
tumorales induit aussi le systtme ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity); Les cellules immunitaires
comme les macrophages et les cellules NK sont alors recrutées et interagissent avec la région CH3 des anticorps
monoclonaux a travers la région FcyRIlla exprimées par les cellules effectrices. Les cellules tumorales liées aux

anticorps monoclonaux sont alors phagocytées par des macrophages et lysées par les cellules NK
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La diminution de I’expression du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) ainsi
que d’autres facteurs angiogéniques. La synthése de VEGF permettant la prolifération des
cellules endothéliales et la vascularisation de la tumeur, est liée a la surexpression de ’EGFR.

Le cétuximab en antagonisant I’'EGFR s’oppose a I’angiogenese tumorale.

IV.7. Facteurs predictifs de réponse aux anti-EGFR

La détermination de facteurs prédictifs de la réponse aux thérapies anti-REGF a un role
potentiel dans la détermination de facon plus précise des indications des traitements anti-
EGFR et donc d’en diminuer, les effets secondaires, les codts et la détermination de nouvelles

cibles potentielles impliquées dans la résistance.

1\V.7.1. Mutations de K-Ras

Une étude clinique récente dans une série de 89 patients traités par cétuximab pour un cancer
colorectal métastatiqgue (MCRC) montre que K-Ras est muté dans 27% des cas, cette mutation
est significativement corrélée a la résistance au traitement par cétuximab. Aucune mutation de
K-Ras n’est détectée chez les patients répondeurs (0/24) contre 40% (26/65) des patients non
répondeurs. La survie médiane des patients K-Ras non mutés est plus longue que celle des
patients K-Ras mutés (Lievre, Bachet et al. 2008). D’autres études récentes confirment la
corrélation entre la mutation de K-Ras et la réponse au traitement par cétuximab. Une analyse
rétrospective dans une série de 60 patients traités par cétuximab pour mCRC montre
qu’aucune mutation de K-Ras n’est détectée dans les 11 patients répondeurs, tandis que la
mutation de K-Ras est détectée dans 23 des 36 patients non répondeurs (0% versus 62%)

(Personeni, De Schutter et al.). Dans une autre série de 27 patients avec un mRCR,
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Romagnani et son équipe montrent que 10% des patients répondeurs sont mutés en K-Ras

versus 53% des patients non répondeurs (Romagnani, Martin et al.).

1\VV.7.2. L’inactivation de PTEN

Plusieurs études précliniques sur des lignées cellulaires ont montré I’implication de
I’inactivation de PTEN dans I’activation constitutive de la voie del’AKT /PI3K et la
résistance a différents antagonistes de la famille EGFR (Bianco, Shin et al. 2003; Camp,
Summy et al. 2005). Une étude sur 77 patients traités par cétuximab pour un cancer colorectal
métastatique montre que I’expression de PTEN dans les tumeurs est corrélée a la réponse au
cétuximab. PTEN est exprimée dans 10 des 10 patients répondeurs contre 6 des 17 patients
non répondeurs (100% versus 35%).

D’autres études plus récentes ont eégalement montré I’implication du statut de pten analysé par
la technique de FISH dans la réponse au traitement par cétuximab. Perrone et ses collégues
ont montré sur 32 patients traités par cétuximab pour un mCRC une corrélation significative
des mutations (10%) ou perte d’expression de pten (13%) (analysée par la méthode de FISH)
et la résistance au cétuximab (Perrone, Lampis et al. 2008). L’étude de Razis et ses collegues
sur 72 patients traités par cétuximab montre que 42% (18/43) des patients avec un statut pten
normal sont répondeurs avec un temps jusqu’a progression (TTP) de 7,41 mois contre 13%
(3/23) de répondeurs avec pten délété et une TTP a 5,28 mois (p=0.042) (Razis, Briasoulis et

al. 2008).
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1VV.7.3. La voie des VEGF

Une étude sur des lignées cellulaires de cancer de colon avec une résistance acquise au
cétuximab (5 a 10 fois supérieure a celle des cellules parentales) montre une augmentation de
I’activation de MAPK, de I’expression de la cyclooxygenase et du VEGF par rapport aux
cellules parentales sensibles (Razis, Briasoulis et al. 2008). Une étude clinique dans une série
de 39 patients traités par cétuximab pour un cancer colorectal métastatiqgue (mMCRC) montre
gu’une faible expression intratumorale du géne VEGF (analysée par PCR) est corrélée a la
réponse au cétuximab. La médiane du niveau d’expression du géne VEGF est de 4,63*10°
dans les patients répondeurs (n=2), 3,76*10° dans les patients avec une maladie stabilisée

(n=16) et 6,56*10° dans les patients non répondeurs (n=11) (Vallbohmer, Zhang et al. 2005).

1\VV.7.4. La voie de JAK/STAT

STATS3 est activée dans divers cancers humain et joue un r6le important dans I’oncogenese.
Dans I’étude EVEREST, p-STAT3 a été analysée par immunhistochimie des biopsies des
patients traités par cétuximab. Une augmentation majorée de p-STAT3 a été trouvée chez les
patients répondeurs durant le traitement par cétuximab avant randomisation (Gebhardt,

Zanker et al. 1999).

IV.7.5. Inactivation de p21

Une étude clinique récente dans une série de 31 patients traités par geéfitinib associé a une
chimiothérapie (irinotécan-leucovorin-5-fluorouracile) pour un cancer colorectal métastatique
(mCRC) montre que I’expression de p21 combiné a la mutation de p53 est un facteur prédictif

de la résistance a la chimiothérapie (Ogino, Meyerhardt et al. 2005).
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L’inactivation de I’expression de P21 a été trouvée dans 43% des patients non répondeurs
(67% avec P21 inactivée versus 25% avec P21 exprimée). 9% des patients non répondeurs

exprimant P21 sont p53 mutés versus 69% des patients avec P21 inactivée ou P53 sauvage.

IV.7.6. Polymorphisme de Fc gamma R:

Les anticorps monoclonaux comportent une région Fc fonctionnelle et dotée d’une activité
thérapeutique potentielle. Cette région peut se lier a des récepteurs (FCR) exprimée au niveau
des macrophages et des lymphocytes NK et déclencher le systtme ADCC. Un récent travail a
montré que deux polymorphismes (FCGR2A-131H et FCGR3A-158F) favorables d’au moins
un allele ont une meilleure survie sans progression et une meilleure réponse au cétuximab que
les patients homozygotes pour les deux polymorphismes defavorables (Zhang, Gordon et al.

2006).

IVV.7.7. Nombre de copies du géne EGFR

Des travaux récents montrent une association significative entre le nombre de copies de
I’EGFR et la réponse aux thérapies anti-REGF pour les inhibiteurs de tyrosine kinase utilises
dans le traitement des cancers pulmonaires non a petites cellules ainsi que pour les anticorps
monoclonaux dans les cancers colorectaux (Moroni, Veronese et al. 2005; Frattini, Saletti et

al. 2007).

1VV.7.8. Mutations du REGF

Les mutations somatiques du géne EGFR ont été identifiées dans le domaine a activité

tyrosine et sont associées a la réponse aux inhibiteurs de tyrosine kinase. La mutation du géne
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EGFR est également un facteur prédictif de réponse a la chimiothérapie. Toutefois, les
mutations de ’EGFR ne représentent pas un facteur prédictif suffisant pour sélectionner les
patients pouvant bénéficier d’un traitement par des inhibiteurs tyrosine kinase. Des mutations

liées a une résistance aux traitements anti-REGF ont également été mises en évidence.

1VV.7.9. Cross-talk EGFR-HER?2

In vitro, les lignées tumorales surexprimant HER2 sont sensibles aux agents anti-
EGFR. Une étude récente a montré une association entre I’augmentation du nombre de copies

de HER2, évaluée par FISH, et la réponse au gefitinib.

1VV.7.10. Fonctionnalité des voies de signalisation en aval des HER

Récemment notre équipe a montré I’intérét de I’étude des niveaux d’expression des
phosphoprotéines de signalisation en aval de I’EGFR dans la prédiction de réponse au
cétuximab de cancers colorectaux non porteurs de mutation K-Ras. Dans ce cadre, les niveaux
d’expression tumorale de phosphoprotéines de signalisation en aval de I’'EGFR (p-MEK, p-
ERK1/2, p-AKT, p-GSK3b, p-P70S6K) ont été analysés par Bioplex® phosphoprotein array
chez 42 patients porteurs de CRC et confrontés au statut K-Ras. Parmi les 42 patients, 12
(28.5%) reponses objectives ont été observées (1 CR, 11 PR) avec une survie sans progression
médiane (PFS) de 15.3 semaines. Les mutations K-Ras ont été observées chez 19 patients
(45.2%) et associees a une absence de réponse au cetuximab (0/19 K-Ras mutés vs 12/23
(52%) chez les non-mutés; p<10-4). L’absence de mutation de K-Ras est associée a une PFS
supérieure (32 vs 8.6 sem., p<10-5).L’expression de p-P70S6K est plus faible chez les
patients répondeurs que chez les non-répondeurs (p=.02). La PFS est supeérieure chez les

patients avec un niveau d’expression bas de p-P70S6K et p-MEK (hazard ratio de 2.44,
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p=.007 et 1.89, p=.025). Parmi les 5 phosphoprotéines évaluees, seule p-MEK permet de
prédire la PFS. L’expression de p-MEK est plus élevée dans les K-Ras mutés que dans les
non-mutés (p<.04). K-Ras et pMEK apparaissent alors comme deux marqueurs prédictifs

indépendants (HR 4.4, p<10-3 et 2.15, p=.03) (Merlin, Perkins et al. 2008).
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V. Transfert de genes

Comme il a été mentionné plus haut, le cancer est principalement relié a des instabilités
génétiques dues aux déréglements des genes impliqués dans la croissance cellulaire,
I’apoptose, le cycle cellulaire et la réparation de I’ADN. Dans ce contexte, un traitement,
permettant le transfert de génes thérapeutiques dans les cellules cancéreuses pourrait présenter
une alternative aux traitements conventionnels. C’est le concept de la thérapie génique.
Depuis les premiers essais dans les années 80, cette technique a progressé du simple essai
clinique a la commercialisation des premiers génes thérapeutiques. Cependant, les stratégies
de délivrance des génes thérapeutique présentent de nouveaux challenges pour les chercheurs,
les cliniciens et les instances réglementaires. Ont peut distinguer deux types de thérapies
géniques. La thérapie génique des cellules germinales comprend toute thérapie effectuée aux
cellules germinales transmise a la prochaine génération. La thérapie génique des cellules
somatiques comprend toute thérapie effectuée aux cellules somatiques, elle n’est pas
transmise a la génération d’aprés. Le géne d’intérét thérapeutique peut étre transféré sous
forme d’ADN nu ou vectorisé a I’aide de molécules chimiques, de liposomes ou de dérivés de

virus @ ADN ou a ARN.

V.1 L'ADN nu

Le géne dMmtérét thérapeutique est inséré dans un plasmide bactérien et il est directement
injecté dans les tissus ou dans les organes (Wolff, Dowty et al. 1992). Il n§ a aucune limite
quant a la taille du gene thérapeutique mais cette approche est trés peu efficace. L’ADN nu
pénetre tres difficilement dans les cellules et est facilement dégradé par les nucléases
cellulaires. Toutefois, | Expression de | ADN qui réussit a pénétrer la cellule est stable.

Plusieurs techniques physiques ont été développées pour augmenter I’efficacité du transfert.

68



* L’électroporation
L’électroporation est une méthode physique de transfection, elle consiste a appliquer un
champ électrique sur des cellules mises en présence des ADN pour déstabiliser la membrane

plasmique et permettre I’internalisation du gene thérapeutique (Wong and Neumann 1982).

* Le bombardement de géene ou « gene gun »
Cette méthode utilise des particules d’or d’environ 2um avec de I’ADN plasmidique adsorbé
sur leur surface. Elles sont ensuite propulsées sur des cellules en culture et internalisées dans

les cellules (Tuting, Wilson et al. 1998). L’expression de I’ADN est stable.

V.2. Les vecteurs viraux

L’ADN est une macromolécule chargée négativement, la membrane plasmique est aussi
chargée négativement ce qui rend difficile son passage a I’intérieur de la cellule. Afin de
résoudre ce probléme, des vecteurs viraux ont été utilisés afin de tirer profit de leur pouvoir
infectieux.

Un vecteur viral est un virus renfermant un génome viral modifié et ou les portions du
génome pour la réplication virale ont été remplacées par le géne thérapeutique.

Les vecteurs viraux contiennent plusieurs membres dont les rétrovirus, les lentivirus, le virus
Herpes Simplex, les virus associés aux adénovirus (VAA) et les adénovirus. Les

caractéristiques des vecteurs viraux sont résumées dans le tableau 2.
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V.2.1. Les rétrovirus

Les premiers virus utilisés dans le transfert de gene thérapeutique sont les rétrovirus. Ce sont
des virus a ARN simple brin de la famille des retrovidae. Ils rentrent dans la cellule cible au
moment de la mitose, leur ARN est rétro-transcrit pour ensuite étre intégré dans le génome de
la cellule cible ce qui permet de conserver I’information génétique durant la division
cellulaire. Le génome des rétrovirus contient deux régions appelées Long Terminal Repeat
(LTR) séparées par les genes gag, pol et env codant respectivement pour les protéines
structurales, les polymérases et les intégrases ainsi que pour les glycoprotéines de surface

(Kay, Glorioso et al. 2001).

V.2.2. Les lentivirus

Ce sont des virus a ARN monocaténaire dérivés des virus de | fmmunodéficience humaine
(VIH). Le génome des lentivirus, en plus de contenir les génes de base des rétrovirus, contient
deux génes de régulation, tat et rev qui sont essentiels pour | Bxpression du génome ainsi que

des genes accessoires (Kay, Glorioso et al. 2001).

V.2.3. Le virus Herpes-Simplex

Le virus Herpes simplex de type 1 (HSV-1) est le virus herpes le plus utilisé en thérapie
génique. Il est composé dtin ADN linéaire bicaténaire, il peut produire un effet cytotoxique
pour les cellules tumorales tout en étant incapable de se répliquer dans les tissus humains

normaux (Robbins, Tahara et al. 1998).
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V.2.3. Les virus associés aux adénovirus (VAA)

Les VAA sont des parvovirus humains non enveloppés et avec une capside, ils nécessitent un
virus herpes et un adénovirus pour sa réplication. Les VAA contiennent deux génes pouvant
produire plusieurs polypeptides: rep pour la réplication virale et cap pour | Encapsidation. Ces
deux genes sont entourés de régions ITR (inverted terminal repeat) (Kay, Glorioso et al.

2001).

V.2.4. Les adénovirus

Les adenovirus sont des virus a ADN linéaire double brin et sans enveloppe. Les adénovirus
se répliquent de facon trés efficace. Le cycle d thfection de |8dénovirus se divise en deux
phases: une phase plus précoce qui concerne | Entrée du virus dans la cellule hote, le passage
du génome viral au noyau cellulaire suivi par la transcription des génes précoces et une phase
plus tardive (Kay, Glorioso et al. 2001).

Les vecteurs viraux présentent un certain nombre de désavantages qui rendent leur utilisation
chez I’lhomme discutable en terme de sécurité. Leur utilisation provoque des réactions
immunitaires, en plus des possibilités d’insertion du génome viral pouvant entrainer des
mutations insertionnelles. La taille réduite des séquences d’ADN pouvant étre insérée dans

ces vecteurs peut également s’avérer problématique.
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Typedevins rétrovirus lentivirus Mirus Herpes-Simplex Minus associés aux adénovins
adknovins
Longueur des 8Kb VKb VKb 5Kb 8Kb
. intéors
Inflanmetion non Non détectée Qui Non Qi
Stabilité ++ ++ ++ ++ +
Avantages Infection des cellules en division Intégration per transport actif Adinistration répétée Sourité Relativerrent séouritaire
Bxpression prolongée du transgene Persistance Absence de cytotoxicitd Pas de risoue de mutation insertionrelle
Absence ce réponse Infecte cellules en division et quiescente
inflanretoire Tropisme pour les cellules hépetioues
Inconvenients Risque ck recorrbinaison Pathogere InTrunogene Risque de utation Toxique
Intégration aléetoire chrs le génome Intégration aléatoirecersle | Pas de riscue de mutation irsertiomelle Bxpression trarsitoire
Absence de spécificite gnone insertionnelle Réporse immnitaire

Tableau 2: Caractéristiques de quelques vecteurs viraux.

V.3. Les vecteurs non-viraux ou vecteurs synthétiques

Les vecteurs synthétiques sont en général des polymeres cationiques chargés positivement ce

qui leur permet d’interagir avec I’ADN chargé négativement conduisant a la condensation de

I’ADN et a son endocytose. La stabilité des complexes ADN/PEI dépend de la nature du

vecteur. les caractéristiques des principaux vecteurs non viraux sont résumées dans le tableau

3
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Lipide cationicues Polyéthylénimine

Expression trarsitoire transitoire
Avantages peu immunogéne compacter les plasmides de grandes
production simple taille
possibilité de couplage pour ciblage efficacité d’expression

non iNmunogene in vivo

Inconvénients courte durée d’expression Interaction avec les protéines
toxique Sériques
absence de spécificité

Tableau 3: Caractéristiques de quelques vecteurs non viraux

V.3.1. Les lipides cationiques:
Le (N-[1-(2,3,-dioleyloxy)propyl]-N,N,Ntrimethylammonium chloride (DOTMA) est le
premier lipide cationique synthétisé (Felgner, Gadek et al. 1987). Les lipides cationiques sont
des molécules amphiphiles (Wasungu and Hoekstra 2006) chargées positivement permettant
des interactions électrostatiques avec les charges négatives de I’ADN et aboutissant a des
lipoplexes. Ces lipoplexes transmettent |ADN aux cellules cibles par fusion avec la
membrane cellulaire et par endocytose. Ces vecteurs peuvent contenir de grande quantité

d ADN.

