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Génomique et protéomique:
leur intérét en clinique

Genomic and proteomic: clinical interest
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usqu’a une période récente, les traitements du cancer du sein ont évolué sur un mode

empirique, se fondant principalement sur les pourcentages de réponse de catégories

de patients essentiellement définis par des parameétres cliniques (envahissement
ganglionnaire, taille de la tumeur, grade histologique...). Cette méthode est loin d’étre
satisfaisante, car fondée sur le principe que tous les cancers d’un groupe ainsi constitué
doivent répondre de la méme fagon. Or, la cancérogenese est un processus qui comporte
de multiples étapes pouvant étre différentes, méme au sein d’un méme tissu. C’est cette
hétérogénéité biologique non maitrisée par les parametres cliniques qui limite efficacité
d’un traitement identique pour les patientes d’un groupe présentant la méme sympto-
matologie clinique. Cimportance d’une connaissance de la biologie des cancers a été mise
en exergue par 'utilisation du tamoxifene dans les tumeurs ayant des récepteurs aux estro-
genes et trés largement confirmée par lefficacité des anticorps neutralisants anti-HER2
(trastuzumab) [1] dans les cancers du sein hyperexprimant HER2. L¢re des traitements
systématiques de patientes correspondant a de grands types cliniques est donc en train de
s’achever pour laisser la place a des traitements adaptés au phénotype biologique de la
tumeur. Les nouvelles technologies ont considérablement fait évoluer nos connaissances
de la cancérogeneése et, a ’heure actuelle, des méthodes d’analyse & haut débit se dévelop-
pent qui devraient permettre de bien caractériser les familles biologiques de cancer du sein
tant sur le plan du pronostic que sur celui du traitement et du dépistage.

1. Laboratoire de biologie cellulaire, CHU de Montpellier, INSERM U540.
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Problématique du cancer du sein

La fréquence des cancers du sein ne cesse de croitre et plus d’'une femme sur dix aura
un cancer du sein en France. Lattitude la plus efficace pour diminuer la mortalité est de
prévenir évolution vers une forme invasive ou bien de dépister précocement le cancer.
Lavenir est aussi au phénotypage biologique des cancers qui, du fait de I'instabilité géné-
tique, va avoir sa propre évolution, nécessitant un traitement ciblé spécifique. C’est pour
ces raisons que les efforts actuels des biologistes se portent sur le développement de tech-
nologies a haut débit qui permettent de réunir un maximum d’informations biologiques
permettant une caractérisation treés spécifique pour un cott limité.

Limitations importantes des méthodes classiques
d’identification d’'un marqueur

En général, elles concernaient des études rétrospectives faites a partir d’échantillons
congelés dans des conditions plus ou moins bien contr6lées avec un seul marqueur
candidat. Leur spécificité et leur sensibilité sont insuffisantes et il n’a pu étre envisagé des
tests sérologiques de dépistage précoce, a 'exception de la PSA pour le cancer de la
prostate. De méme, jusqu’a une époque récente, ces tests biologiques ont tres peu été pris
en compte dans ’évaluation du pronostic et des indications thérapeutiques des tumeurs
solides, et plus particulierement des cancers du sein [2, 3]. Les récepteurs stéroidiens, un
marqueur de prolifération tel que le PCNA ou le Ki 67 sont souvent demandés, de méme
qu'un marqueur de métastases (UPA) ou d’agressivité comme HER2. Ces méthodes ont
cependant permis de mettre en évidence I'intérét de la biologie dans le pronostic et dans
les indications thérapeutiques.