V.3.2. Les polymeéres cationiques:

Les polymeres cationiques condensent fortement I’ADN et sont capables de transfecter de
facon stable ou transitoire différents types cellulaires. Les molécules les plus utilisées sont la

polylysine (PLL) et le polyéthylenimine (PEI).
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V.3.2.1. L’exemple du polyéthylenimine:

Le polyéthylenimine (PEI) est un polymere cationique fortement chargé, un atome sur 3 est
un atome d’azote qui peut étre protoné, il a été mis en évidence en 1995 pour son efficacité a
la fois in vitro aussi bien dans les cellules adhérentes ou en suspension et in vivo (Boussif,
Lezoualc h et al. 1995; Ferrari, Moro et al. 1997). Il existe sous forme branchée ou sous forme
linaire en fonction de son mode de synthése (Figure 20). Le PEI branché est synthétisé a
partir de I’aziridine par catalyse par un acide. La polymérisation par ouverture du cycle de la
2-ethyl 2-oxazoline conduit a un polymeére substitué qui par hydrolyse peut étre transformé en
PEI linéaire. Le PEI linéaire est commercialisé sous forme (Exgen500®, jetPEI®). Les poids
moléculaire varie entre 5 et 25 kDa. Les poids moléculaires plus importants présentent une
cytotoxicité importante. L’efficacité de ce polymere tient a ses capacités a condenser I’ADN
et a piéger les protons grace a ses groupements azotes protonables, la densité de charge est
lie au pH (Godbey, Wu et al. 1999). En effet, a pH neutre, 20 % des amines sont protonées
alors qu’a pH acide le niveau de protonation peut augmenter a 40%. Son innocuité a été
montrée par son utilisation dans la purification d’eau. Les polyplexes PEI/ADN sont décrits
en fonction du ratio N/P (I’azote apporté par le PEI et le phosphate par I’ADN. Le ratio
PEI/ADN agit sur la taille du polyplexe. Plusieurs polyplexes avec différents ratios allant de 5
a 20 ont été testés, et il a été montré que la transfection par des polyplexes a tres fort ratio sont
toxiques et qu’un faible ratio augmente la taille et I’agrégation des polyplexes a cause des
interactions hydrophobes et des interaction de Van der Walls.

Le polyplexe PEI/ADN formé rentre dans la cellule par endocytose. L’endosome fusionne
ensuite avec un lysosome pour permettre la dégradation des éléments endocytés. Avant de
fusionner le PEI engendre I’éclatement osmotique des endosomes du fait de sa propriété
d’éponge a proton. L’entrée massive de protons dans I’endosome par effet tampon du PEI

permet I’entrée de contre-ions. L’entrée massive des ions entraine un choc osmotique et la
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libération des polyplexes dans le cytoplasme (Kichler, Leborgne et al. 2001; Akinc, Thomas
et al. 2005). La sortie des endosomes permet le passage de I’ADN vers le noyau et
I’expression du gene d’intérét. Il a été montré que I’ADN complexe au PEI est accessible aux
enzymes de transcription in vitro (Bieber, Meissner et al. 2002). Le passage de I’ADN a
travers la membrane nucléaire se fait par les pores nucléaires au moment de la mitose. Il a été
montré que I’efficacité de transfection est plus importante sur des cellules en phase S/G2 que

sur des cellules en phase G1.
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Figure 20: Structure du PEI linéaire et du PEI branché.

V.4. Internalisation photochimique :

De nombreux vecteurs entrent dans les cellules cibles par endocytose et I’efficacité de
transfert des génes thérapeutiques nécessite leur échappement des vésicules d’endocytose et
leur translocation dans le noyau. La libération des génes des endosomes reste une barriére a
I’efficacité du transfert. Afin de potentialiser la libération des génes thérapeutiques des
endosomes une nouvelle technique a été développée, nommé internalisation photochimique

(PCI).
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L’internalisation photochimique (PCI) est un procédé original qui permet d’accroitre la
pénétration intracellulaire des macromolécules ou des complexes supramoléculaires
(protéines, plasmides, polymeres) (Berg, Selbo et al. 1999). La PCI repose sur la destruction
photochimique des vésicules d’endocytose obtenue par photoirradiation de cellules ou de
tissus préalablement exposés par a un agent photosensibilisant se localisant au niveau
membranaire (Berg, Prasmickaite et al. 2003; Hogset, Prasmickaite et al. 2004) (Figure 21).

L efficacite de la PCI dépend tres étroitement du photosensibilisant utilisé. 1l s’agit en général
de dérivés de porphyrines ou de phtalocyanines (TPPS2a, AlIPcS2) qui vont dans un premier
temps s’insérer dans la membrane plasmique (Prasmickaite, Hogset et al. 2001). Apres
endocytose, ses molécules se retrouvent dans les membranes des vésicules d’endocytose.
L’exposition & la lumiére induit alors la photodestruction de la vésicule et la libération de son
contenu au niveau intracytoplasmique. Afin d’obtenir I’activité maximale des molécules ou
complexes internalisés, il est nécessaire de maitriser la cytotoxicité inhérente a ce procédé en
optimisant les paramétres photodynamiques (concentration de photosensibilisant, dose de
lumiére, irradiance). Il a été montré que [I’utilisation de la PCI permettait d’accroitre
I’internalisation de macromolécules exogénes (protéines, ADN) ne pouvant spontanément

entrer dans la cellule.
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Figure 21: Principe de I’internalisation photochimique.

Le photosensibilisant (PS) et le polyethylenimine (PEI) s’incorporent dans la membrane plasmique des cellules

cibles (1). Formation des endosomes photosensibilisés contenant le PEI (2) . Aprés irradiation avec une lumiere

a la longueur d’onde spécifique, le photosensibilisant excité produit des especes réactives de I’oxygéne,

I’oxygeéne singulet en particulier ce qui entraine la dégradation, la rupture de la membrane et le relargage du PEI

dans le cytosol (3).
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V1. Objectifs du travail:

Nous venons de rappeler que la cellule est régie par une multitude de génes dont le role
principal est de maintenir I’intégrité du génome et de controler la prolifération. La mutation
de certains de ces genes entraine une instabilité génétique menant a la dysfonction de la
cellule, I’accumulation des mutations génétiques au cours des divisions cellulaires entraine
progressivement la cellule vers un état tumoral. L’inactivation des genes suppresseurs de
tumeurs est une des premieres étapes du cheminement d’une cellule saine vers un état
tumoral.

Dans notre étude, nous nous sommes particulierement intéressés a deux géenes suppresseurs de
tumeur, p53 et pten.

Il a été démontré que la restauration du gene P53 dans ces cellules avait un effet anti-tumoral
important d a I’arrét de la croissance cellulaire et a I’induction de I’apoptose. Il a aussi été
montré que I’utilisation de la thérapie génique par p53 combinée avec la radiothérapie ou la
chimiothérapie éliminait plus efficacement la tumeur que ces traitements appliqués seuls.

Le géne pten est impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire et la survie des
cellules normales. Les mutations de ce géne contribuent directement a la transformation des
cellules. Le rétablissement de I’expression de pten a pour conséquence une diminution de la
croissance cellulaire. Il a aussi été montré que la perte de la fonctionnalité de la protéine
PTEN était associée a la résistance au cétuximab via I’hyperactivation de AKT. Dans cette
méme étude, il a été montré que I’inhibition de I’activité de la sensibilité cellulaire au
cétuximab est également restaurée. D’autres études mettent également clairement en évidence
que I’expression de la protéine PTEN pourrait constituer un marqueur de la sensibilité

cellulaire aux inhibiteurs de HER.
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La thérapie génique a suscité et suscite encore des grands espoirs dans le traitement des
cancers par restauration de la fonctionnalité des différents génes suppresseurs de tumeurs. Les
vecteurs viraux furent les premiers utilisés sur la base de leur pouvoir infectieux mais peuvent
étre immunogenes, peuvent modifier les génomes par des mutations insertionnelles et
impliquent des difficultés techniques; C’est pourquoi des vecteurs non viraux ont été mis au
point tel que les polymeéres cationiques parmi lesquels nous avons choisi le polyéthylénimine.
Le but de ce travail a éte d’étudier I’intérét d’une nouvelle méthodologie de transfert de géne
par vectorisation non virale appliquée a la restauration de I’expression des génes suppresseurs
de tumeurs p53 et pten et d’évaluer la capacité de la technique d’internalisation
photochimique a améliorer son efficacité de transfert.

Nous avons ensuite évalué I’impact du transfert des génes suppresseurs de tumeurs p53 et
pten sur la réponse cellulaire au cétuximab. Pour cela nous avons mis en place plusieurs
études, utilisant différentes lignées cellulaires caractérisées par leurs anomalies géniques

touchant les genes p53 et pten.
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VII. Travail expérimental

VI1.1. Prolongement de la durée d’expression du transgene et mort cellulaire
apres combinaison de PEI tétraglucosylé et de la PCI pour le transfert du géene P53 au

sein de cellules humaines de cancer épidermoide de la téte et du cou.

Ndoye A, Bouali S, Dolivet G, Leroux A, Erbacher P, Behr JP, Berg K, Guillemin F,
Merlin JL.
International Journal of Oncology 2004;25(6):1575-81

Résumé

P53 est frequemment muté dans les carcinomes épidermoides de la téte et du cou. Le
transfert du géne p53 sauvage a permis I’induction de I’apoptose in vitro et la régression
tumorale in vivo et la essais cliniques de thérapie par p53 sont habituellement effectuées par
des vecteurs viraux. Les vecteurs non viraux sont de plus en plus utilisés comme alternative
aux vecteurs viraux. L’internalisation photochimique (PCI) est une technique décrite comme
permettant d’augmenter I’efficacité des vecteurs non viraux.

Cette étude a été réalisée sur la lignée cellulaire de carcinome de pharynx exprimant une
protéine P53 mutée. Le statut mutationnel de p53 a été validé par séquencage. Les FaDu ont
été transfectées par le PEI tétraglucosylé (PEI-Glu4) couplé ou non a la PCI et la protéine
fluorescente (GFP) a été utilisée comme gene rapporteur pour déterminer la cinétique du
transfert de géne par PEI-Glu4 couplé ou non a la PCI. L’étude de I’induction de I’apoptose a
été réalisée apres transfert du géne p53 dans les conditions optimales. L’apoptose détectée par
la mise en évidence de I’externalisation des phosphatidylsérines, analysée par cytométrie en

flux, et la mort cellulaire a long terme par des essais clonogéniques a 10 jours.
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Le séquencgage a montreé une mutation ponctuelle au niveau du codon 248 dans I’exon 7 du
géne p53, une conversion de G vers T impliquant une substitution d’une arginine par une
leucine qui a pour conséquence I’expression d’une protéine P53 tronquée et exprimée dans
plus de 90% des cellules non tranfectées analysées par immunocytochimie. Le transfert du
géne p53 par PEI-Glu4 couplée a la PCI a augmenté significativement le niveau d’expression
de la GFP et ce quelque soit la solution de formulation des complexes. L’analyse de la
cinétique d’expression de GFP entre 24 et 144h a montré que la PCI a permis d’augmenter le
niveau d’expression du transgene et reste maintenue jusqu’a 144h (10%). Le transfert de p53
par PEI-Glu4 couplé a la PCI a été réalisé dans ces conditions et a permis la restauration de
I’induction spontanée de I’apoptose entrainant une augmentation significative de la mort
cellulaire a long terme (50%).

Le transfert du géne p53 sauvage par PEI-Glu4 et PCI a permis de potentialiser I’efficacité de

la transfection et la mort cellulaire dans la lignée cellulaire de carcinome de pharynx, FaDu.
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Abstract. p53 is Irequently mutated in head-and-neck
squamous cell carcinoma, Wild-type p53 gene transfer
induces apoptosis in vitre and (umor regression in vive and
clinical investigations of p53 gene therapy have been reported,
mostly using viral vectors. Non-viral vectors are increasingly
being used as an alternative to viral veetors and photo-
chemical internalisation (PCI) of non-viral vectors has been
reported to yield high gene transfer cfficiency. The p53-
mutated status of FaDu human pharynx carcinoma cell line
was first assessed by DNA sequencing and the cells were
transfected using tetraglucosylated polyethylenimine (PEI-
Glud) in conjunction with photochemical internalisation (PCI).
The green luorescent protein (GFP) was used as a reporter
for determination of the transgene expression kinetics with or
without PCL. p53 gene transfer was performed in these
optimised conditions, and subsequent induction of apoptosis
was investigated by [low cytometric determination ol the
phosphatidylserine externalisation. Long-term cell death was
assessed using colony lorming assays. DNA sequencing in
FaDu cells showed a G/T point mutation at codon 248 in
exon 7 ol p53 gene, resulting in an arginine-to-leucine
substitution. As a consequence, P53 was shown 1o be expressed
in >90% ol untreated cells using immunocytochemistry.
Using PEI-Glud as vector, PCI was found to signilicantly
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Bourgogne, 54511 Vandoeuvre-les Nancy cedex, France
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Key words: p53. GFP, photochemical internalisation, poly-
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enhance GFP gene transfer whatever the formulation solution.
Translection elficiency was signilicantly increased with PCL
GEP expression kinetics (24-144 hy demonstrates that PCI
induces sustained transgene expression with >10% of cells
remaining ransfected after 144 h. In such conditions, p53 gene
transfer using PEI-Glud and PCIL, resulted in spontancous
induction of apoptosis. As a consequence, long-term cell death
was significantly enhanced alter wi-p33 gene (ransfer when
PCI was used. reaching up to 50% cell death. Wild-type p53
gene transler using PEI-Glu4/DNA complexes and PCI,
yields sustained transgene expression and iduces cell death
in pS3-mutated FaDu cells.

Introduction

P33 tumor suppressor sene abnormalitics are Irequently
detected in human cancers including head and neck cancers
in which mutant p53 status is lfound in nearly 50% ol the cascs
and 1s associated with poor prognosis (1.2). Therelore, restoring
wmor-suppressor gene expression in cells presenting genetic
abnormalities by means of external gene transfer has heen
extensively investigated. Indeed, spontancous induction of
apoptosis has been evidenced after wild-type p33 gene transfer
in human twmor models in vitro and in vive using cither
viral (3-7) or non-viral (8.9) vectors. Further, in clinical
trials, mduction ol significant tumor regression alter p33
adenovirus-gene therapy was reported in head and neck
twumors (10).

When non-viral vectors such as liposomes and polycations
(11) are used. the main drawback is their low transfection
rate compared 1o that of viral vectors. The elliciency of gene
transler and complex stability are mlluenced by several
parameters including charge ratio, the size of complexes
and formulation medium (12-15). Several studies aiming at
enhancing their ransfection efficiency by improving their
cellular uptake or their physico-chemical propertics have
been reported (16). Among non-viral vectors, PEL derivatives
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appear as potent vectors (17) for both in vitro and in vive
gene transfer (18,19) and glycosylated PEI derivatives were
reported 1o yield higher transfection rates than unsubstituted
PEL (9.12).

In vive, we recently reported that glucosylated PEI-mediated
wi-p53 gene transler was able 1o achieve long-term tumor-
growth inhibition following interactive intratumoral injection
of PEVDNA complexes (8). The use ol efficient and specilic
technologies such as PhotoChemical Internalisation (PCI) (or
delivery of molecules into the target cells would be very
mteresting o lully exploit the potential of macromolecular
drugs (16).

PCI has been described as an mnovative procedure for
releasing macromolecules [rom endocytic vesicles to the
cytosol of target cells (20-22). This technology is based on
light-induced delivery ol macromolecules such as DNA,
proteins and other therapeutic molecules into the cytlosol
(16). Rupture of the endocytic vesicles (lysosomes and endo-
somes) is photochemically induced by incubation of the cells
with a photosensitising compound preferentially localised
in the membrane ol these vesicles (23), followed by the
illumination at a wavelength specific to the photosensitiser.
PCI has been reported to enhance the gene delivery potential
ol adenovirus as well as non-viral vectors such as polylysine
and liposomes (24-26). Our last in vitro results (27) showed
that coupling PCI with tetraglucosylated PEI (PEI-Glud)-
mediated wi-p53 gene transfer reached high transfection rates
and biological activity.

The present study was designed 1o optimise the PCI of
PEL-Glud-DNA complexes and wi-p53 gene transfer in virro.
We [irst evaluated the influence of the formulation medium
of PEI-Glud/DNA complexes on PCl-mediated gene transfer
clficiency. The effect of PCI on the transgene expression
kinetics was evaluated in a second stage. In these optimized
experimental conditions, cell death induction [ollowing wit-p53
gene transler was linally analysed.

Materials and methods

Cell cultnre. Cell culture plastic ware was purchased from
Costar (Dutscher, Brumath, France). Culture media and
additives were [rom Life Technologies (Eragny, France) except
fetal call’ serum, which was [rom Dutscher (Brumath, France).

Cell lines. Cells were cultured in phenol red-free RPMI-1640
medium supplemented with 10% heat inactivated letal calfl
serum (FCS) and 1% antibiotics penicillin-streptomyein
mixture, at 37°C in a 5% CO, aunosphere.

P33 mutation analysis. To identify p53 genomic status of
human head and neck carcinoma FaDu cells and of human
breast carcinoma CALSI cells, DNA automated lNuorescent
sequencing analyses were performed. Briefly, PCR was per-
formed using four pairs ol primers covering exons 2-9 and
including [lanking intronic splicing sites (one pair for exons
2-4, one for exons 5 and 6, one for exon 7 and one pair for
exons 8 and 9), in a 20 pl volume containing 10 mmol/l Tris-
HCI, 50 mmol/l KCI, 1.5 mmol/l MgCl,, 0.2 mmol/l deoxy-
nucleotide triphosphates, 0.5 mmol/l of each primer and 1 pg
ol genomic DNA. The reactions were carried out using a
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Perkin-Elmer/Cetus thermal eyeler model 9600, The PCR
products were then purificd using Sephacryl S400HR
(Amersham-Pharmacia Biotech, Les Ulis, France). Purilied
fragments were used Tor sequencing with a Thermo
Sequenase™ Dye Terminator Cycle Sequencing kit
(Amersham-Pharmacia Biotech), using the same PCR
primers. After purification with Biogel Pi0 (BioRad), the
products were sequenced using ABI 373 automated DNA
sequencing system (Applied Biosystem).

P53 expression analysis using immunocyvtochemistry.
Trypsimized cells were fixed in Preserveyt” (Cytye, Montrouge,
France) and slides (Thin prep”) were prepared according o
the manulacturer's recommendations. Then, immunocyto-
chemistry was made alter digestion in 10 mmol/l citrate bulTer,
pH 6.0. Briefly. the shides were treated by hydrogen peroxide
and glutaraldehyde at 0.05%. The cells were then stained
with DO7 monoclonal antibody (Dako, Trappes, France) at
1:50 dilution in phosphate-bulfered saline (PBS) for 32 min at
room temperature with a basic detection kit (Ventana, Hlkrich,
France) using biotinylated immunoglobulin secondary anti-
hody according to the manufacturer's recommendations. The
chromogen substrate was diaminobenzidine. A light hemato-
xylin counterstaining was apphicd [or microscopie examination.
Appropriate positive and negative controls were evaluated.

Plasmids. pEGFP-C3 (Clontech, Montigny le Bretonneux,
France) and pNCNeo (Dr J.-M. Heard, Institut Pasteur, Paris,
France) encoding respectively the green [luorescent protein
(GFP) and the P53 protem under the control of the eytomegalo-
virus promoter were used in these experiments. Plasmids were
purilied from Escherichia coli using Gibeo BRL Conecert™
Maxiprep columns (Life Technologies).

Chemicals, Tetraglucosylated derivative ol linear 22 kDa
polyethylenimine (PEI-Glud; GleadGleadGlea6Gle) (28)
was obtained from Polyplus-transfection and was diluted in a
5% glucose or in a 9%e NaCl solution,

TPPS,, (LumiTrans™), a meso-tetraphenylporphine with
two sulfonate groups on adjacent phenyl rings was used as
photosensitiser and was Kindly provided by PCI Biotech
(Oslo, Norway). LumiTrans was dissolved in dimethylsulfoxide
as a 350 pg/ml stock solution. Unless otherwise indicated, all
other reagents were purchased [rom Sigma (Saint Quentin
Fallavier, France) and were of molecular biology grade.

Light source. Lumisource” (PCI Biotech) was used as light
source. Lumisource is a bank of 4 Muorescent tubes designed
to provide homogencous illumination of the treatment area,
emilting mainly blue light with a peak at 420 nm. The light
cmission from the illumination arca was measured and
showed a high homogeneity with a fluence rate ol 10£0.1
mW/em? over the light ficld.

Cell transfection and PCI procedures. PCI experimental
conclitions were established according 1o our previous results
and the PCI conditions inhibiting <30% ol the cell growth
were selected as optimal experimental conditions as already
reported (28).
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Bricfly, [FaDu cells were seeded in 24-well plates 48 h
before transfection. When PCI was used, 24 h alter seeding, the
cells were incubated for 18 b in RPMI medium containing
0.1 ug/ml TPPS,,, at 37°C and kept in the dark until the end of
the protocol.

Belore transfection, the cells were washed with PBS
and supplemented with fresh serum-free medium. Plasmid
(pEGFP-C3 or pNCNeo) (4 ug) and the corresponding
amount of PEI-Glu4 were both separately prepared in a 5%
glucose, or in a 9% NaCl solution. PEI-Glud was used at a
charge ratio of five (five amino groups per phosphate group)
(28). PEI-Glu4 solution was then mixed with plasmid and
100 gl of the resulting mixture was added 1o cach well.

PCI was performed alter 2 h ol incubation by submitting
the cells for 30 see to blue light emitted by Lumisource®.
Cells were then re-incubated Tor different period time belore
being tested for transgene expression,

GFP expression. GEP expression was evaluated using low
cytometry (FACSCalibur, Becton-Dickinson, Meylan, France)
in cell suspensions containing 10°-10% cells/ml obtained
alter trypsinization ol 24-well dishes as alrcady reported
(9,27).

The influence of the dispersing solution (5% glucose, or
9%0 NaCl) on the translection rate, was evaluated 24 and
48 h alter transfection. Then under the optimal conditions,
GFP expression kinetics was analysed [rom 24 1o 144 h alter
translection on at least 10,000 cells.

P33 gene expression, pS3-mRNA expression was analyzed
using semi-quantitative RT-PCR with B,-microglobulin|
(15,M 1) as reference gene as already reported (9).

Apoptosis measurements. Quantitative analysis ol apoptosis
induction was performed by flow eytometry (FACS Calibur)
using annexin V-propidium iodide double labeling
(ApopTEST™, Dako, Trappes, France). Brielly, the cells
were cultured on 24-well dishes and allowed (o grow [or 24 I,
Then, according to the transfection protocol (with or without
PCI), the cells were incubated with TPPS,, for 18 h followed
by incubation with PEI-Glud/p53 complexes. Fourty-cight
hours alter transflection, the cells were washed with PBS and
re-suspended in cold bulfer solution before being incubated
for 10 min in ice with 1 pl of annexin V/FITC and 2.5 ul of
PL. Alter this incubation, 250 pl of cold buffer solution was
added and the samples were analysed using [low cylometry
with excitation at 488 nm. Results were expressed as
annexin V-FITC labelled apoptotic cell fractions.

Colony forming assay. Colony [orming assays were performed
after the p53 gene transfer. Brielly, the cells were seeded in
24-well dishes and allowed to grow for 24 h before being
photosensitised (in the case of PCI) by an 18 h incubation in
RPMI medium containing 0.1 pg/ml TPPS,,. Then. the cells
were transfected with PEI-Glud/p53 complexes alone or
followed by PCI and allowed to grow for two days. Afier this
incubation period, the cells were harvested, counted and
seeded in 6-well dishes at 200 cells/well and allowed to grow
for 10 days. The colonies formed were then stained using
crystal-violet and counted. Cell death fraction was
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determined by comparing translected cells. with or without
PCI, with controls consisting ol cells translected with irrelevant
PEIGEP complexes.

Statistical analysis. Unless indicated, all experiments were
performed in triplicate and results are presented as mean
values + standard deviation.

Non-parametric Mann-Whitney test was employed to
determine the staustcal significance with a limit set o
P<0.05 using Statview 5.0 soltware (SAS Institute Inc.,
USA).

Results

P33 mutational stares. Characterization ol the p53 status ol
FaDu cells by DNA sequencing showed a G/T point mutation
at codon 248 in exon 7, resulting in arginine to leucine
substitution (Fig. 18). The wild-type p33 status was found
in the human breast carcinoma CALS| cell line (Fig. 1A)
which was used as a control,

As a consequence, using immunocylochemistry, P53
protein expression was observed in approximately 20% ol
the control wild-type CALS | cells (Fig. 1C) and in >90% of
untreated p33-mutated FaDu cells (Fig. 1D).

GEP gene transfer. The influence ol the dispersing solution
on the transfection rate was studied using a 5% glucose or a
9%e NaCl solution for preparation ol the PEI-Glud/GFP
complexes, Using the standard translection procedure (4 pg
DNA/well containing 107 cells), PEI-Glud mediated GFP
gene transler was mesured in FaDu cells 24 and 48 h alter
transfection, with or without PCI (Fig, 2A).

PCL was Tound to significantly (p<0.02) increase the
GEP-cxpressing cell population 48 h alter transfection,
irrespective ol the dispersing solution. The transfected cell
population was higher when the PEI-Glud/GFP complexes
were formed in 5% glucose solution than when the complexes
were formed in 9% NaCl solution. GIP transfection rate was
significantly higher (P<0.02) 48 h alter transfection when
PEI-Glud/GFP complexes were formulated in 5% glucose
solution and transferred using PCL In such optimised
conditions, GFP-expressing cells reached 48% ol the ol
cell population (Fig. 2B).

GEP expression kinetics. GEFP expression analysis was per-
lformed uvsing flow cytometry 24, 48, 72, 96, 120 and 144 h
alter translection of FaDu cells using PEI-Glud alone or
associated with PCI (Fig. 3). PCI was lound to enhance the
GFP expressing FaDu population at 48, 72, 96, 120 and 144
but not 24 h aler the transfection. When PCI was used, the
highest translection level was achieved 48 h after trans-
fection, with nearly 50% of the total cell population expressing
the transgene. This value decreased progressively and still
remained >10% 144 h alter the transfection. Using PEI-Glu4
alone, the maximum ol GFP expression was achieved 24 h
alter transfection (25%) and did not significantly vary until
48 h. It then decreased faster than with PCI, reaching
approximately 10% 96 h alter transiection,

In summary, the use of PCI led to sustained transgene
expression in FaDu cells. The highest level of transgene
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Figure 1. Dircct DNA sequencing analysis of p53 genomic status of CALS 1 control (A) and untreated FaDu (33 cell lines and P53 protein expression analysis
in wild-type p33 CALSL (C) and p53 mutated FabDu (D) cells, G -1 mutation was observed in FaDu cells at codon 248 in exon 7 resulting in arginine (o
leucine substitution, CALST (C) and FaDu (D} P33 expression was analysed by immunocytochemistry using DOT monoclonal antibody staining. The images
are representative elds selected for qualitative observation of DO7 monoclonal antibody labeling,
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Figure 2, Influence of the dispersing solution of PEVDNA complexes on
GEP gene transfer efficiency. The cells were transfected with PEIGlu4/
GFP complexes formulated in 9% NaCl (Glud-NaCl) or 5% glucose (Glud-
gle) solution without or with PCL. (A), The transgene expression was
measured by lMow cytometry 24 and 48 h after transfection. Results are
expressed as mean values of GFP expressing cell populations of at least
three independent experiments. Error bars are standard deviations. (B), Re-
presentative distribution histograms observed 48 h after transfection of
PENDNA complexes in 3% glucose solution.

expression occurred 48 h alter transfection and expression
remained significant up to 144 h.

P33 gene transfer. p53 mRNA expression was measured 48 h
alter ransfection using RT-PCR (Fig. 4). p53 mRNA relative

GFP expressing cells (%2)
=

Incubation (h)

Figure 3. GFP expressing kinetics in FalDu cell line as measured by Now
cylometry from 24 10 144 b alter GFP gene transfer using PEL-Glud alone
(2) or combined with PCI (m). Control experiments consisted of
untransfected cells (o) and cells exposed 10 PCH without DNA (L), Resulis
are expressed as GFP expressing cell fraction and are presented as mean
values of at least three independent experiments. Ercor bars are standard
deviations.

expression ratio (RER) was calculated using B;-microglobulin|
mRNA as reference. In pS3-mutated FaDu cells, basal
expression of p53 mRNA (RER=0.3) was detected. In
transfected cells, p33 mRNA expression was signilicantly
(P<0.01) increased (4.5-fold). No dilference in expression
was [ound between cells translected using PEI-Glud and
those ransfected uging PEI-Glud-PCIL, with RER's of 1.4 and
1.3, respectively.

Biological activity of p53 gene transfer. Induction of apoptosis
was studied by flow cytometry using annexin V/FITC labeling
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Figure 4. Semi-quantitative RT-PCR pS3 mRNA expression analysis in
FabU ¢ells 48 h after transfection. (<), negative control (water); (), positive
control (wild-type p53 CALST eells); (F), untransfected FabDU eells: (Fad),
FabDu cells transfected using PEL-Glud: (Fpei), FaDu cells transfected using
PEI-Glud and PCL. By-microglobulinl (B:M1) was used as housckeeping
I;CIII:.

Cell death induction (%a)

Figure 5. Cell death induction following wild-type p53 gene transfer as
assessed using colony-lorming assays (1) and measurements of apoplosis
(m). The apoptotic cell population was determined using Mow cytometry
detection of annexin V/FITC-labeled cells 48 h afier wild-type p53 gene
transfer. Contrals consisted of untreated cells, cells treated by PCI but not
transfected (Control PCH and cells Teeted with irrelevant plasmid using
PEL-Glud and PCI (Luc/Glud + PCI). Results are expressed as mean values
of three independent experiments. Error bars are standard deviations.
P05 Mann-Whitney test PEL-Glud/p53 versus PEI-Glud/ps3 + PCL

lor detection ol phosphatidylserine externalisation. The
fraction of apoptotic cells (i.c., annexinV/FITC-positive and
propidium iodide-negative) was quantified (Fig. 5). In untreated
FaDu control cells, no apoptosis was detected. The gene
transfer procedure itsell, as performed with PEI-Glud and
PCI but with an irrelevant plasmid (pCMV-Luc), was found
1o induce apoptosis in <2% cells. In FaDu cells transfected
using PEI-Glud alone, apoplosis was detected in 7.3% ol the
cell population while this fraction was significantly enhanced
(P<0.05) when PCI was used (13.0%).

Long-term cell death induction after p53 gene transfer
was then investigated using colony forming assays in FaDu
cells transfected using PEI-Glud alone or combined with
PCI (Fig. 5). Control experiments consisted of untreated cells
(untreated control), cells transfected with an irrelevant plasmid
using PEI-Glud combined with PCI (GEP-PCI control). In
the control groups, no significant cell death was observed,
thus confirming the lack of toxicity of the experimental
procedures. p53 gene transfer was found to induce a significant
deerease in cell suryival (P<0.02). PEI-Glu4 alone induced
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cell death wo level up o 3243%, PCL was lound to lurther
enhance eytotoxicity by 4-lold (P<0.05) with cell death
reaching 51+6%.

Discussion

The p53 tumor suppressor gene is often mutated in neoplastic
cells and in nearly 50% of the head and neck cancers and
is associated with poor prognosis (1.2). Restoration of the
ability of tumor cells bearing p53 gene mutation 1o express a
functional P53 protein could be an important means ol
destroying the carly cancer clones and has been extensively
investigated in vitro (6) and in vive (8). p53 gene therapy
clinical trials have been reported in many cancer types
including head and neck (10) in which encouraging resulls
were reported with significant tumor growth inhibition alter
adenovirus-mediated p33 gene transfer,

Viral vectors are mainly used for gene transfer, because
of their powerlul cellular infection potency. Non-viral vectors
such as liposomes and polycations (11) and in particular PEI
derivatives, are increasingly used as an aliernative 1o viral
veetors. Unfortunately non-viral vectors are not yet as elficient
as viral vectors. Several studies that aim at improving the
tranfection ability by optimising the physical propertics
(9,12,15,31) or the transfection procedure (20) have been
reported. In this context, photochemical internalisation,
which is based upon light-induced disruption of photo-
sensitised endocytic vesicles, has been shown to be efficient
for gene wransfer in vitre (23) and protein toxin treatment
in viver (21). This method was described to improve the trans-
fection elficiency ol several macromolecules (21,25,29.32)
and can be coupled with either viral (25) or non-viral veetors
(23).

We have reported that teraglucosylated PEl-mediated
P53 gene transfer induces apoplosis in vitro (9) and that the
use of PCI enhances the transfection rate up to those achieved
using viral vectors (28). This enhancement was correlated
with induction of apoptosis, In vive, we previously reported that
long-lasting tumor growth inhibition could be achieved alter
iterative wild-type p53 gene transfer with glucosylated-PEI
(8).

Alter having shown that PCI can be safely combined with
the PEI-mediated gene transfer and using an optimised PCI
procedure (28), we now evaluated the kinetics ol GFP gene
expression in vitro as well as the effects of PCLon the long-
lerm transgene expression Lo prepare the in vivo administration
scheme.

Comparing 5% glucose and 9% NaCl solutions as
preparation solution [or PE/DNA complexes, we showed
that with and without PCI, the transfection efficiency was
higher when a 5% glucose solution was used. These results
should be related 1o the fact that in 9%e NaCl solution, PEI/
DNA complexes Torm macro-aggregates (13) thus limiting
their ability to enter cells. Additionally, recent results showed
that the use of 9%« NaCl solution for PEVDNA formulation
could be more cytotoxic than 5% glucose solution (P. Erbacher;
Personal communication). More recently, it has been shown
that the difTusive transport ol macromolecules in tumors is an
important determinant ol the delivery of many anticancer
therapeutics and is modulated by the size ol the complexes
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(33). Lastly, aiming at in vive transler of the present results
and since PEI/DNA complexes prepared in 9%0 NaCl
solution form macro-aggregates that would be very painful
il injected, therelore, their use in animal studies should be
avoided. For FaDu cells, the highest translection rate (nearly
50%) was obtained when the PEI-Glud/GFP complexes
formed in a 5% glucose solution were transferred by PCI,
reaching a 1.8-lold increase and a gene transfer efficiency
comparable to that achieved using viral vectors (34). PCI was
found to enhance the wansfection efficiency from 48 10 144 h
with a maximum of transfection level achieved at 48 h (48%).
Sustained transgene expression is thus observed at significant
level (>10% expressing cells) for more than 6 days after trans-
lection.

The potential therapeutic interest of this experimental
procedure, which combines glucosylated PEL and PCI, was
highlighted by wild-type p53 gene transfer in FaDu p53-
mutated cells. A significant increase in p53 mRNA expression
was achieved in FaDu p53-mutated cells using PEI-Glu4
alone or combined with PCI as we previously reported (27).
P53 protein functionality was demonstrated, and a signilicant
spontancous induction of apoptosis was evidenced as already
observed in experiments using viral vectors (4). Furthermore,
PCI was found to enhance apoptosis induction as already
reported (27). As a consequence, long-term cell death induction
was enhanced alter wi-p53 gene transler when PCI was used,
yielding up to 50% spontancous cell death. Again, these data
are consistent with those achieved using 5-fluorouracil
chemotherapy in wi-p33 CALSI and pS3-mutated FaDu
cells, in which 50% induction of cell death was achieved at
concentrations that generated approximately 15-20%
apoptosis (35).

The results presented here are in agreement with data
already reported in the literature with non-viral or adenovirus-
mediated p33 gene transfer in head and neck cancer eell lines
(3.4.28). In conclusion, the present results confirm the
potency of combining PCI with glucosylated PEl-mediated
gene transler. The sustained (ransgene expression appears
very promising in view ol improving the in vive administration
schedule leading 1o a therapeutic elfect.
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VI11.2. Potentialisation de I’inhibition de la croissance cellulaire apreés transfert du
gene pten par polyéthylénimine et internalisation photochimique dans les cellules de

cancer de I’endométre

Maurice-Duelli A, Ndoye A, Bouali S, Leroux A, Merlin JL.
Technology in Cancer Research and Treatment 2004;3(5):459-65.