Les différentes méthodes d’analyse
de I'expression des genes

Elles permettent d’évaluer 'expression de plusieurs genes a la fois. Le génome humain
possede 30000 a 40 000 genes. Lexpression de ces divers génes peut donner naissance a
plus d’un million de protéines. Un géne peut donc étre a l'origine de plusieurs protéines.
Le choix de la syntheése d’une protéine donnée va donc dépendre non seulement de la
transcription du géne en ARN mais aussi d’autres mécanismes (figure) dont les régula-
tions sont complexes et vont varier d'un tissu a 'autre. On appelle “génome” ’ADN total,
“transcriptome”, 'ensemble des ARN, et “protéome”, les protéines synthétisées dans la
cellule. Au cours de la cancérogenese se produisent des anomalies de 'expression des
génes qui vont modifier ces trois grands groupes de molécules. L'étude du génome, ou
génomique structurelle (recherche de mutations, de délétions...), devrait donc montrer
des anomalies, tout comme la génomique fonctionnelle (ARN) et la protéomique.
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Les puces a ADN

Elles exploitent une propriété des molécules d’ ADN et d’ARN qui est ’hybridation par
complémentarité des bases azotées des nucléotides que constituent les acides nucléiques
(figure). Une séquence d’ADN, synthétisée in vitro et fixée sur un support, devient ainsi
une sonde capable de reconnaitre sa séquence complémentaire dans un milieu contenant
des ARN ou de PADN. On est capable de fixer sur une surface, parfois inférieure a 1 cm?,
plusieurs milliers de sondes permettant ainsi d’apprécier le transcriptome d’un type cellu-
laire [4]. Deux technologies existent : la société Affymetrix synthétise des sondes de petite
taille (20-25 nucléotides), in situ sur le support, lesquelles concernent plusieurs milliers de
génes. D’autres synthétisent des sondes qui sont souvent plus longues, puis les fixent sur
le support pour former des puces dites “a fagon” car les génes recherchés sont choisis pour
une étude donnée. La cible a détecter est auparavant rendue fluorescente: lorsqu’elle est
retenue par sa sonde complémentaire, elle émet ainsi un signal fluorescent facilement
visible. Cette intensité va varier en fonction du nombre de molécules d’ARN correspon-
dant présentes dans le milieu a analyser. Puisqu’il s’agit de plusieurs milliers de genes, les
variations d’expression mises en évidence par les puces a ADN vont générer un grand
nombre d’informations ne pouvant étre interprétées sans l'aide de la bio-informatique,
qui permet de les traiter de facon globale.

Grace a cette méthodologie, certaines équipes ont mis en évidence des familles de génes
dont’expression est altérée durant la cancérogenese mammaire. Malheureusement, ces
études sont réalisées sur un nombre d’échantillons encore insuffisant pour maitriser la
variabilité biologique [5].

FIGURE.
Les diverses
étapes
de I'expression
des génes.
. D'aprés Lacroix
'\ etal. [57].

transeriplion b des iratductinn
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La génomique structurelle dans les cancers du sein

Elle permet de détecter les anomalies chromosomiques induites par la cancérogenése
telles que les mutations, les délétions, les duplications de genes, les translocations et 'am-
plification de génes. Plusieurs technologies englobées sous le terme de “cytogénétique” se
sont développées pour rechercher ces aberrations chromosomiques: caryotypage, SKY
(Spectral Caryotyping), FISH (Fluorescence in Situ Hybridization),la recherche d’une perte
d’hétérozygotie ou d'un déséquilibre allélique (LOH). Récemment, une nouvelle technique
d’analyse des chromosomes permettant d’établir une cartographie des modifications du
nombre de copies s’est développée. 1l s’agit de ’hybridation génomique comparative
(CGH), rapportée pour la premiére fois en 1992 [6] et qui s’est largement répandue ces
derniéres années. La méthode classique analysant les chromosomes lors de la métaphase
présentait le désavantage de ne pas pouvoir détecter les mosaiques, les translocations
chromosomiques équilibrées ni les ploidies [7]. Pour pallier ces insuffisances, une tech-
nique de CGH sur micropuces a été mise au point qui utilise des fragments ’ADN cloné
(100-200 kb) de localisation connue plutét que les chromosomes métaphasiques [8].