Résumé

Pten est un géne suppresseur de tumeurs situé sur le chromosome 10g23.3 qui code une
protéine phosphatase a double speécificité. Pten est impliqué dans la voie de PIBK/AKT et
déphosphoryle le PIP3 en PIP2. Il est impliqué dans I’arrét du cycle cellulaire, I’apoptose par
inhibition de la voie de PI3K/AKT et la migration cellulaire par son interaction avec les
protéines d’adhésion focale. Les mutations somatiques de pten ont été fréqguemment décrites
dans divers cancers incluant les gliomes, les cancers de la prostate et les cancers de
I’endometre. La fréquence des mutations de pten et sa fonction comme gene suppresseur de
tumeurs font de ce dernier un tres bon candidat a la thérapie génique. La restauration de la
fonction de pten par transfert de géne sauvage dans les cellules n’exprimant pas pten est de
plus en plus utilisée dans la recherche des nouveaux traitements anticancéreux. Plusieurs
techniques telle que I’internalisation photochimique (PCI) ont été développées dans le but
d’augmenter I’efficacité de transfection. La PCI est une technique innovante basée sur des
réactions photochimiques initiées par des photosensibilisants localises au niveau des
endosomes induisant leur rupture et la libération des macromolécules (ADN, protéines et
autres molécules thérapeutiques) dans le cytosol des cellules cibles apres exposition a la
lumiere. 1l a été montré que la PCI permet d’augmenter I’efficacité de transfection par des

vecteurs viraux et non viraux. Cette étude a été réalisée sur une lignée cellulaire de cancer de
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I’endometre n’exprimant pas la protéine PTEN. L’influence de la PCI sur le transfert de géne
pten par polyéthylénimine (jet PEI®) et sur la viabilité cellulaire a été évaluée. L expression
de la protéine a été restaurée par le transfert de géne pten par jet PEI® couplé ou non & la PCI.
La PCI a permis d’augmenter significativement le niveau d’expression des ARNm (d’un
facteur 4,2) de la protéine et I’inhibition de la croissance cellulaire. Ces résultats sont corrélés
a ceux obtenus par les essais clonogéniques. En effet, la transfection par jet PEI®/pten sans
PCI permet de restaurer I’inhibition de la croissance cellulaire (44%), la PCI couplée au

transfert de pten par jet PEI® augmente I’inhibition de la croissance cellulaire & 89%.
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PTEN is a tumor suppressor gene mapped on chromosome 10g23.3 and encodes a dual
specificity phosphatase. PTEN has major implication in PI3 kinase (PI3K) signal transduc-
tion pathway and negatively controls PI3 phosphorylation. it has been reported to be impli-
cated in cell cycle progression and cell death control through inhibition of PI3K-Akt signal
transduction pathway and in the control of cell migration and spreading through its interac-
tion with focal adhesion kinase. Somatic mutations of PTEN are frequently detected in sev-
eral cancer types including brain, prostate and endometrium with more than 30% of tumor
‘tissue specimens bearing PTEN mutations and/or deletions. Because of its high frequency
of mutations and its important function as tumor suppressor gene, PTEN is a good candi-
date for gene therapy. Inducible expression of PTEN has been also reported. In cancer
cells bearing PTEN abnormalities, the reversion of PTEN function by external gene transfer
becomes more and more investigated in cancer treatment research. Several technologies
including the photochemical internalization (PCl) and aiming at improving the transfection
efficiency have been reported. PCI is an innovative procedure based on light-induced deliv-
ery of macromolecules such as DNA, proteins and other therapeutic molecules from endo-
cytic vesicles to the cytosol of target cells. PCI has been reported to enhance the gene
delivery potential of viral and nonviral vectors. The present study was designed to evaluate
the influence of photochemical internalization on polyethylenimine (PEl)-mediated PTEN
gene transfer and its effects on the cellular viability in Ishikawa endometrial cancer cells
bearing PTEN abnormalities. PCl was found to significantly (P < 0.01) enhance PTEN
mRNA expression (4.2 fold increase). Subsequently, following PEl-mediated PTEN gene
transfer, the restoration of the PTEN protein expression was observed. As a consequence,
significant cell growth inhibition (44%) was observed in Ishikawa endometrial cells. Using
PClI for PEl-mediated PTEN gene transfer was found to further enhance PTEN mRNA and
protein expression as well as PTEN-related cell growth inhibition reaching 89%.

Key words: PTEN, Photochemical internalization, Polyethylenimine, Gene therapy.
Introduction

Mapped to chromosome 10q23.3, the tumor suppressor gene PTEN is mutated in
glioblastoma, endometrium, prostate, head and neck, prostate and colon tumors
(1-3). PTEN encodes a dual specificity phosphatase with activity on phosphoty-
rosyl and phosphoseryl/threonyl residues (3). PTEN has major implication in
PI3 kinase (PI3K) signal transduction pathway and negatively controls PI3 phos-
phorylation (4, 5). PTEN has been reported to be implicated in cell cycle pro-
gression and cell death control through inhibition of PI3K-Akt signal transduc-
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tion pathway (6, 7) and in the control of cell migration and
spreading through its interaction with focal adhesion kinase
(8). PTEN induces growth suppression via cell cycle arrest
and/or induction of apoptosis (9, 10),

Germ-line mutation of PTEN causes the autosomal domi-
nant Cowden syndrome, which is characterized by multiple
hamartomas and an increase risk of developing breast and
thyroid cancers (11). Somatic mutations of PTEN are fre-
quently detected in several cancer types including head and
neck, prostate and endometrium tumor in which more than
30% of tumor tissue specimens bears mutations, in lung and
hematological malignancies (20%), melanoma, breast and
bladder (10%) and at a lower frequency in other tumor types
(3). Using immunohistochemistry in sporadic primary
breast carcinomas, 33% of the tumors were found to have
decreased or no PTEN expression, which generally correlat-
ed with structural monoallelic deletion of the gene (12).

Because of this high frequency of abnormalities and its
important function as tumor suppressor gene, PTEN is a
good candidate for gene therapy and PTEN gene transfer has
been largely studied using adenoviral (9, 13-20) and nonvi-
ral vectors (10, 21, 22). Inducible expression has been
reported using a tet-inducible system (10, 22) and nonviral
transfection using lipofectamine. In such conditions, trans-
fection of PTEN has been reported to suppress cell growth
by Gl cell eycle arrest followed by cell death in breast can-
cer cells bearing PTEN deletion (23). More recently, PTEN
mutation has been associated with decreased cell sensitivity
to the tyrosine kinase inhibitor gefitinib in breast cancer cells
(22). Resistance to gefitinib occurred through the EGFR-
independent constitutive activation of Akt caused by loss of
PTEN function in PTEN-null cells. Reconstitution of PTEN
function by gene transfer was demonstrated to restore the
cell sensitivity to gefitinib through reestablishment of
EGFR-stimulated Akt signaling,

PCI has been described as an innovative procedure for
releasing macromolecules from endocytic vesicles to the
cytosol of target cells (25-27). This technology is based on
light-induced delivery of macromolecules such as DNA,
proteins and other therapeutic molecules into the cytosol.
(28). Rupture of the endocytic vesicles (lysosomes and
endosomes) is photochemically induced by incubation of
the cells with a photosensitizing compound preferentially
localized in the membrane of these vesicles (29), followed
by the illumination at a wavelength specific to the photo-
sensitizer. PCI has been reported to enhance the gene deliv-
ery potential of adenovirus as well as nonviral vectors such
as polylysine and liposomes (30-32),

We recently reported the potency of photochemical internal-
ization (PCI) associated with nonviral polyethylenimine

Maurice-Duelli et él.

(PEl)-mediated gene transfer of wild type p53 gene in head
an neck and pancreatic cancer cells bearing p53 mutations or
deletion (24). The results achieved in head and neck cancer
cells clearly demonstrated that this technique enables higher
and sustnined transgene expression leading to the enhance-
ment of apoptosis and cell growth suppression following the
gene transfer than when PEl-mediated gene transfer was
used without PCI (33). Therefore, this study was designed
to evaluate the influence of photochemical internalization on
PEI-mediated PTEN gene transfer by investigating PTEN
mRNA and protein expression and its effect on cell growth
in endometrial cancer cells bearing PI'EN abnormalities,

Materials and Methods
Cell Culture Materials

Cell culture plastic ware was purchased from Becton
Dickinson (Dutscher, Brumath, France), Cultre media and
additives were from Life Technologies (Eragny, France)except
fetal calf serum, which was from Dutscher (Brumath, France).

Cell Lines

Ishikawa and MCF-T cell lines were cultured in phenol red-
free RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat inac-
tivated fetal calf serum (FCS) and 1% antibiotics penicillin-
streptomycin mixture, at 37 °C in a 5% CO, atmosphere.

‘The PTEN status of the cell lineg has been previously char-
acterized (1). Ishikawa cells expressed a high amount of
PTEN mRNA but did not express the PTEN protein because
of protein truncations. Wild type PTEN MCE-7 cell line was
used as a positive control,

Chemicals

Linear 22kDa polyethylenimine (JetPEI®) was obiained
from Polyplus-transfection (Illkirch, France) and was used
in a 5% glucose solution. TPPS,, (LumiTrans®), a meso-
tetraphenylporphine with two sulfonate groups on adjacent
phenyl rings was used as photosensitizer and was kindly
provided by PCI Biotech (Oslo, Norway). LumiTrans® was
dissolved in dimethylsulfoxide as a 350 pg/ml stock solu-
tion. Unless indicated, all other reagents were purchased
from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France) and were of
molecular biology grade.

Lighr Source

Lumisource® (PCI Biotech, Oslo, Norway) was used a8 light
source, Lumisource® is a bank of 4 fluorescent tubes
designed to provide homogeneous illumination of the treat-
ment area, emitting mainly blue light with a peak at 420 nm.

Tachnology in Cancer Research & Trealmant, Volume 3, Number 5, Octobar 2004
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The light emission from the illamination area was measured
and showed a high homogeneity with a fluence rate of
1040.1 mW/cm? over the light field.

Plasmids

pEGFP-C3 was purchased from Clontech (Montigny le
Bretonneux, Prance) and pcDNA4-PTEN was kindly pro-
vided by Dr MM Moasser (Memorial Sloan Kettering
Cancer Center, New York, NY) encoding respectively the
green fluorescent protein (GFP) and the PTEN protein were
used in these experiments. Plasmids were purified from
Escherichia coli using GIBCO BRL CONCERT™ Maxiprep
columns (Life Technologies, Eragny, France).

Cell Transfection and PCI

Cells were seeded at the density of 103 cells/well in 24-well
plates 48h before transfection to reach 60-70% confluence at
the time of transfection. Amounts and volumes given below
refer to a single well, When PCI was used, 24h after seeding,
the cells were incubated for 18h in the presence of 0.1 pg/ml
TPPS,, and kept in the dark until the end of the protocol.

Before transfection, the cells were washed twice with PBS
and supplemented with 1ml fresh serum-free RPMI medium.
Four micrograms of plasmid and the corresponding amount
of JetPEI® (6 pl of 10mM JetPEI®) were separately prepared
in 50 pl of 5% glucose solution, vortexed gently and spun
down to collect the entire volume of solution. The JetPEI®
was used at a charge ratio of five (five amino groups per
phosphate group). The JetPEI® solution was mixed with the
plasmid suspension, then vortexed and spun down. After
approximately 15 min, 100 il of the resulting mixture was
added to the cells and the cell supernatant was homogenized
by a gentle horizontal hand rotation. PCI was performed
after 2 hours of incubation. Cells were submitted to hlue
light emitted by Lumisource® and re-incubated for 24 or 48h
period before being tested for transgene expression.

PTEN-mRNA Expression Analysis using RT-PCR

The PTEN-mRNA expression was analyzed using semi-
quantitative RT-PCR with p2-microglobulin (B,M1) as ref-
erence honsekeeping gene. Cell extracts were prepared after
collection of adhesive cells scrapped from the culture sup-
port and centrifuged (300g, 10 min).

Tsolation of total RNA was performed using TRIzol® (Life
Technologies), acconding fo the manufacturer's specifica-
tions. cDNA synthesis was performed with 1 pg total RNA
in a reaction volume of 20 pl containing 100 ng of random
primers, 50 mmol/l Tris-HC1, pH &3, 75 mmol/l KCl, 3
mmol/l MgCly, 0.5 mmol/l deoxynucleotide triphosphate, 10

mmol/l dithiothreitol and 200 units SuperScript IT¥ reverse
transcriptase (Life Technologies) and incubated for 10 min at
room temperature, 50 min at 42 °C, followed by 15 min at 70
°C. RNAse-H (2.5 units) was added into each sample, then
incubated for 20 min at 37 °C (Mastercycler gradient,
Eppendorf). ¢cDNA samples were stored at -20 °C until ana-
lyzed. cDNA samples (0.5 jpul) were mixed in a volume of 20
jl containing 16 mmol/ (NH,),S0y, 67 mmol/l Tris-HCI,
pH B.8, 0.01% Tween 20, 2 mmol/l MgCl,, 0.2 mmol/l dNTP,
5 pmol/l of 5'- and 3%-primers, and 0.5 unit of Taq poly-
merase (Life Technologies). The primers sequences were
5-GCOGTGCAGATAATGACAACG-3"  (sense)  and
5 GGATCAGAGTCAGTGGTGTC-3' (antisense) and, 5™
AACACGGCGACCCTACAAGCT-3' (sense) and 5%
ATCTTCAAACCTCCATGATG-3’ (antisense) for f;MI.
The PCR tubes were incubated for PTEN ¢cDNA amplifica-
tion as follows: the first cycle was 5 min at 95 °C, 1 min at 57
°C and [ min at 72 °C. The 29 following cycles were | min
at 94°C, | min at 57 °C and 1 min at 72 °C. After completion
of the PCR cycles, the mixture was f{inally incubated for 7
min at 72 °C. PTEN PCR products were electrophoretized on
1% agarose gel containing 0.1 pg/ml of ethidium bromide
and analyzed by UV transillumination using a Gel Doc 1000
system (BioRad, Mames-la-Coquette, France) and analyzed
using Molecular Analyst softwarc (BioRad).

Western Blot Analysis

For western blot analysis, the cells were frozen 48h after the
transfection procedure. The frozen cells were homogenized
in a lysis buffer containing 10 mM Tris-HCI, 0.5 mM EDTA
and PMSF. The lysate was centrifuged and the protein con-
centration of the supematant was determined using a Bio-
Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad, Mames-la-Coquette,
France), 20 pig of protein were loaded on 10% SDS-PAGE
gel for electrophoresis and transferred to a nitrocellulose
membrane by electroblotting. The membrane was blocked
with 1% skim milk/1% bhovine serum albumin (Sigma, St
Quentin Fallavier France)/0.1% Tween-20 PBS. The mem-
brane was incubated with an anti-PTEN primary antibody
(Cell Signaling, Ozyme, St Quentin en Yvelines, France).
Following incubation with horseradish peroxidase-conjugat-
ed secondary antibody, protein signals were detected using
enhanced chemiluminescence kit (Amersham).

Cell Growth Inhibition Following PTEN Gene Transfer

Colony forming assays were performed after completion of
the transfection protocol in Ishikawa cells, Bricfly, the cells
were seeded in 24 well dishes and allowed to grow for 24
hours before being photosensitized (in the case of PCI) by a
I8 hours incubation in RPMI medium containing 0.1 pg/ml
TPPS,,. Then, the cells were transfected with PTEN/
JetPEI® complexes alone or followed by PCT and allowed to
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grow for two days. After this incubation period, the cells
were harvested, counted and seeded in 6 well dishes at 500
cells/well and allowed to grow for 10 days. The colonies
formed were then stained using crystal violet and counted
using robotized image analysis system (Techlab, St Julien les
Metz, France). Cell growth inhibition was then determined
in comparing transfected cells, with or without PCI, with
controls consisting in untreated cells.

Statistical Analysis

Unless indicated, all experiments were performed in triplicate
and results are presented as mean values + standard deviation.

Non-parametric Mann-Whitney test was employed to deter-
mire the statistical significance with & limit set to P < 0.05
using Statview 5.0 software (SAS Institute Inc, USA).

Results and Discussion
PTEN mRNA Expression Analysis

The PTEN mRNA expression was investigated 48h after
transfection, by mean of RT-PCR (Figure 1). Using B,-
microglobulinl (B,M1) mRNA as reference gene, the PTEN
mRNA relative expression ratio (RER) was calculated for
untreated cells (T), TPPS,, treated cells (TPS) and for
Ishikawa cells transfected using PTEN/JtPEI® complexes
alone (PED) or coupled with PCI (PCI) (Table I). The MCF7
cells were used as positive control for PTEN mRNA.

In PTEN-mutated Ishikawa cells, a basal expression of
PTEN mRNA (RER = 1.72) was detected. When transfect-
ed using PTEN/JetPEI® complexes alone (PEI), the PTEN
mRNA expression was significantly (P < 0.02) enhanced
(RER = 3.34). The PCI was found to significantly (P <
0.01) enhance the PTEN mRNA expression (RER = 7.22)
with a subscquent 4.2 fold increase (PCI). These data can
be significantly correlated with those previously described
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Figure I: Semi-quantitative RT-PCR PTEN mRNA expression amalysis in
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after PCl-directed gene delivery (1, 24, 34-36). The
enhancement of the PTEN mRNA expression should lead to

Western Blot Analysis

The PTEN protein expression was investigated 48h after the
transfection using Western blot analysis (Figure 2). MCF7
cells were used as positive control for PTEN protein expres-
sion. The PTEN protein status of untreated Ishikewa cells
was compared to those of cells transfected using
PTEN/JetPEI® complexes alone or with PCL

Whereas the unireated Ishikawa cells did not show any PTEN
protein expression, their ability of PTEN protein synthesis
was restored after JetPEI®-mediated PTEN gene transfer.
The use of PCI for PTEN/JetPET® transfer was found to fur-
ther enhance the expression of PTEN protein showing a cor-
relation between mRNA and protein expression assays.

Lane 1 Lane 2 Lane 3 Laned

PTEN
B actin

Figure 2: PTEN protein expression levels evaluated by Western blot analy-
sis. Lane 1: Untreated Ishikawa cells; Lane 2: Positive PTEN-MCF7 cells;
Lane 3: Ishikawa tranfectad by PTEN/JetPEI® complexes; Lane 4: Ishikawa
cells transfected by PTEN/JetPEI® complexes using PCIL, B-actin was used
s reference protein.

Cell Growth Inhibition Following PTEN Gene Transfer

Cell growth inhibition following PTEN gene transfer was
investigated using colony forming assays in Ishikawa cells
transfected -using JetPEI® alone or combined with PCI
(Figure 3),

Without light, no significant variation in the cell growth (P>
0.05) was observed in control groups illustrating the absence
of cellular wxicity of the experimental procedures. At the
other hand, a slight difference in cell growth was observed in
control cells treated with the photosensitizer and exposed to
light. Whatever the transfection the PTEN gene
transfer leads to a significant (P < 0.01) decrease of the cell
viahility compared lo the imelevant GFP gene transfer.
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types including breast (10), prostate (39) and colorectal
(40) cancers. Several data indicate that silencing of PTEN
gene expression may be relevant in follicular thyroid cell
transformation (41).