La génomique fonctionnelle dans les cancers du sein
Classification pronostique

Les quelques études sur les cancers du sein permettent déja une classification biolo-
gique de certains cancers [9-13]. Dans une étude englobant plus de 85% de cancers
canalaires infiltrants du sein, au moins cing sous-groupes distincts ont été retrouvés par
analyse de 'expression génique [9, 14]. Une classification hiérarchique met en évidence
les récepteurs aux estrogénes comme étant le facteur informatif le plus important. Les
cancers du sein se divisent en RE+ et en RE (-). On retrouve deux sous-groupes dans le
groupe des RE+ et trois dans le groupe des RE (-). L'un de ces sous-groupes contient les
échantillons de seins normaux et les cancers du sein présentant des caractéristiques des
cellules épithéliales luminales (en majorité RE+), Pautre, les tumeurs hyperexprimant
HER?2, et le dernier, les cancers présentant des caractéristiques de cellules épithéliales
basales mammaires (cellule myoépithéliale). Ces résultats suggerent fortement que les
cancers canalaires dérivent de deux types distincts de cellule: les cellules basales et les
cellules luminales. Ces trois classes ont des caractéristiques biologiques et pronos-
tiques tres différentes. Plusieurs travaux d’'une méme équipe [11, 12], testant 25 000
geénes, ont trouvé une classification biologique pronostique des cancers du sein T1, T2
sans envahissement ganglionnaire, fondée sur 70 génes. Cette classification se révélait
plus fiable que les criteres clinicopathologiques classiques dans la prédiction de récidive
et de celle de la survie globale [11]. Cette étude a été renforcée par les résultats du Trans-
big [15] et une autre équipe a présenté récemment un autre profil d’expression génique
pronostique utilisant une plate-forme Affymetrix [16]. Les formes familiales de cancers du
sein ayant une mutation de BRCAL1 présentent un profil d’expression génique particulier
[12, 17, 18].
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Classification de la réponse au traitement

Quelques études sur des nombres limités de malades ont fait état de profil génique
spécifique d’une sensibilité aux chimiothérapies néoadjuvantes. Ainsi, un groupe de 92
geénes serait capable de prédire la réponse au docétaxel [19], et un groupe de 74 génes, la
réponse au paclitaxel [20].

La présence de RE prédit la réponse au tamoxiféne. Ces cancers présentent un profil
d’expression génique particulier [9, 12, 14, 21, 22]. Une autre approche a été adoptée par
le National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP) [23] qui, se fondant sur
les données de la littérature, a établi un score de récidive des cancers du sein ayant eu un
traitement adjuvant par le tamoxifene a partir de 16 génes évalués par RT-PCR quantita-
tive. Des données préliminaires semblent démontrer que ce score serait également inté-
ressant dans les traitements adjuvants par chimiothérapie [24].

Les méthodes d’analyse protéomique

Létude de'ensemble des protéines contenues dans la cellule tumorale est encore plus
vaste et plus complexe que le génome. Lanalyse de leur nature, de leur dynamique et de
leurs interactions (cellule tumorale versus cellule stromale) est donc essentielle pour une
meilleure compréhension des mécanismes d’initiation, de progression tumorale et de
dissémination métastatique. Le protéome, terme proposé en 1995 par M.R. Wilkins, dési-
gne 'ensemble des protéines exprimées par le génome d’une cellule, d’un tissu ou d’un
organe, a un instant donné et dans un environnement donné. Son analyse permet une
description dynamique de la régulation de 'expression des genes. Elle associe I’étude des
protéines et de leurs modifications post-traductionnelles, 'identification des protéines
constituant un complexe protéique (interaction protéine-protéine),la recherche et'iden-
tification de protéines impliquées dans les voies de signalisation.

Lapproche protéomique est fondée sur le couplage de trois technologies de pointe:

—Délectrophorese bidimensionnelle (2-DE), qui permet de séparer plusieurs milliers
de protéines d’un méme échantillon ;

— la spectrométrie de masse (MS), qui permet d’identifier ces protéines et met en
évidence leurs modifications post-traductionnelles ;

— la bioinformatique, qui permet la quantification du niveau des protéines et la
constitution de bases de données.