In all these studies, gene transfer was achieved in stable
transfectants models using viral or nonviral vectors and sub-
sequent selection. Stable transfectants are ideal models for
cell signaling studies. However, no direct therapeutic appli-
cation of this technique can be proposed since in vivo, no
selection being applicable, most gene transfer techniques,
viral and nonviral, yield transient transgene expression.

Studies that aim at improving the tranfection ability by opti-
mizing the physical properties (42-44) or the transfection pro-
cedure (25) have been reported. In this context, PCI, which
is based upon light-induced disruption of photosensitized
endocytic vesicles, has been shown to be efficient for gene
transfer in vitro (29, 34, 36, 45) and protein toxin treatment in
vivo (26). PCI was described to improve the transfection effi-

A& 4{7"" g
g *‘@
ﬁf &
Figure 3: Cell growth inhibition in [shik cells as d nsing colony
forming assays. Comtrol experi isted af d control cells (T),

PCT meated cells without PET-DNA comp (TPS), cells transfected with
an irrelevant plasmid using JetPEI® combined with PCI (GFP/JetPEI®).
Ishilkawa cells were transfected using PTEN/Je(PEI® complexes alone
(PTEN/1etPEI®) or coupled with PCI (PTEN/JtPEI® + TPPS,,). Results
are expressed relative values to untreated control cells and are mean values
of triplicate experiments. Error bars are standard deviations.

Whereas the JetPEI®-mediated PTEN gene transfer (PTEN/
JetPEI®) induced a significant (P < 0.05) decrcase in the cell
growth (56%). PCl-mediated PTEN gene transfer (PTEN/
JetPEI®+TPPS.,) was found to further enhance this effect
on cell growth with 89% cell growth inhibition.

PTEN is a tumor suppressor gene whose alterations (muta-
tions, deletion) have been reported in various tumor types
(3). PTEN mutations are associated with transcriptional
and tramslational defects that ebolish the protein function-
ality. Suppression of PTEN regulation results in constitu-
tive activation of PI3 kinase/Akt signaling leading to inhi-
bition of apoptosis and cell survival. Because PI3K/Akt
plays a crucial role in cellular response to tyrosine kinase
receptor activation, PTEN mutations have been shown to
generate cellular resistance to the tyrosine kinase inhibitor
gefitinib (22) and restoration of PTEN expression by gene
transfer have been shown to reverse this resistance mecha-
nism. It also has been found that PTEN induces growth
suppression via cell cycle G1 arrest and/or induction of
apoptosis (4, 6, 37, 38) and inhibils cell adhesion and
migration. Regulation of androgen receptor signaling by
PTEN has been recently reported in prostate cancer (39).

Previous reports showed that the PTEN tumor suppressor
gene transfer induces cell apoptosis in a variety of cell

Technology in Cancer P

y of several macromolecules (26, 31, 45, 46) and can be
coupled with either viral (31) or nonviral vectors (29).

The purpose of the present study was to evaluate the poten-
cy of transient PTEN gene transfer in Ishikawa cells bearing
PTEN abnormalities to initiate cell death.

The results achieved confirm the potency of PCI to lead fo
effective tumor suppressor gene transfer in cancer cells bear-
ing mutations or deletions. As already reported PCI was
found to potentiatc the gene transfer efficiency achieved
with a polyethylenimine derivated nonviral vector (24, 36).
Further, the high transfer rate was found to increase the
transgene expression and to be associated with a higher
spontaneous cell death induction.

The present results warrant further investigation of PCI-
mediated PTEN gene transfer in vizro and in vive.
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VI1.3. L’expression de PTEN contréle la réponse cellulaire au cetuximab par
inhibition des voies de signalisation PIBK/AKT et RAS/RAF/MAPK dans des cellules

exprimant K-Ras sauvage

Bouali S, Chrétien AS, Ramacci C, Rouyer M, Becuwe P, Merlin JL

International Journal of Oncology

Reésumé

La surexpression du récepteur de facteur de croissance épidermique (EGFR) et la mutation du
gene suppresseur de tumeur pten dans divers cancers sont impliquées dans I’activation
constitutive des voies de signalisation en aval de ’EGFR, la voie de PI3BK/AKT et la voie de
RAS/RAF/MAPK ayant un réle clé dans la résistance aux différentes thérapies ciblant
I’EGFR. Le cetuximab, anticorps chimérique de la classe des IgG1l capable de se lier a
I’EGFR avec une grande affinité, a été developpé pour traiter diverses tumeurs solides
incluant les cancers colorectaux et les cancers de la téte et du cou. L activité du cétuximab
dépend de la fonctionnalité des voies de signalisation PI3BK/AKT et RAS/RAF/MAPK. Il a été
montré qu’il est plus efficace dans les tumeurs exprimant K-Ras sauvage.

Afin d’étudier I’influence de I’expression de PTEN sur la réponse cellulaire au cétuximab
nous avons utilisé des cellules de cancer de prostate présentant un génotype K-Ras sauvage,
surexprimant I’EGFR mais n’exprimant pas la protéine PTEN.

La reintroduction de pten dans ces cellules a permis de réduire significativement I’expression
constitutive de phospho-AKT (p-AKT) et les protéines kinases en aval, p-GSK3pet p-P70S6K
ainsi que phospho-ERK1/2 entrainant par consequent la restauration significative de
I’inhibition de la croissance et I’induction de I’apoptose. Dans notre étude, nous avons montré

que PTEN controle la réponse cellulaire au cétuximab dans les cellules exprimant K-Ras

98



sauvage par la régulation de la phosphorylation de I’AKT et la restauration de la

fonctionnalité des voies en aval de ’EGFR.
L’ extrapolation de ces résultats en clinique suggere que la fonctionnalité des voies de

signalisation en aval de ’EGFR peuvent étre proposée comme un marqueur prédictif de la

réponse aux thérapies ciblées anti-EGFR.
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ABSTRACT

Overexpression of epidermal growth factor receptor (EGFR) and mutation of pten tumor
suppressor gene in human cancer cells leads to activated EGFR downstream signaling
(PIBK/AKT) and/or mitogen-activated protein kinases (RAS/RAF/MAPK) and have been
linked to resistance to anti-EGFR targeted therapies. Cetuximab is a chimeric 1gG1
monoclonal antibody that binds the EGFR with high specificity and have been developed as
promising therapeutic anticancer treatments in several solid tumors, including colorectal and
head and neck squamous cell carcinomas. Cetuximab activity is related to PIS3K/AKT and
RAS/RAF/MAPK signaling pathways functionality and its activity has been shown to be
higher in wild type K-RAS tumors.

To study the influence of PTEN expression on cell response to cetuximab, we used wild-type
K-RAS, PTEN-null, EGFR overexpressing PC3 prostate cancer cells. Reintroduction of
PTEN significantly reduced the constitutive overexpression of phosphorylated-AKT (p-AKT)
and downstream kinases (p-GSK3LJ and p-P70S6 kinase) as well as phosphorylated-ERK1/2
(p-ERK1/2) and consequently significantly restored cetuximab-induced cell growth inhibition
and apoptosis induction. Taken together, the results achieved in the present study show that
PTEN controls the cellular response to cetuximab in K-Ras wild type prostate carcinoma PC3
cells through the regulation of AKT phsphorylation and restoration of the functionality of
EGFR donnstream signaling. Extrapolation of these findings to clinical situation, suggests
that assessment of EGFR downstream signaling functionality could be proposed as a

diagnostic response predictive marker for anti-EGFR targeted therapies.
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INTRODUCTION

EGFR is overexpressed in many tumor types and its inhibition represents an innovative
therapeutic approach of targeted therapy. EGFR inhibition can be achieved through different
manners including monoclonal antibodies prevention of ligand binding to the extracellular
part of the receptor and tyrosine kinase inhibition at the intracellular level. Cetuximab is a
chimeric monoclonal antibody binding EGFR with high affinity and abrogating the ligand-
induced dimerization and phosphorylation of the receptor [1]. EGFR inhibition by cetuximab
decreases cell proliferation, increases apoptosis, and decreases angiogenesis [2]. However,
number of EGFR overexpressing tumors fail to respond to EGFR-targeted therapy. Recently,
in colorectal cancer [3, 4], resistance to cetuximab has been associated with K-Ras mutations.
However, in K-Ras wild-type tumors, some additional functional alterations of EGFR
downstream signaling have been related to shorter progression-free survival [5]. K-Ras
mutations have been reported in prostate cancer [6]. Additionally, alteration of pten gene has
been shown to promote prostate cancer progression [7]. PTEN antagonizes the action of P13-
kinase (PI3K) and negatively controls downstream signaling by inhibiting the
phosphorylation of AKT [8]. PI3BK/AKT pathway has also been reported to cross talk with
MAP kinase (MAPK) signaling pathway by autocrine signaling through RAS [9].
Consequently, the loss of PTEN expression could putatively affect the response to cetuximab
by impairing PI3K/AKT and RAS/RAF/MAPK signaling downstream to EGFR.

A recent study investigating protein expression demonstrated that PTEN plays a fundamental
role in predicting the response to cetuximab against EGFR in metastatic colorectal cancer
[10]. In the present study we used the PC3 human prostate carcinoma cell line harboring
PTEN deletion. Our investigation was designed to evaluate how restoring PTEN expression
would affect cetuximab-mediated growth inhibition and apoptosis induction, regarding the

implication of PISBK/AKT and MAPK signaling pathways.
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MATERIALS AND METHODS

Cell lines

PC3 cell line was obtained from the American Type Culture Collection. The cells were
maintained at 37°C/5% CO2 in RPMI 1640 culture medium, supplemented with 10% heat
inactivated fetal calf serum (Dutscher, Brumath, France) and 1% glutamine. Culture media

and additives were from Life Technologies (Eragny, France).

K-Ras genotyping

PC3 cells were checked for K-Ras mutations (codon 12 and 13) using two-step PCR-RFLP
according to Schimanski et al [11]. Briefly, DNA was extracted from 10° cells suspension.
The amount of DNA isolated was determined spectrometrically and 100 ng DNA was used as
template for the first PCR (Master Cycler Gradient, Eppendorf, Germany) with the
oligonucleotide primers Ras A (sense; 5’-ACTGAATATAAACTTGTGGTCCATGGAGCT-
3’) and Ras B (antisense; 5’-TTATCTGTATCAAAGAATGGTCCTGCACCA-3’). PCR
products were then submitted to enzymatic digestion with either BstXl or Xcml, restricting
the amplicon if the first two bases of codon 12 (BstXI) and codon 13 (Xcml) were wild-type.
two ul of the first digest were used as template for the second PCR in which primer Ras C
(antisense; 5’-GGATGGTCCTCCACCAGTAATATGGATATTA-3’) was used instead of
Ras B. Seven pl of the second PCR were digested with either BstXl or Xcml. Ten pl of the
digest were submitted to PAGE stained with ethidium bromide and analyzed under UV light
(GelDoc EQ, Bio-Rad). DNA extracts from cell lines bearing codon 12 or/and 13 mutations

were added as positive controls.
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Gene transfer

Linear polyethylenimine (PEI) was kindly provided by Polyplus-Transfection (lllkirch,
France). pCMV-Luc (Dr P Erbacher, Polyplus-Transfection), and pPTEN (Dr K Yamada,
NIH, Bethesda, MD) plasmids, encoding luciferase and pten genes respectively, were purified
from Escherichia coli using Marligen Maxiprep columns (Life Technologies, Eragny, France).
Gene transfer was performed as already published [12] with slight modifications. Briefly, the
cells were seeded at the density of 5.10*/ml in 6-well plates 48 h before transfection, to reach
60-70% confluence at the time of transfection. 5ug/ml of pCMV-Luc or pPTEN plasmids and
corresponding amount of PEI were separately prepared and the resulting mixture was added to
the cells. 24 h after transfection cells were submitted to 100ug/ml cetuximab (Merck Lipha

Sante, Lyon, France) and analyzed for cel growth inhibition and apotosis induction.

Western blot analysis of EGFR and PTEN expression
EGFR and PTEN protein analysis was performed using western blot with monoclonal
antibodies directed against EGFR and PTEN (dilution 1/500, Dako, Trappes, France). Tubulin

was used as internal loading control (dilution 1/500, Santa Cruz).

Bio-Plex® phosphoprotein array

Phosphoproteins were analyzed using multiplex sandwich bead immunoassays (Bio-Plex®
phosphoprotein array, Bio-Rad, Hercules CA) in cells exposed to EGF (100ng/ml, for 5 min).
Phosphoprotein determination kits (Bio-Rad) were used according to the manufacturer’s
recommendations. Briefly, protein extracts were transferred into 96-well dishes then
fluorescent capturing beads coupled to antibodies directed against the RAS/RAF/MAPK and
PI3K/AKT signaling phosphoproteins (phospho-AKT, phospho-GSK3p, phospho-p70S6K,

phospho-ERK1/2) were mixed, and added into each well and incubated overnight. Following
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incubation, the plates were washed and incubated with biotinylated antibodies fixing each
target protein. Streptavidin-phycoerythrin solution was then added. The analysis consisted in a
double laser fluorescence detection allowing simultaneous identification of the target protein
through the red fluorescence emission signal of the bead and quantification of the target
protein through the fluorescence intensity of phycoerythrin. Results were recorded as mean
fluorescence intensities and compared to negative controls. Positive control consisting in
standard protein extract from cell lines were added to each series. This technique was

previously cross-validated with western blot analysis [13].

Cell growth inhibition assay

Cell growth inhibition assays were performed using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT). Briefly, the cells were seeded in 24-well dishes and allowed to
grow for 24 h before being transfected then exposed to cetuximab for 24 hours. Following
incubation 250ul of MTT was added into each well. The reaction was allowed to proceed for
3 h at 37°C, then the formazan crystals were dissolved by adding 250ul of sodium

dodecylsulfate and the absorbance was measured at 540 nm (Multiskan Ascent LabSystem).

Apoptosis induction

Apoptosis induction was first determined by the analysis of DNA fragmentation (subG1 peak)
by flow cytometry (FACS calibur, Becton Dickinson) using propidium iodide labeling.
Briefly, cetuximab treated cells were trypsinized, washed with PBS, fixed in 70% ethanol for
30 min at 4°C, and suspended in PBS containing propidium iodide (1mg/ml) and RNase A
(20 mg/ml). Fixed cells were subjected to flow cytometry and subG1 cell population,

identified as hypoDNA-diploid cell population was calculated.
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Active caspase-3 expression was measured as molecular marker for apoptosis induction using
flow cytometry in cells fixed in Cytofix/Cytoperm™ (Becton Dickinson, Le Pont de Claix,
France), then were incubated with phycoerythrin-conjugated anti-active caspase-3 antibodies
(PharMingen-Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) for 30 min. Cells were washed
and 500 pl of 1 x Perm/Wash™ was added before analysis by flow cytometry. Active-caspase
3 expressing cell population identified as phycoerythrin-labeled cell population was

quantified.

Statistical analysis
Differences between mean values were evaluated using either one-way ANOVA with
Dunnett § test or Kruskal Wallis with Mann Whitney test according to data distribution.

P <0.05 was considered as statistically significant.
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RESULTS
K-RAS genotyping
As revealed by PCR-RFLP (fig 1), no mutation in either codon 12 or codon 13 was detected

in PC3 cells DNA extracts.

EGFR, PTEN expression

In untransfected PC3 cells, EGFR overexpression was observed in PC3 cells (fig 2A). No
PTEN expression was observed (fig 2B). Following gene transfer, pten gene was found to be

restored (fig 2B).

RAS/RAF/MAPK and PI3K/AKT signaling

Constitutive overexpression of phosphorylated-AKT (p-AKT) and consequent overexpression
of AKT downstream signaling phosphoproteins, phosphorylated-GSK3p (p-GSK3p and
phosphorylated-P70S6K (p-P70S6K) was observed in untransfected control cells as awaited
in relation with pten-null phenotype (fig 3). Constitutive overexpression of phosphorylated-
ERK1/2 (p-ERK1/2) was also observed. Exposure of control cells (untransfected control cells
and cells transfected with pCMV-Luc irrelevant plasmid) to cetuximab did not induce any
significant (P>.05) variation of p-AKT and p-GSK3p expression. Cetuximab induced
significant decrease in p-P70S6K and p-ERK1/2 expression, respectively down to 67%
(P<.05) and to 46% (P<.01) of the initial values achieved in untreated controls.

Pten gene transfer was found to significantly restore inhibition of AKT signaling. p-AKT
expression was significantly (P<.01) reduced down to 37% of the value achieved in

untranstected controls. Decreased p-GSK3p and p-P70S6K expression was also observed
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down to 62% and 55% of the value measured in untransfected controls. Additionally, p-
ERK1/2 expression was significantly (P<.01) reduced down to 73% of the value measured in
untransfected controls. The expression of all phosphoproteins was found to be further
significantly (P<.05) reduced, down to 5-20% of the values observed in untransfected

controls, when the pten-transfected cells were exposed to cetuximab.

Growth inhibition and apoptosis induction by cetuximab

Pten-transfected PC3 cells were exposed to cetuximab (100ug/ml for 24 h) and assayed for
cell growth inhibition and apoptosis induction. Negative controls consisted in untransfected
cells. No significant difference was found between untransfected cells and cells transfected
with irrelevant plasmid (pCMV-Luc) (data not shown).

No significant growth inhibition and apoptosis induction was observed in untransfected
control cells exposed to cetuximab (fig 4).

Pten—transfected cells were found to be significantly (P<.01) sensitized to cetuximab with
significant increase in cell growth inhibition, DNA fragmentation (sub G1) and caspase-3

expressing cell fraction.

108



DISCUSSION

The present study was performed in PC3 human prostate cancer cell line which is referenced
as pten null also because of a deletion of the 3’end of pten gene and promoting the absence of
the full length pten m-RNA [14]. No mutation of PI3K has been described in these cells
illustrating that PI3K/AKT signaling pathway functionality should be extremely dependent on
PTEN expression. Consistently, pten mutated status was found to be associated with
constitutive activation of AKT in PC3 cells and the constitutive high level of expression of
phosphorylated AKT was associated with a reduced sensitivity of PC3 cells to cetuximab. The
data achieved in the present study are fully consistent with results showing that PC3 are
resistant to apoptosis induction [15].

As awaited, reinstating PTEN in PC3 cells promoted a decrease in phosphorylation of AKT
and its downstream signaling, and consequently induced the inhibition of cell growth and the
induction of apoptosis, confirming the key role of PTEN in the control of the cell survival
pathway. These results are consistent with the now well-established model in which PTEN
was shown to be essential for controlling cell growth in prostate human cancer cell lines [16]
by regulating PISK/AKT signaling pathways by decreasing the pool of phosphorylated
proteins. Many studies demonstrated that p-AKT overexpression is associated with resistance
to EGFR inhibitors. Further, it has been showed [17] that resistance to cetuximab was
associated with p-AKT overexpression and repression of AKT expression by siRNA restored
the cell sensitivity to cetuximab. Accordingly, we showed here that PTEN reintroduction
restored the cell response to cetuximab by restoring inhibition of p-AKT and to a lesser
extend by promoting p-ERKZ1/2 inhibition. Therefore, these data further confirmed that AKT
signaling pathways functionality are controlled by PTEN and contribute to cetuximab activity.
These results strongly suggest that, in K-RAS wild type cells, pten-mutated status, could be

predictive of cellular resistance to cetuximab and warrant clinical evaluation to evaluate
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whether patients with pten mutated prostate tumors, are unlikely to respond to this treatment
as already shown with ras-mutation in colorectal cancer treated by cetuximab [3] or in breast
cancer treated by trastuzumab [18]. In such situation, common diagnostic criteria could be the
determination of signaling phosphoprotein expression in tumors [19]. Preliminary results
achieved in breast [20], head and neck [21] and colon carcinoma [5] using Bio-Plex®
phosphoprotein array demonstrated that large variation in phosphoprotein expression can be
found in clinical specimens at diagnosis. Such variations were further demonstrated contribute
to variation in progression-free survival of patients with metastatic colorectal cancer treated
by cetuximab [5]. In the case of signaling alteration, addition of targeted therapy directed
against PI3K downstream signaling kinases could be proposed to obtain greater antitumor

signaling inhibition. Also, gene therapy could be envisaged in tumors with genes alteration, as

already proposed in preclinical in vivo models [22-23].
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: K-Ras mutation analysis using PCR-RFLP. DNA extract from PC3 cells were
submitted to double PCR amplification after BstXl and Xcml enzymatic digestion allowing
discrimination of codon 12 and codon 13 mutations. Codon 12 and codon 13-mutated cell
lines were used as positive controls.

Figure 2: EGFR (A) and PTEN (B) protein expression analysis using western bloting. -
tubulin was used as loading control.

Figure 3: Analysis AKT and MAPK signaling pathways functionality using Bio-Plex®
phosphoprotein array. Effect of pten restoration and exposure to cetuximab on AKT and
MAPK signaling pathways. In each gene transfer condition, p-AKT, p-GSK3p, p-P70S6K, p-
ERK1/2 expression was analyzed using Bio-Plex® phosphoprotein array in total protein
extracts from cell lysates. Results are expressed as mean values of three independent
experiments, relative to untransfected controls

Figure 4: Analysis of cell growth inhibition and apoptosis induction in pten-transfected PC3
cells exposed to cetuximab for 24 hours. Cell growth inhibition was assessed using MTT
assay. Apoptosis was analyzed by quantifying sub G1 cell population determination after
propidium iodide staining of cells and by detection of active caspase 3 expression using flow
cytometry. Results are expressed as mean values of three independent experiments, relative to

untransfected controls.
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VI1.4. Influence de la fonctionnalité de PTEN et de P53 sur la réponse cellulaire au

cetuximab

Bouali S, Chrétien AS, Ramacci C, Rouyer M, Marchal S, Galenne T, Juin P, Becuwe P,
Merlin JL
Soumis a Cancer Gene Therapy

Résumé

Le cétuximab (Erbitux®) est un anticorps monoclonal humanisé qui se lie spécifiquement au
domaine extracellulaire du récepteur a I'EGFR et bloque les voies de signalisation
cellulaire(PISBK/AKT et MAPK) normalement activées en aval du récepteur. Des études
récentes ont montré que p53 et pten régulent ces voies de signalisation. L’objectif de cette
étude etait d’évaluer I’influence de la fonctionnalité des protéines PTEN et P53 sur la réponse
cellulaire au cetuximab (survie cellulaire, induction d’apoptose). Cette étude a éte réalisée in
vitro sur la lignée cellulaire PC3 issue d’un cancer de prostate humain, surexprimant I’lEGFR,
portant des mutations de p53 et de pten. Le transfert des genes pten et/ou p53 a permis de
rétablir la fonctionnalité des voies de signalisation PI3BK/AKT/MAPK et de restaurer la
réponse cellulaire au cetuximab. Cet effet passe par une inhibition significative (P<0,05) de
I’expression basale de p-Akt (40% a 63%), de p-GSK3p (38% a 72%), de p-P70S6K (33% a
45%) et de p-ERK1/2 (27% a 53%), une diminution significative de la croissance cellulaire
(20-40%) et une augmentation significative de la population apoptotique (11-25%). Ces
résultats confirment que I’effet du cétuximab est en grande partie dépendant de la
fonctionnalité de PTEN mais également de celle de P53. Ceci est en accord avec des données
récentes, montrant que I’activation de P53 inhibe la voie de signalisation PI3K/AKT dans les

cellules PTEN -/-, et ce par I’inactivation de PIK3CA (géne codant pour la sous unité
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catalytique de la PI3K). En conclusion les mutations de p53 et pten peuvent étre des
marqueurs prédictifs de la réponse cellulaire au cetuximab. Les résultats de ce travail
montrent I’intérét de I’analyse de la fonctionnalité des voies de signalisation en aval de
’EGFR. A terme cette analyse pourrait étre proposée afin de préciser les critéres de

prescription des thérapies ciblées.
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ABSTRACT

Cetuximab (Erbitux®) is an anti-EGFR monoclonal antibody whose activity is related to the
inhibition of EGFR downstream signaling pathways. P53 and PTEN have been reported to
control the functionality of PI3K/AKT signaling. In this study we evaluated whether re-
introducing P53 using non viral gene transfer enhances PTEN mediated inhibition of
PI3K/AKT signaling by cetuximab in PC3 prostate adenocarcinoma cell line bearing p53 and
pten mutations. Signaling phosphoproteins expression was analyzed using Bio-Plex®
phosphoprotein array and western blot. Apoptosis induction was evaluated from BAX
expression, caspase-3 activation and DNA fragmentation analyses. The results presented
show that p53 gene transfer potentiates pten mediated cell growth inhibition and apoptosis
induction by restoral of signaling functionality which enabled the control of PI3K/AKT and
MAPK signaling pathways by cetuximab in PC3 cells. These results highlight the interest of
the analysis of signaling phosphoproteins expression as molecular predictive markers for
response to cetuximab and show that p53 and pten mutations could be key determinants of

cell response to cetuximab through the functional impact of these mutations on cell signaling.
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INTRODUCTION

The high frequency of overexpression of EGFR in various cancers 1 and its major key role in
tumorigenesis have suggested that inhibition of EGFR stimulation and inhibition of
downstream signaling pathways could represent new therapeutic approaches in cancer
treatment and have opened the way of targeted therapies. Different concepts have been
proposed for inhibition of EGFR activation including monoclonal antibodies and tyrosine
kinase inhibitors. Cetuximab is a chimeric monoclonal antibody developed for therapeutic
purposes, that binds to EGFR with high affinity and abrogates ligand-induced EGFR
phosphorylation 2. In preclinical models, EGFR inhibition by monoclonal antibody or by the
use of tyrosine kinase inhibitors has been associated with decreased cell proliferation,
increased apoptosis, and decreased angiogenesis 3-5. However, a large number of patients
whose tumors overexpress EGFR do not respond to targeted therapy 6, 7. In prostate cancer,
frequent gene mutations concern the p53 and phosphatase and tensin homolog deleted on
chromosome ten (pten) tumor suppressor genes. P53 is a transcription factor that regulates the
cell cycle arrest, DNA repair and apoptosis. In fact, p53 is probably the most frequently
mutated gene in human cancer. Loss of p53 contributes to tumor progression, therapeutic
resistance, and is often associated with a poor prognosis. The rate of mutations in prostate
cancer in the p53 tumor suppressor gene varied among tumors of different aggressiveness,
ranging from 5% for patients with clinically localized disease to 62% in metastatic disease 8.
P53 may also affect the signaling pathways that are involved in cell growth and
transformation. P53 re-introduction has been shown to significantly produce greater apoptosis
and tumor growth suppression any other drug alone 8. Recent data showed that sensitivity to
gefitinib is affected by P53 mutation and that P53 inhibition induces a significant decrease in
apoptosis induction by gefitinib 9. Previous study already demonstrated that cetuximab

inhibited the growth of wild type p53 but not of mutated p53 cancer cells and hypothesized
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that resistance to cetuximab could related to p53 mutation 10. Additionally, recent study
showed that induction of P53 resulted in decreased in phosphorylated AKT activity in cell
line, that did not express PTEN protein, thus highlighting that p53 was involved in regulation
of survival PI3BK/AKT pathway in epithelial tumors, and independently of PTEN expression
11. It was reported that activation of p53-dependent downstream targets BAX with
concomitant increased of MAPKinase (MAPK) pathways leading to apoptosis.12 Altogether,
these data indicated that the relationship between P53, PI3K/AKT and MAPK signaling
pathways offers novel valuable insights into the resistance to targeted therapy.

Pten was identified in 1997 as tumor suppressor 13 and alteration of pten gene has been
shown to promote prostate cancer progression 14. PTEN antagonizes the action of PI3K and
negatively controls the downstream pathway by inhibiting the phosphorylation of AKT 15.
Consequently, the loss of PTEN expression leads to an elevated activation of AKT 16, 17. A
recent study investigating protein expression demonstrated that PTEN play a fundamental role
in predicting the response to cetuximab against EGFR in metastatic colorectal cancer.18 A
previous study 19 showed that loss of PTEN expression was associated with resistance to
gefitinib, and that re-introduction of PTEN restored cell sensitivity of gefitinib, thus
suggesting that signaling pathway may play a central role in the development of resistance to
EGFR inhibitors. In the present study we used PC3 human prostate carcinoma cell line
harboring P53 and PTEN mutations. Our investigation was designed to evaluate whether p53
transfer could enhance PTEN mediated growth inhibition and apoptosis induction to
investigate the implication of PISK/AKT and MAPK signaling proteins in response to

cetuximab.
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MATERIALS AND METHODS

Cell lines

PC3 cell line was obtained from the American Type Culture Collection. The cells were
cultured at 37°C/5% CO2 in RPMI 1640, supplemented with 10% heat inactivated fetal calf
serum (FCS) (Dutscher, Brumath, France) and 1% glutamine. Culture media and additives

were from Life Technologies (Eragny, France).

Gene transfer

Linear polyethylenimine (PEI) was kindly provided by Polyplus-Transfection (lllkirch,
France). pPCMV-Luc (Dr P Erbacher, Polyplus-Transfection), pPNCNeo (Dr JM Heard, Institut
Pasteur, Paris, France) and pPTEN (Dr K Yamada, NIH, Bethesda, MD) plasmids, encoding
luciferase, p53 and pten genes respectively, were purified from Escherichia coli using
Marligen Maxiprep columns (Life Technologies, Eragny, France).

Gene transfer was performed as already published 20 with slight modifications. Briefly, the
cells were seeded at the density of 5.104/ml in 6-well plates 48 h before transfection, to reach
60-70% confluence at the time of transfection. 5pg/ml of pCMV-Luc or pNCNeo or pPTEN
plasmids and corresponding amount of PEI were separately prepared and the resulting
mixture was added to the cells. 24 h after transfection cells were submitted to 100ug/ml
cetuximab (Merck Lipha Sante, Lyon, France) and analyzed for cytotoxicity and apoptotic

induction. Pten and p53 co-transfer was achieved using 2.5ug/ml of each plasmid.

MRNA expression analysis

Pten-mRNA and p53-mRNA expression was analyzed using semi-quantitative RT-PCR with

b2-microglobulin (h2M1) as reference housekeeping gene as already reported.20, 21
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Western Blot

Cells were exposed to EGF (100ng/ml) for 5 min (Roche Diagnostics, Penzberg, Germany).
Western blots were carried out with total protein extracted from cells as already described
using monoclonal antibody directed against PTEN, pPTEN, P53, AKT, pAKT, GSK, pGSK,
P70S6K, pP70S6K, ERK1/2, pERK1/2, BAX and tubulin 22 [Supplemental files, Table I].
Antibodies were used between 1/500 to 1/3000 dilution range and were provided by Cell
Signaling, except PTEN, tubulin (Santa Cruz) and BAX (Dako). Quantification of relative
band densities was performed using standard densitometry scanning techniques (Rasband,

W.S, Image J, US National Institute of Health, Bethesda, Maryland).

Immunocytochemistry

PC3 cells were immunocytochemically analyzed for total EGFR, PTEN and P53. After a 5-
min cytospin at 1000 rpm (Shandon Cytospin®4 Thermo Electron Corporation, Courtaboeuf,
France), the slides (Thin prep®) were fixed 10 min in 96% ethanol. Immunocytochemistry
was then performed after digestion in pH 6 10 mmol/I citrate buffer, before exposure to the
primary antibody. Briefly, the slides were treated by hydrogen peroxide, then incubated
overnight at 4°C with monoclonal antibodies against either PTEN (1:100 dilution), P53
(2:100 dilution) or EGFR (1:100 dilution) (Dako, Trappes, France). Cells were then stained
with biotinylated immunoglobulin secondary antibody according to the manufacturer’s
recommendations, revealed using LSAB kit (DAKO, Trappes, France). The slides were
counterstained with hematoxylin. Negative control slides, without primary antibody, were

examined for each staining.
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Bio-Plex® phosphoprotein array

Phosphoproteins were analyzed using Bio-Plex® phosphoprotein array (Bio-Rad, Hercules
CA) based on multiplex sandwich bead immunoassays. Cells were exposed to EGF
(100ng/ml) for 5 min. Phosphoprotein determination kits (Bio-Rad) were used according to
the manufacturer’s recommendations. Briefly, protein extracts were transferred into 96-well
dishes and diluted with 25ul buffered solution. Fluorescent capturing beads coupled to
antibodies directed against the phosphoproteins (phospho-AKT, phospho-GSK3p, phospho-
p70S6K, phospho-ERK1/2) were mixed, and added into each well and incubated overnight.
Following incubation, the plates were washed and incubated with biotinylated antibodies
fixing each target protein. Streptavidin-phycoerythrin solution was then added. The analysis
consisted in a double laser fluorescence detection allowing simultaneous identification of the
target protein through the red fluorescence emission signal of the bead and quantification of
the target protein through the fluorescence intensity of phycoerythrin. Results were recorded
as mean fluorescence intensities and compared to negative controls. Positive control

consisting in standard protein extract from cell lines were added to each series.

Cytotoxicity assay

Cytotoxicity assays were performed using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT). Briefly, the cells were seeded in 24-well dishes and allowed to
grow for 24 h before being transfected with pten/PEI or p53/PEI complexes. Cells were then
treated with cetuximab for 24 hours. All incubations were terminated by adding 250ul of
MTT in each well. The reaction was allowed to proceed for 3 h at 37°C. The formazan
crystals were dissolved by adding 250ul of sodium dodecylsulfate, and the absorbance was

measured at 540 nm (Multiskan Ascent LabSystem).
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Apoptosis induction

DNA fragmentation apoptosis induction was analyzed by flow cytometry (FACS calibur,
Becton Dickinson) using propidium iodide labeling. Evidence of apoptotic cells was
determined by the induction of DNA fragmentation (subG1 peak). Briefly, cetuximab treated
cells were trypsinized, washed with PBS, fixed in 70% ethanol for 30 min at 4°C, and
suspended in PBS containing propidium iodide (Img/ml) and RNase A (20 mg/ml). Fixed

cells were subjected to flow cytometry.

Active-Caspase-3 expression

Cells were washed with cold PBS and fixed in Cytofix/Cytoperm™ (Becton Dickinson, Le
Pont de Claix, France). Then, cells were incubated with phycoerythrin-conjugated anti-active
caspase-3 antibodies (PharMingen—Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) for 30 min.
Cells were washed and 500 pl of 1 x Perm/Wash™ was added before analysis by flow

cytometry.

Statistical analysis
Differences between mean values were evaluated using either one-way ANOVA with
Dunnett § test or Kruskal Wallis with Mann Whitney test according to data distribution.

P <0.05 was regarded as statistically significant.
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RESULTS

EGFR, PTEN and P53 expression
The immunocytochemistry analysis of PC3 cells (fig 1) showed that PC3 cells overexpress
EGFR with intense staining of more than 90% of the cell population and did not express P53

and PTEN proteins.

Gene transfer efficiency

Neither expression of p53- and pten -mRNA (fig 2A), nor P53 and PTEN proteins (fig 2B-D)
was detected in PC3 cells. In transfected cells, the expression of pten- and p53-mRNA was
restored (fig 2A) and associated with PTEN and P53 protein expression as evidenced by
western blots (fig 2B) and immunocytochemistry (fig 2C-D). Co-transfer of p53 and pten
using 50/50 plasmid mixture induced intermediate expression of both p53- and pten -mRNA

(fig 2A) and P53 and PTEN proteins (fig 2B, 2C and 2D).

Signaling

Untransfected control PC3 cells were found to constitutively overexpress phosphorylated-
AKT (pAKT) in relation with pten-null phenotype (fig 3A). Consequently, overexpression of
downstream signaling phosphoproteins (pGSK3p and pP70S6K) was evidenced (fig 3A).
Overexpression of phosphorylated-ERK1/2 (pERK1/2) was also observed (fig 3A). In
negative control experiment, consisting in transfecting PC3 cells with irrelevant plasmid
(PCMV-Luc), no difference in expression of phosphoproteins was found between PC3
transfected cells exposed or not to cetuximab and untransfected control cells exposed or not to

cetuximab (data not shown).
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As a whole, as well as protein by protein, all data obtained from Bio-Plex® phosphoprotein
array analysis were found to correlate with data calculated from numerized western blot
(r=0.942, P<.001). Therefore, all following considerations were calculated from Bio-Plex®
phosphoprotein array analyses.

Exposure of the cells to cetuximab did not induce any significant (P>.05) decrease of pAKT
and pGSK3p expression while pP70S6K expression was significantly (P<.05) reduced by

33%. pERK1/2 expression was also significantly (P<.01) reduced by 54% (fig 3A).