Méthode classique de protéomique
Principe

La méthode classique d’électrophorese bidimensionnelle associée a la spectrométrie de
masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation-Time of Flight) repose
sur la séparation des protéines en fonction de deux caractéristiques biochimiques: le point
isoélectrique (PI) et la masse moléculaire. Une fois la 2-DE réalisée, les protéines sont
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révélées selon différentes méthodes et les images captées par le scanning des gels sont trai-
tées par des logiciels d’analyse d’images dédiés a la protéomique. Ces logiciels permettent
lacquisition des données, la diminution du bruit de fond, 'élimination des défauts sur les
gels, le dénombrement des taches, leur comparaison en analyse différentielle, leur quan-
tification par les mesures d’intensité et de volume. Les taches d’intérét pouvant contenir
une ou plusieurs protéines sont découpées des gels et sont traitées individuellement selon
des protocoles précis d’hydrolyse trypsique : déshydratation du gel, extraction des peptides,
dessalage de 'hydrolysat peptidique déposé sur plaque spéciale et séché. L'identification
des protéines se fait par spectrométrie de masse de type MALDI-MS (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonisation-Mass Spectrometry) ou ESI-MS (Electro-spray ionisation) couplée a
la chromatographie liquide (LC). Lautomatisation de toutes ces étapes, de la 2-DE a
'analyse par MALDI-MS, correspond a ce que 'on appelle la “protéomique a haut débit”
menant a identifier plusieurs centaines de protéines dans un méme échantillon.

Application de la protéomique aux cancers du sein

La plupart des études sur le sein avaient pour but d’identifier les protéines qui sont
différemment exprimées dans le tissu normal et dans le tissu cancéreux. Pour parvenir a
ce résultat, la microdissection par capture laser a été utilisée. Elle permet d’isoler les cellu-
les tumorales du stroma environnant et du tissu normal [25] et de caractériser le tissu
cancéreux, sans contamination par le tissu voisin, a 'aide des diverses techniques de
protéomique [25, 26]. Trente mille (30000) a 50 000 cellules semblent suffisantes pour
obtenir des données exploitables. Quelques études sur un petit nombre de cancers du
sein invasifs ont été publiées et un certain nombre de différences dans I'expression
protéique ont été trouvées, bien que 70 a 85 % de ces protéines ne soient pas significati-
vement différentes entre le tissu tumoral et le tissu cancéreux [27, 28]. Un autre travail,
portant sur une petite quantité de carcinomes canalaires in situ, objective 57 protéines
différemment exprimées du sein normal [26]. Beaucoup de ces protéines n’avaient pas
encore été associées aux cancers du sein, démontrant le grand intérét de développer cette
technologie dans la problématique des cancers du sein.

Méthode de “puces” a protéines
Principe

Une nouvelle méthode appelée SELDI-TOF (Surface Enhanced Laser Desorption Ioni-
sation-Time of Flight) est apparue. Développée par Ciphergen biosystems, cette plateforme
protéomique associe le principe de “puce” a la spectrométrie de masse. La séparation, la
détection et P'analyse des protéines se font directement a partir de 'échantillon biologique
avec une sensibilité de I'ordre du fentomole. En pratique, quelques microgrammes de
protéines issues d’échantillons variés (liquides biologiques, extraits cellulaires ou tissu-
laires) sont directement adsorbés sur une surface de 2 mm? (spot) présentant des proprié-
tés chromatographiques variées. En fonction de la surface chromatographique, le mélange
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protéique subit un fractionnement qui dépend de la propriété chimique (anionique,
cationique, hydrophobe, hydrophile ou d’affinité aux métaux) ou biologique (liaison a un
anticorps, un peptide, un récepteur, un ligand ou un acide nucléique). Apres une série
d’étapes de lavage, la puce a protéine est introduite dans un spectrometre de masse. Sous
Paction du rayonnement laser, les protéines liées a la puce sont désorbées/ionisées et
analysées en termes de masse sur charge (m/z) d’apres leur temps de vol pour atteindre le
détecteur. Les signaux traités par des moyens informatiques sont traduits en spectre
d’abondance relative versus la masse moléculaire des especes détectées. Au final, 'ensem-
ble des peptides présents dans un échantillon se présente sous la forme d’un profil
protéique. Ils sont ensuite normalisés et calibrés pour limiter les biais liés a 'opérateur, a
la surface chromatique ou a I'instrumentation elle-méme.

Ce systéme est particulierement intéressant en analyse différentielle de type patient/
témoin pour mettre en évidence des profils d’expression spécifiques. Lanalyse statistique
de 'ensemble de ces données est une des étapes les plus importantes de I’étude protéo-
mique. Si Pon traite suffisamment d’échantillons en paralléle, le logiciel permettant la
superposition de profils pourra établir une statistique en fonction d’une multitude
d’algorithmes informatiques basés sur des analyses statistiquement multivariées (analyse
discriminante, classification hiérarchique...). Ces algorithmes permettent d’analyser des
données complexes et de trouver la meilleure combinaison de marqueurs capables de
discriminer chacun des groupes de patients par rapport aux témoins. Par la suite, 'iden-
tification de marqueurs potentiels nécessite des étapes de purification supplémentaires
par des méthodes électrophorétiques ou chromatographiques classiques afin de carac-
tériser précisément des protéines d’intérét.

Cette derniere méthode d’analyse protéique par SELDI-TOF est une approche d’ac-
ces assez facile sur le plan technique. Cette méthode de microanalyse, réalisée a partir de
faibles quantités protéiques de I'ordre du microgramme, a une capacité d’analyse a haut
débit des échantillons, ce qui facilite son application clinique.

Sérum des cancers et plateforme SELDI-TOF

Les premiers travaux concernant cette technologie ont été publiés en 2002 par Petricoin
etal. Utilisant les puces a protéines, ils ont analysé le sérum de malades atteints de cancer
de Povaire et de cancer de la prostate [29, 30]. Ils rapportaient qu'un profil protéique
spécifique sans identification de marqueur d’intérét était capable de diagnostiquer ce
cancer au stade infraclinique avec une spécificité de 95 %, une sensibilité de 100 % et une
valeur prédictive positive de 94 %, et de différencier le cancer de la prostate de ’hyper-
plasie bénigne [30]. D’autres exemples pouvaient étre donnés dans le cancer colorectal
[31],1e cancer du sein [32-35],’hépatocarcinome [36], le mélanome [37] et le cancer du
pancréas [38].

Cependant, plusieurs groupes de recherche utilisant les mémes approches expéri-
mentales et travaillant sur la méme pathologie n’ont pas mis en évidence les mémes pics
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permettant de discriminer le tissu normal du tissu pathologique et ont proposé des
marqueurs ou des profils protéiques différents [39, 40]. Diamandis [41] a mis en exergue
de nombreux parameétres qui affectent la reproductibilité de cette technique: la variabi-
lité dans le recueil des échantillons, leur traitement, le type de conservation, la diversité des
groupes de patients, leur statut hormonal, leurs habitudes alimentaires, 'usage de médi-
caments, ainsi que les biais statistiques ou la variation de la stabilité des spectrométres de
masse et/ou des puces a protéines. De méme, la complexité des outils informatiques
augmente la probabilité d’interprétations erronées et de résultats non reproductibles.