In p53-transfected cells, inhibition of AKT signaling was observed with significant (P<.05)
reduction of pAKT expression by 40%, pGSK3p by 72% and pP70S6K by 35% (fig 3B). In
addition, significant (P<.01) decrease in pERK1/2 by 53% was observed (fig 3B). Exposure
of p53-transfected cells to cetuximab further decreased the expression of all phosphoproteins.
In pten-transfected cells, inhibition of AKT signaling was found to be restored with
significant (P<.01) reduction of pAKT expression by 63%, pGSK3p by 38% and pP70S6K by
45% (fig 3). In addition, significant (P<.01) decrease in pERK1/2 by 27% was observed (fig
3C). Exposure of pten-transfected cells to cetuximab further significantly (P<.05) decreased
the expression of all phosphoproteins.

In pten/p53-cotransfected cells (fig 3C), similar results i.e. AKT and ERK1/2
signalinginhibition, were achieved consistently with the data obtained in pten or p53
transfected cells (ré-ecrire). Considering all experimental data achieved in PC3 cells using
Bio-Plex® phosphoprotein array, statistically significant correlations were found between
pAKT expression and pGSK3p and pP70S6K expression (r=0.816, P<.05 and r=0.859, P<.01,
respectively) (fig 4). No correlation was found between pAKT and pERKZ1/2 expression

(P>.05) (data not shown).
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Growth inhibition and apoptosis induction

Negative controls, consisting in untransfected cells and cell transfected with irrelevant
plasmid (pCMV-Luc), then p53-, pten-, and p53/ pten- transfected PC3 cells were exposed to
cetuximab (100pg/ml for 24 h) and assayed for cytotoxicity using MTT assays. Apoptosis
induction was determined using flow cytometry determination of subG1 cells, active caspase-
3 expression and BAX expression using western blot.

In negative controls (fig 5), no significant cytotoxicity of cetuximab was observed. This lack
of cytotoxicity was associated with no significant apoptosis induction.

In p53-transfected cells (fig 5) was found to be associated with significant (P<.01) moderate
cell cytotoxicity (20% (fig 5A)) with spontaneous apoptosis induction (16% sub G1)
consistent with increased caspase-3 expressing cell fraction (12% (fig 5C)) and BAX
expression (fig 5D). P53 gene transfer was found to significantly (P<.01) sensitize PC3 cells
to cetuximab with 37% increase in cell cytotoxicity, increase in sub G1 cell fraction (up to
21%). No subsequent increase in caspase-3 expressing cell fraction (10%) and BAX
expression was evidenced. Pten gene transfer (fig 5), PTEN protein expression led to a
significant (P<.01) decrease (35%) in cell growth (fig 5A) and in consequence a significant
(P<.05) increase in cell apoptosis (11% sub G1 (fig 5B), 6% caspase-3 expressing cell
fraction (fig 5C) consistent with increased BAX expression (fig 5D). Pten gene transfer was
found to significantly (P<.01) sensitize PC3 cells to cetuximab as a 30% increase in
cytotoxicity, with increased apoptosis induction (22.5 % sub G1) which was not found to be
associated with subsequent significant increase in caspase-3 expressing cell fraction (8%) and
increase in BAX expression.

P53/pten co-transfer (fig 5) yielded significant (P<.05) further increase in cytotoxicity (35%
(fig 5A) as compared to results achieved with either pten or p53 gene transfer alone.

Apoptosis induction was significantly (P<.01) increased as compared to pten gene transfer
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alone (18% sub G1 (fig 5B), 15% caspase-3 expressing cell fraction (fig 5C) and increased
BAX expression (fig 5D). No significant variation in apoptosis induction was evidenced
between p53- and pten/p53 transfected cells. P53/ pten gene transfer was found to potentiate
cetuximab activity with significant (P<.01) increase in cytotoxicity (40%) as compared to
results achieved in either pten or p53 transfected cells. Whatever the technique, apoptosis
induction results were found to be fully consistent (25% sub G1, 20% caspase-3 expressing
cell fraction and increased BAX expression).

These data confirm that loss of P53 or/and PTEN in PC3 cell accounts for their resistance to
cetuximab and that restoration of P53 or/and PTEN function can re-established sensitivity to

cetuximab.

Signaling phosphoproteins expression and cellular sensitivity to cetuximab
As illustrated by cytotoxicity assays (fig 6 A), as well as SubG1 apoptosis induction assays
(fig 6 B) cell response to cetuximab was found to significantly correlate with pAKT,

pGSK3p, pP70S6K and pERK1/2 expression.

Comparison between western blot and Bio-Plex® phosphoprotein array methods

We observed an agreement between results in the Bio-Plex® phosphoprotein array and the
western blot using Bland and Altman plot analysis as shown in (Fig. 7). The Passing—Bablok
regression analysis showed a statisticaly significant correlation between the two methods (Fig.

7).
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DISCUSSION

The present study was performed in PC3 human prostate cancer cell line which is referenced
as p53 null because of a single base deletion in codon 138 that prevents its expression 23 and
leads to resistance to apoptosis and many chemotherapeutic agents.

Additionally, PC3 cells are pten null because of a deletion of the 3’end of pten gene and
promoting the absence of the full length pten m-RNA 24. Consistently, pten mutated status is
associated with constitutive activation of AKT in PC3 cells and the constitutive high level of
expression of phosphorylated AKT causes a reduced sensitivity of PC3 cells to cetuximab. No
mutation of PI3K has been reported in PC3 cells. The data achieved in the present study are
fully consistent with these findings since PC3 cells were found to be resistant to apoptosis
induced by cetuximab 25.

Our hypothesis was that re-introducing P53 in PC3 cells would enhance PTEN-mediated
cetuximab-induced cell growth inhibition, by restoring EGFR downstream signaling pathways
functionality and apoptosis induction. Introduction of p53 expression resulted in a significant
increase in growth inhibition and apoptosis induction, thus confirming the well-established
essential role of P53 as mediator of cell growth and apoptosis control already reported in the
literature with p53 gene transfer in head and neck, and pancreatic cancer cell lines 26, 27.
These results are in agreement with a previous study 11 which demonstrated that, in PTEN
deficient cells, p53 regulates cell survival by transcriptional down-regulation of PIK3CA
(encoding p110 catalytic subunit of PI3K) independently of PTEN. Conversely, in pten intact
cells, induction of p53 downregulates PIK3CA and increases PTEN protein expression 11
through a p53 response element located into PIK3CA promoter. These data were recently
further confirmed since p53 was showed 28 to bind directly PIK3CA promoter and inhibit its

activity with consequent alteration of many cellular functions.
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When p53 gene transfer was combined with cetuximab, significant additive effects on growth
inhibition, increased apoptosis induction, and restoration of inhibition of pAKT and pERK1/2
expression were observed. These results are consistent with previous data,10 hypothesizing
that p53-mutated status may be implicated in cell resistance to cetuximab.

As awaited, reinstating PTEN in PC3 cells inhibited AKT activity and its downstream
signaling pathways, and in consequence, an inhibition of cell growth and induction of
apoptosis, confirming the key role of PTEN in the control of the cell survival pathway. These
results are consistent with the now well-established model in which PTEN was shown to be
essential for controlling cell growth in prostate human cancer cell lines 29 by regulating
PI3K/AKT signaling pathways by decreasing the pool of phosphorylated proteins.

Many studies demonstrated that pAKT overexpression is associated with resistance to EGFR
inhibitors 19. Further, Li et al 25 showed that resistance to cetuximab was associated with
pAKT overexpression and inhibition of pAKT by siRNA AKT restored cetuximab sensitivity.
Accordingly, we showed here that PTEN reintroduction restores the cytotoxicity of cetuximab
by restoring inhibition of pAKT and pERKZ1/2. Therefore, these data further confirmed that
PI3K/AKT and MAPK signaling pathways functionality contribute to cetuximab activity.

The present experiments demonstrated that, additionally to PTEN, the activity of cetuximab
also greatly depends on P53 functionality. This is consistent with data already reporting that
P53 expression is decreased in PTEN -/- cells 30 through the increase of MDM2 activation
caused by overexpression of pAKT. Additionally to its influence on PI3K activity and
consequent inhibition of AKT signaling, P53 could further influence the cell response to
cetuximab through its potential consequence onto PDKL1. Furthermore, PDK1-mediated
activation of NF-xB signaling pathways was showed to occur through direct IKK
phosphorylation independently to AKT signaling pathways 31. In such context, the

relationship between p53 and PI3K and between PTEN and PI3K demonstrated here that
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inhibition of PI3K could avoid the “cross-talk” between PI3K downstream signaling pathways
such as AKT and IKK/ NF-«xB signaling pathways. These data further suggest that PI3K
could be a promising and attractive target for cancer therapy in patients harboring PTEN
and/or P53 mutations with up-regulation AKT signaling pathways.

In summary, these results strongly suggest that p53 and pten mutated status could be
predictive of resistance to cetuximab and warrant clinical evaluation to evaluate whether
patients with p53 mutated tumors are unlikely to respond to this treatment as already shown
with ptenl8 and ras-mutation 32 in colorectal cancer treated by cetuximab. Functional
diagnostic criteria could be the determination of signaling phosphoprotein expression in tumor
33 Preliminary results achieved in breast 34 and head and neck 35 using Bio-Plex®
phosphoprotein array demonstrated that large variation in phosphoprotein expression can be
found in clinical specimens at diagnosis and may contribute to variation in response to
targeted therapy. In the case of signaling alteration, combination of therapeutics targeting
different signaling proteins can be proposed to circumvent this potential mechanism of
resistance and obtain greater antitumor activity. Also, gene therapy could be envisaged in

tumors with genes alteration, as already proposed for p53 using viral vector 36.
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Figure legends:

Figure 1. EGFR, PTEN and P53 expression analysis using immunocytochemistry in PC3
prostate cancer cells.

Figure 2: Analysis of gene transfer efficiency by RT-PCR, western blotting and
immunocytochemistry. A, semi-quantitative RT-PCR p53 or/and pten mRNA expression
analysis. Beta-2 microglobulin (b2M1) was used as housekeeping gene. B, western blotting
P53, PTEN, pPTEN, protein expression analysis, b-tubulin was used as loading control. C,
P53 protein expression analysis using immunocytochemistry. D, PTEN protein expression
analysis using immunocytochemistry.

Figure 3: Analysis AKT and MAPK signaling pathways functionality using Bio-Plex®
phosphoprotein array and western blotting analysis. Effect of p53 (A), pten (B), pten/p53 (C)
restoration and exposure to cetuximab on AKT and MAPK signaling pathways. In each gene
transfer condition, p-AKT, p-GSK3b, p-P70S6K, p-ERK1/2 expression was analyzed using
Bio-Plex® phosphoprotein array (upper panels) and by western blotting (lower panels) on
total cell lysates. Western blotting membrane was probed with specific antibodies raised
against each protein and the corresponding phosphoprotein. Tubulin was probed with the
specific antibodies as loading control.

Figure 4: Correlation analyses of the relative expression levels of AKT signaling pathways
phosphoproteins. A, correlation between pAKT and pGSKa3b. B, correlation between pAKT
and pP70S6K.

Figure 5: Analysis of cytoxicity and apoptosis induction in p53 and/or PTEN transfected PC3
cells. Pten transfected, p53 transfected or pten/p53 cotransfected PC3 cells were exposed to
cetuximab for 24 hours. Cell proliferation was measured using MTT assay (A). Apoptosis was

analyzed by flow cytometry after propidium iodide staining of cells (B) or by detection of
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active caspase 3 expression (C), and by western blotting by determination of BAX expression
(D). Results are expressed as mean values of three independent experiments.

Figure 6: Correlation between phosphoproteins expression and cytotoxicity (A), apoptosis
(B) induction in PC3 cells. Phosphoproteins expression was quantified using Bio-Plex®
phosphoprotein array.

Figure 7: Quantitative correlation analysis between western blot and Bio-Plex®
phosphoprotein array. Comparaison were performed using Bland-Altman graphic method (left
pannel) and Passing-Bablok regression method (right pannel) for the analysis of pAKT (A) ,
pGSK3b (B), pP70S6K (C) and pERK1/2 (D). For Bland and Altman analysis the Y-axis in
each panel represents the difference between western blot and Bio-Plex® phosphoprotein
array values, and the X-axis represents the average of the western blot and Bio-Plex®
phosphoprotein array values. Solid lines are 1.96*Standard deviation value. Dotted lines are

mean values.
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XI11. Discussion et conclusions

Les cancers sont des maladies génétiques acquises due a des causes différentes et connaissant
des évolutions différentes. Cependant, les cellules cancéreuses ont un point commun: elles
échappent toutes a I’apoptose et au contrble de la croissance et de la division cellulaire a
causes des mutations inactivatrices des genes suppresseurs de tumeurs (exemple de p53 et
pten) et des mutations activatrices des oncogénes (exemple de ras). Selon le type des tumeurs,
les traitements anticancéreux classiques reposent sur la chirurgie, la radiothérapie et la
chimiothérapie. Ces derniéres décennies, plusieurs concepts ont été développés dans le but de
mettre au point des traitements plus spécifiques limités uniqguement, dans toute la mesure du
possible, aux tissus cancéreux et reposant sur des criteres de diagnostic moléculaire
permettant dBviter les traitements inutiles et les effets secondaire des thérapies
anticancéreuses classiques. Parmi ces concepts ont peut citer le transfert de genes
suppresseurs de tumeurs par thérapie génique. Le transfert de genes suppresseurs de tumeurs
reste une stratégie thérapeutique intéressante et attractive dans le traitement des cancers.
Depuis les premiers essais cliniques sur les cancers broncho-pulmonaires non a petites
cellules en 1996, plusieurs autres essais de thérapie génique ont été mis en place dans le but
de restaurer la fonctionnalité de la protéine P53 associée ou non au traitement par
chimiothérapie. Pten ou encore le gene suppresseur de tumeur Rb ont fait I’objet de protocoles

expérimentaux.

Transfert de géne p53

P53 est un gene suppresseur de tumeurs fréquemment altéré dans les cancers incluant les
carcinomes épidermoides de la téte et du cou (Brennan and Sidransky 1996; Dolivet, Colosetti

et al. 1999). Il permet aux cellules ayant subi un stress biologique dMduire des réponses
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antiprolifératives telles que | arrét de la croissance cellulaire ou I’apoptose et ce par activation
de la transcription de genes cibles (Wu, Burns et al. 1997; Burns, Bernhard et al. 2001). P53
est alors considéréee comme "Gardien du genome". L factivation du géne p53 dans des souris
par knock-out, entraine |3apparition din nombre anormalement élevé de tumeurs (Bodmer,
Cottrell et al. 1989). La présence de mutations de p53 dans les cancers est un facteur de
mauvais pronostic et de résistance a des thérapies anticancéreuses d’ou I’intérét d’envisager la
restauration de son activité. Il a été montré que la restauration de I’expression de la protéine
P53 sauvage permet la restauration de | nduction de | apoptose in vitro (Merlin, Dolivet et al.
2001) et I’inhibition de la croissance tumorale in vivo (Ndoye, Dolivet et al. 2006). La
thérapie génique ciblant p53 a donné des résultats satisfaisants en clinique par utilisation de
I’adénovirus ONYX-015 dans les cancers ORL, de I’ovaire, du colon et du foie (Galanis,
Okuno et al. 2005; Vattemi and Claudio 2006; Nemunaitis, Senzer et al. 2007). La
restauration de I’expression de P53 sauvage dans les cellules P53 déficientes par
I’intermédiaire d’un adénovirus contenant le géne p53 normal a montré également des
résultats prometteurs (Vecil and Lang 2003).

Les vecteurs les plus utilisés dans la thérapie génique sont les vecteurs viraux, en particulier
ceux dérivés des adénovirus grace a leur tropisme naturel pour les voies aériennes
supérieures, leur pouvoir infectieux et leur capacité a infecter de nombreux types de cellules
quiescentes ou en division. La thérapie génique nécessite le choix d’un vecteur efficace mais
ne présentant pas de risque de mutagénese insertionnelle ni de pouvoir immunogene. Depuis
quelques années, des vecteurs non viraux comme les liposomes et les polymeres cationiques,
notamment le polyéthylenimine (PEI) et ses dérivés, sont de plus en plus en utilises mais les
vecteurs non viraux ne sont pas aussi efficace que les vecteurs viraux. L’internalisation
cellulaire des vecteurs de transfection se fait généralement par endocytose. Les vecteurs sont

alors localisés dans les endosomes ou ils peuvent étre dégradés dans les lysosomes avant
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d’atteindre le noyau. L’efficacité de transfert de gene dépend alors de leur libération des
endosomes/lysosomes pour atteindre le cytosol et le noyau. Le PEI et ses dérivés ont été
utilisés pour le transfert de gene grace a leur propriété d’éponge de protons permettant
I’éclatement des endosomes, la libération des complexes de transfection et I’échappement a
leur dégradation par des lysozymes. L’échappement du PEI et ses dérivés des endosomes
n’est pas toujours trés efficace. Dans ce contexte I’internalisation photochimique, une
nouvelle technologie a été développée dans le but d’augmenter I’efficacité de transfert des
génes par déstabilisation de la membrane des endosomes (Selbo, Hogset et al. 2002; Berg,
Prasmickaite et al. 2003).

L’optimisation des propriétés physiques et les procédures de transfection du protocole de
transfection par des complexes PEI/ADN joue un réle clé dans I’efficacité de la transfection.
Des données bibliographiques montrent que les complexes PEI glycosylé/ DNA formés dans
une solution de NaCl a 9%. forment des agrégats ce qui limite leur capacité a rentrer dans les
cellules, ces agrégats sont probablement plus toxiques. Nous avons montré dans cette étude
que les conditions expérimentales pouvaient améliorer les résultats en dispersant les
complexes PEI/ADN dans le soluté glucosé 5%. De plus, nous avons montré que le couplage
de la PCI au PEI permettrait d’augmenter I’efficacité de la transfection et obtenir un niveau
comparable a celui obtenu par des vecteurs viraux sans augmenter le ratio N/P des complexes
PEI/ADN et diminuer la toxicité due a I’exces des charges positives. Ainsi, dans notre étude,
en considérant les différents criteres, nous montrons une amélioration de I’efficacité du
transfert & environ 50% qui est comparable au niveau d’expression obtenu par transfection
avec des vecteurs viraux. Le prolongement de I’efficacité de transfection par PCI en terme de
quantité de protéine exogene exprimée et la durée de vie d’expression s’est avérée tres
intéressante puis qu’in vivo ce procede a permis de diminuer le nombre des injections répétées

pour un meilleur effet thérapeutique et un schéma d’administration beaucoup moins
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contraignant (une injection au lieu de 4 injections par semaine) (Dolivet, Merlin et al. 2002;
Ndoye, Dolivet et al. 2006).