Par ailleurs, la sensibilité de la détection n’atteint pas les concentrations inférieures a
1 microgramme par ml, alors que les marqueurs tumoraux usuels sont a des concentra-
tions beaucoup plus faibles et donc insuffisamment détectés. De sorte que, jusqu’a
présent, dans les quelques cas ou la caractérisation des marqueurs a été effectuée, les
protéines identifiées correspondent a des protéines majoritaires du sérum. Il s’agit,
notamment, de Papolipoprotéine A, des formes tronquées de la transthyrétine, de la
chaine lourde de I'inhibiteur de I'alpha-trypsine et de la sous-unité alpha de ’haptoglo-
bine dans le cancer de Povaire [40, 42], des alpha 1 et alpha 2 défensine dans le cancer de
la vessie [43], ou encore d’une protéine de liaison a la vitamine D dans le cancer de la
prostate [44]. Il reste & savoir si ces marqueurs ont leur expression altérée spécifiquement
en réponse a la prolifération tumorale ou de maniére non spécifique en réponse a des
épiphénomenes dépendant de la tumeur.

Les biomarqueurs identifiés jusqu’ici par SELDI-TOF se sont révélés, pour la plupart,
des protéines majoritaires de la réponse inflammatoire produites par 'environnement
péritumoral ou par les cellules immunitaires plutdt que par la tumeur elle-méme [44-
46]. Ces protéines sont, néanmoins, potentiellement instructives s’il est démontré qu’il
s’agit de fragments protéolytiques dérivés des protéines inflammatoires de la tumeur,
spécifiques de chaque tumeur en fonction de son contenu enzymatique [46].

Liotta et al. ont observé que certains des marqueurs identifiés par SELDI-TOF étaient
des formes dégradées de protéines sériques, ce qui fait avancer I’hypothése que ’'abon-
dance de ces marqueurs clivés est le reflet direct d’événements pathologiques induits par
le microenvironnement tumoral [47]. Des études récentes montrent que Iéquilibre
entre des protéases et leurs inhibiteurs cellulaires est modifié dans le sérum et le tissu des
patients en réponse a la prolifération tumorale [48]. Différents membres des familles de
protéases, comme les métalloprotéases ou les kallikréines plasmatiques et tissulaires, ont
leur expression augmentée ou diminuée dans certains cancers [49-51]. Ces modifications
pourraient avoir un retentissement direct sur la capacité des protéases a cliver des
protéines sériques et a générer ainsi une signature moléculaire spécifique. Malgré la
bonne sensibilité de la technique SELDI-TOF, la détection de ces protéines minoritaires
est encore délicate, car elle est génée par la présence de protéines majoritaires telles que
I'albumine et les immunoglobulines [41]. Ainsi, la PSA, qui fait partie des protéases
dont I'expression est augmentée dans les cancers de la prostate [52], n’a jamais pu étre
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identifiée par le SELDI-TOF. En fait, il existe des méthodes qui permettent d’augmenter
la concentration relative des protéines faiblement représentées telles que des étapes
successives de préfractionnement, de chromatographie, de précipitation sélective et de
déplétion des protéines majoritaires [53-56]. La détection de la fraction du sérum repré-
sentant ces protéines minoritaires est un défi technologique nécessaire a surmonter pour
assurer le développement du diagnostic des formes précoces de cancer.

Conclusion

Lutilisation des nouvelles technologies d’analyse du génome et du protéome donne
des premiers résultats qui mettent en évidence le potentiel des analyses a large échelle. Les
limitations technologiques et les défis analytiques sont encore élevés et des progres
importants s'imposent pour établir la complémentarité entre protéomique d’expression
et protéomique d’interaction. A I'instar du programme visant a établir la carte d’identité
des tumeurs humaines par analyse du transcriptome, I'approche complémentaire du
geéne a la protéine fonctionnelle, alliant génomique et protéomique, devrait faire I'objet
de programmes nationaux coordonnés entre les diverses plateformes protéomiques
cancérologiques pour concrétiser, dans les meilleurs délais, la caractérisation des
marqueurs et le développement de tests non invasifs prédictifs et diagnostiques des
formes précoces de cancer les plus accessibles aux moyens thérapeutiques actuels.
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