L’apoptose ou mort cellulaire programmée est strictement régulée par la balance des
protéines pro-apoptotiques et des protéines anti-apoptotiques. Cette balance est fréquemment
dérégulée au cours de la cancérogenese et provoque la résistance aux traitements
anticancéreux. L’échappement des cellules a I’apoptose est critique a la croissance des
tumeurs et présente I’un des marqueurs des cellules cancéreuses. De nombreux agents
thérapeutiques anticancéreux exercent leur activité par activation de I’apoptose. La résistance
a I’activation de I’apoptose peut étre due a la mutation de P53. Il a été montré que la
réintroduction de p53 par transfert de géne permet de restaurer I’inhibition de la croissance,
I’apoptose et la sensibilité a la chimiothérapie et a la radiothérapie. Nous avons montré que la
réintroduction de la protéine P53 dans une lignee cellulaire de cancer de pharynx exprimant
une protéine P53 muté a permis la restauration de I’induction de la voie de I’apoptose
entrainant I’inhibition de la croissance a long terme et nous confirmons donc ce réle
déterminant de P53 dans la régulation de la voie de I’apoptose et I’inhibition de la croissance

cellulaire.

Transfert de géne pten

De nombreux travaux ont souligné I’influence de la protéine PTEN sur la croissance
cellulaire. Comme nous I’avons évoqué dans I’introduction, I’altération et I’inactivation du
gene pten sont majoritairement dues a des mutations entrainant I’expression d’une protéine
mutée ou plus fréqguemment a une répression de son expression. Il existe une corrélation entre

les tumeurs malignes, la fréquence des mutations de pten et la fréquence de la perte de
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I’hétérozygotie sur le bras court du chromosome 10. Pten est donc le premier gene
suppresseur de tumeur a activité phosphatase, la protéine PTEN est associée a I’inhibition de
la croissance cellulaire, I’apoptose et la cancérogenése par son activité de protéine et de lipide
phosphatase antagonisant la voie PISBK/AKT par déphosphorylation des de PIP3 en PIP2
entrainant une inhibition de phospho-AKT, cible majeure et directe de la PI3K (Maehama and
Dixon 1998). La perte de la fonction de PTEN dans les cancers est associée a une activation
de I’AKT et des protéines impliquées dans la voie de PISBK/AKT. PTEN joue par conséquent
le réle d’un interrupteur ““on-off switch” de la voie PI3K/AKT. La voie de PI3K a un role
important dans le controle de diverses fonctions cellulaires incluant survie, cycle cellulaire et
différentiation en réponse a des stimuli. AKT, est la protéine en aval directement activée par
PI3K (Stambolic, Suzuki et al. 1998). AKT est un point de contrdle de la régulation de la
transduction du signal et a un réle dans la stimulation de la prolifération, la survie,
I’angiogenése et I’inhibition de I’apoptose par phosphorylation de divers substrat incluant
BAD, HIF-1a et NFkB. La stimulation de la croissance et la résistance a I’apoptose liées a
I’activation constitutive de cette voie de signalisation contribue a la cancérogenese et a la
résistance de divers types de cancers aux thérapies anticancéreuses standards. L’augmentation
de I’expression de PTEN par transfert de géne est capable de reverser le phénotype malin dans
les cellules de cancer d’ovaire. Nous avons montré, qu’effectivement, le transfert de pten
permet la restauration de I’expression et la fonctionnalité de la protéine PTEN et I’inhibition
de la croissance cellulaire a long terme, cet effet étant potentialisé par la PCI suggérant que le
transfert de géne pten pourrait étre une nouvelle approche thérapeutique innovante dans le

traitement de plusieurs types de cancers.
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Influence du transfert sur la réponse cellulaire au cétuximab

Les récepteurs EGFR constituent un domaine d’intérét démontré en cancérologie, ils sont
surexprimés ou amplifiés dans 20 a 80% de cancers humains (Monnier, Milano et al. 2004).
La surexpression tumorale de I’'EGFR est un facteur d’agressivité tumorale et de mauvais
pronostic. Ces derniéres années les modalités de traitement de certains types de cancers se
sont elargies avec les nouvelles stratégies thérapeutiques visant a bloquer specifiqguement des
voies de signalisation médiées par les récepteurs tyrosine kinase. Le cétuximab se fixe sur la
partie extracellulaire de I’lEGFR au niveau du site de fixation du ligand endogéne (Prewett,
Rockwell et al. 1996). Cette fixation provoque une inhibition de la cascade de
phosphorylation activant les voies de signalisation cytoplasmiques, notamment celles
impliquant PI3BK/PTEN/AKT et RAS/RAF/MAPK. Bien que I’utilisation thérapeutique de ces
agents soit liée au niveau d’expression de la cible au sein du tissu tumoral, la réponse clinique
ou histologique obtenue avec ces nouvelles molécules, utilisées seules ou en association, n’est
pas toujours aussi élevée qu’on pourrait I’espérer (Fukuoka, Yano et al. 2003; Herbst 2004).
La connaissance des mécanismes de résistance primaire ou secondaire au ciblage
thérapeutique de I’EGFR permet d fdentifier des parameétres prédictifs d Efficacité ou d Bchec
thérapeutique. L Bnsemble des facteurs ainsi identifiés pour le ciblage de I'EGFR, se
regroupent en grandes catégories concernant des modifications de la cible elle-méme (formes
mutées du récepteur dans sa partie extracellulaire ou dans sa partie intracellulaire), des
changements d activité des éléments constitutifs ou de contrdle de la voie de signalisation des

récepteurs (mutations PTEN, mutations K-RAS, mutations P53)

La perte d’expression de PTEN a par conséquence une activation constitutive d’AKT
(Stambolic, Suzuki et al. 1998; She, Solit et al. 2003; Li, Luwor et al. 2006). Ce niveau

d’expression élevé de phospho-AKT est la cause d’une sensibilité réduite aux anti-HER tels
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que le géfitinib et le cétuximab. Les travaux menés avec le géfitinib sur un modele de cellules
de cancer du sein surexprimant EGFR et porteuses d’une délétion de pten ont montré que la
perte de la fonctionnalité de la protéine PTEN était associée a la résistance au geéfitinib via
I’hyperactivation d’AKT (She, Solit et al. 2003). Dans cette méme étude, il a été montré que
le transfert du géne pten sauvage permettait de restaurer I’expression de la protéine PTEN et
d’assurer a nouveau le contrdle négatif de la phosphorylation de PI3K/AKT. Lorsque les
cellules transfectées sont a nouveau exposées au géfitinib, les résultats montrent que la
sensibilité cellulaire est également restaurée. Cette étude met, par conséquent, clairement en
évidence, que I’expression de la protéine PTEN pourrait constituer un marqueur de la
sensibilité cellulaire aux anti-HER. Li et son équipe ont montré que la résistance au cétuximab
était associée a une surexpression de phospho-AKT, et que I’inhibition de phospho-AKT
rétablissait la sensibilité au cétuximab (Li, Luwor et al. 2006). Nous avons montré que la
réintroduction de I’expression de la protéine PTEN permet la restauration de la fonctionnalité
des voies de signalisation PI3/AKT et MAPK ainsi que la capacité d’induction d’apoptose,
confirmant ainsi le réle essentiel de la fonctionnalité de PTEN dans la médiation de
I’inhibition de la croissance et I’induction de I’apoptose dans des cellules surexprimant
I’EGFR connues pour étre résistantes au cétuximab . L’inhibition de croissance que nous
avons obtenue aprés transfert du gene pten n’est pas P53 dépendante dans ces cellules. Le
rétablissement de I’expression de PTEN a également potentialisé la sensibilité au cétuximab
par restauration de I’inhibition de I’expression des voies de signalisations PI3K/AKT et
MAPK. La fonctionnalité de la voie de signalisation PI3BK/AKT contribue effectivement a
I’action du cétuximab. Frattini et ses collegues et d’autres études plus récentes ont montré en
clinique I’implication de la perte de PTEN dans la résistance au cétuximab dans les cancers
colorectaux (Frattini, Saletti et al. 2007; Perrone, Lampis et al. 2008). D’autres études

récentes ont montré que les mutations somatiques de KRAS et I’activation de pMEK
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conditionnent la réponse au cétuximab dans les cancers colorectaux (Lievre, Bachet et al.
2008; Merlin, Perkins et al. 2008). Dans les cancers de sein, les mutations activatrices du géne
PIK3CA (code pour la sous unité catalytique de la PI3K) ou la perte de I’expression de PTEN
sont corrélées a une mauvaise réponse au trastuzumab (anticorps monoclonal dirigé contre la
partie extracellulaire d’HER2 autorisé dans le traitement des cancers de sein métastatique).
Ces études donnent des preuves cliniques de I’intérét de I’étude de I’intégrité des voies de
signalisation PI3/AKT et RAS/RAF/MAPK et leur état de phosphorylation avant de proposer
un traitement par cétuximab.

P53 est aussi impliquée dans la résistance a divers traitements. Une étude récente dans une
lignée de carcinome hépatocellulaire suggéraient I’implication du statut p53-muté dans la
résistance au cétuximab (Huether, Hopfner et al. 2005). Une autre étude a montré
I’implication de P53 dans I’inhibition de la PI3K par sa fixation sur le promoteur du géne qui
code pour la sous unité catalytique de PI3K. Le rétablissement de I’expression de P53 dans
nos cellules a pour conséquence une diminution de la croissance cellulaire et I’induction de
I’apoptose, ce qui confirme le rble essentiel, déja établi, de p53 géne suppresseur de tumeur et
inducteur d’apoptose. L’association du transfert de p53 et du cétuximab a pour conséquence
un effet additif sur I’inhibition de croissance et I’induction d’apoptose et la restauration de
I’inhibition de la phosphorylation des deux voies de signalisation PI3BK/AKT et MAPK.

Nos résultats montrent que I’effet du cétuximab dans I’inactivation d’EGFR est en grande
partie dépendant de la fonctionnalité de PTEN tout comme celle de P53 dans les PC3 par
inhibition des voies deux voies de signalisation PI3BK/AKT et MAPK. Dans les cellules PC3
les deux suppresseurs de tumeurs peuvent agir de maniere indépendante sur le contréle de la
croissance cellulaire et sur I’activité du cétuximab, puisque le transfert de I’un ou I’autre est
efficace. L’efficacité du cétuximab est apparentée a la fonctionnalité des deux voies

PI3K/AKT et MAPK et ou de la voie de I’apoptose.
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La premiére partie de cette étude montre que I’amélioration des protocoles de transfection par
polyéthylénimine permet d’augmenter son efficacité, I’utilisation de la PCI permet de
potentialiser le niveau et la durée la transfection et atteindre un niveau comparable au transfert
de géne par des vecteurs viraux. La restauration de la fonctionnalité de la protéine P53 par
transfert de géne p53 sauvage dans les cellules exprimant une protéine P53 mutée permet de
restaurer I’inhibition de la croissance et I’induction de I’apoptose. La réintroduction du géne
pten dans les cellules n’exprimant pas la protéine PTEN permet de restaurer I’inhibition de la
croissance cellulaire. Les deux genes suppresseurs de tumeurs pten comme p53 sont essentiels
a I’inhibition de la croissance. La deuxiéme partie de cette étude montre I’implication des
deux protéines PTEN et P53 dans la régulation des voies de signalisation PI3K/AKT et
MAPK et leur impact sur la résistance cellulaire au cétuximab et I’intérét de I’analyse des
niveaux d’expression des phosphoprotéines de signalisation en aval d’EGFR. La restauration
de I’expression des deux génes suppresseurs de tumeurs p53 et ou pten permet de rétablir
I’inhibition de la croissance, I’induction de I’apoptose et la sensibilité cellulaire au cétuximab.
L’ensemble de ce travail montre I’intérét potentiel de I’association de la thérapie génique et
d’une thérapie ciblée anti-EGFR combinées a un diagnostic moléculaire visant & explorer la

fonctionnalité des voies de signalisation en aval des récepteurs de la famille HER
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I X. Perspectives:

La biologie moléculaire a permis de mieux comprendre les mécanismes de I’oncogenese et
d’identifier des cibles thérapeutiques potentielles. Sur la base de ces connaissances, les
thérapies anticancéreuses débouchent depuis quelques années sur des nouveaux axes
thérapeutiques, les thérapies ciblées, qui par opposition aux chimiothérapies sont dirigées
contre des cibles moléculaires (incluant les récepteurs HER) contrdlant des voies de
signalisation intracellulaires impliquées dans la transformation des cellules malignes.
Cependant ces thérapies ciblées ne semblent pas donner les résultats tant espérés avec des
taux de réponse de 25 a 50%, comme dans le cas du trastuzumab dans le cancer du sein
métastatique ou du cétuximab dans le cancer du colon métastatique. Dans le but d’éclaircir
quelques points d’ombre dans ce domaine, plusieurs travaux sur des modeéles in vitro, in vivo
et I’analyse moléculaire des tumeurs des patients ont permis de mieux comprendre cette
résistance. Une meilleure connaissance des niveaux d’expression des phosphoprotéines de
signalisation en aval de ’EGFR permettrait donc de mieux identifier les patients susceptible
de bénéficier de ces traitements en déterminant des marqueurs prédictifs de la réponse aux
thérapies ciblées. A ce niveau, I’utilisation de techniques innovantes permettant I’analyse
simultanée des niveaux d’expression de nombreuses phosphoprotéines de signalisation
impliquées, & partir d’échantillons tumoraux de petite taille, comme le Bioplex®
phosphoprotein array, apparait intéressante. L’exemple récent de I’analyse de pMEK comme
marqueur prédictif de reésistance au cétuximab chez les patients présentant un cancer
colorectal vient étayer cette hypothése.

Par ailleurs, au cours de ces derniéres années, I’amélioration des propriétés chimiques et
physiques des nouveaux vecteurs non viraux a permis d’augmenter I’efficacité de la
transfection a un niveau comparable au niveau de transfert obtenu par des vecteurs viraux ont

diminuant le risque de mutagénese insertionnelle. A plus long terme, et apres validation des
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résultats in vivo, le transfert clinique sous la forme d’un essai de thérapie génique pourrait étre
proposé avec une procédure de transfert local des génes de pten et/ou p53 par
polyéthylénimine chez les patients présentant des mutations de pten et ou p53 et pourquoi pas
la combinaison de la thérapie génique et les thérapies ciblées. Cette perspective aboutirait a
proposer des combinaisons de traitements liés a I’analyse moléculaire individuelle (carte

génétique) de la tumeur de chaque patient.
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X. Liste des abréviations:

53BP2: p53-binding protein 2

4EBP: 4E bindingproteins

ADCC: antibody-dependent cellular cytotoxicity
ADN: acide désoxyribonucléique

ADNCc: acide désoxyribonucléique complémentaire
AKT/PKB: protéine kinase B

AIPCS2a: aluminium phtalocyanine disulfonate
AP1: activator protein 1

APC : adenomatos polyposis coli

ARN: acide ribonucléique

ATF2: activating transcription factor 2

ATR : ataxia-telangiectasia related protein

ATM : ataxia-telangiectasia mutated

BAK: bcl2 antagoniste/ killer

BAX: bcl2 associated x protein

BcL2: b cell lymphoma 2

BRR: bannayan-riley-ruvalcaba

p300/CBP: Creb Binding Protein

CDC: complement dependent cytotoxicity

Cdc2: cycle dependant cyclin

CDCC: complement-dependent cell-mediated cytotoxicity
CDK : cyclin dependent kinase

CHKZ1: checkpoint kinase 1

CHKZ2: checkpoint kinase 2
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CISH: chromogenic in situ hybridization
CK2: casein kinase

CS: Cowden syndrome

DISC: death inducing signaling complex
DNA-PK: DNA-dependant kinase
DR5/Killer: death receptor 5

Drgl: developmentally regulated GTP binding protein 1
E2F1: elongation 2 factor

EGFR: epidermal growth factor receptor
ERK: extracellular signal regulated kinase
FAK: cal adhesion kinase

Fas: apo-1, CD95

FISH: fluorescent in situ hybridization
GSK 3: glycogene synthase kinase-3
HER: human epidermal receptor

IgG1: isotype immunoglobulin

ITR: inverted terminal repeat

MAGI: guanylate-kinase inverted

MAPK: mitogen activated protein
MAST3: microtubule-associated serine/threonine kinase
MDM2 : mouse double minute 2

MDR: multidrug resistance

MEF: mouse embryonic fibroblasts
MKK4: mitogen-activated kinase

MMAC1: mutated in multiple advanced cancers
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mTOR: mammalian Target Of Rapamycin

NEDDA4-1: neural precursor expressed developmentally downregulated 4-1

NES: nuclear export signal

NF1: nuclear factorl

NFKB: nuclear factor-kappa B

NHERF: Na+/H+ exchanger regulatory factor
NK: natural killer

NLS: Nuclear localisation

P21 : waf-1, CIP

PCI: photochemical internalisation

PCR: Polymerase Chain Reaction

PDGFR : platelet-derived growth factor receptor
pPEGFR: phospho-EGFR

pPERK: phospho-ERK

PEI: polyEthylénelmine

pGSK3p: phospho-GSK3p3

pP70S6K: phospho-P70S6K

PI3K: phosphatidylinositol 3-OH kinase
PIP3: phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate

PIP2: phosphatidylinositol 3,4 biphosphate

PTEN: phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten

RPMI: roswell park memorial institute

RT-PCR: reverse transcriptase - polymerase chain reaction

PUMA: p53 upregulated modulator of apoptosis

Rb: rétinoblastome
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RITA: reactivation of p53 and induction of tumor cell apoptosis

SAST: syntrophin-associated serine/threonine Kinase

Src: protéine du sarcome de roux
SV40: Simian virus 40

TAF1: TBP associated factors

TEP1: TGFp- regulated and epithelial cell-enriched phosphatase

TFIID: transcription factor 11D

TGFp: transforming growth factor 8
TPPS2a: tétraphenylporphine disulfonate
Thr: thréonine

TRAIL: TNF-related-apoptosis-inducing-ligand
TBS : tris buffer salin

TBST : tris buffer saline tween

TIRF : total internal reflection fluorescence
TNF : tumor necrosis factor

VEGF: vascular endothelial growth factor
VHB: virus de | Répatite B

VHC: virus de | Repatite C

VPH: virus du papillome humain
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