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En 1896, Henri Becquerel mit en évidence un nouveau rayonnement alors qu'il faisait
des recherches sur la phosphorescence des sels d’uranium. Son étudiante, Marie Curie,
confirmera en quelques mois que ce rayonnement est une propriété de plusieurs éléments
chimiques dont le polonium et le radium, et baptisera cette propriété la « radioactivité », en
1898. Rapidement, les scientifiques se rendirent compte que les rayonnements ionisants
pouvaient produire des effets nuisibles sur I’homme. Ainsi, trois mois apres la découverte des
rayons X par le physicien Rontgen en 1895, leurs effets irritants sur 1’ceil étaient décrits. En
1902, le premier cas de cancer radio-induit fut diagnostiqué chez un travailleur maniant a
mains nues des tubes a rayons X et en 1910 a Paris, Pierre Marie provoqua
expérimentalement les premiers cancers radio-induits chez I’animal. Les toutes premiéres
recommandations de protection contre les rayons X furent adoptées en 1915 par la société
britannique Rontgen. En 1928, une relation de cause a effet entre radiation et cancer fut
admise, justifiant que soient édictées, par la Commission Internationale de Protection
radiologique (CIPR, issue en 1928 de la Société Internationale de Radiologie), les premicres
recommandations concernant les limites professionnelles d’exposition.

Dans le domaine de I’exploitation des mines d’uranium, des cancers bronchiques
furent observés chez les mineurs suite a 1’exposition chronique au radon, un gaz radioactif
naturel qui s’accumule dans les galeries souterraines. Dans le domaine de la santé, il fut
montré que les radiations ionisantes utilisées dans un but thérapeutique pouvaient engendrer
un second cancer dans le territoire irradié. Il a fallu attendre les années 1950 et les premicres
études sur les survivants des explosions nucléaires d’Hiroshima et Nagasaki pour que se
mettent en place des études épidémiologiques d’envergure qui se sont avérées utiles pour
adapter les normes de sécurité pour les travailleurs du nucléaire et pour la protection du
public.

Actuellement, en France, I’exposition majeure de ’homme aux radiations naturelles
est due au radon, issu des matériaux de construction, qui s’accumule dans les habitations mal
ventilées et qui se dépose dans les poumons aprés inhalation. Cependant, si les effets des
irradiations a fortes doses sont connus, il est actuellement impossible de dire si un individu
soumis a une faible dose et/ou a un faible débit de dose d’irradiation développera ou non un
cancer. Mieux comprendre les mécanismes biologiques impliqués dans le développement
tumoral aprés inhalation de radon pourrait aider a une meilleure estimation du risque de

cancer pulmonaire a faibles doses.
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Dans ce but, les caractéristiques moléculaires des tumeurs pulmonaires radon-induites
ont été étudiées au cours de ce travail de these. Cette étude menée in vivo chez le rat apporte
des données fondamentales pour aboutir, a terme, a une meilleure caractérisation des tumeurs
radio-induites chez ’homme. La premicre partiec de ce manuscrit est consacrée a une revue
des données bibliographiques. Aprés quelques rappels sur les effets carcinogenes des
rayonnements ionisants sur I’organisme, les principales données des études épidémiologiques
menées sur des cohortes exposées aux radiations ionisantes seront présentées, ainsi que les
apports de I’expérimentation animale pour I’évaluation du risque de cancer pulmonaire. Les
différents types de tumeurs pulmonaires chez ’homme et chez le rat seront décrits et les
différentes hypotheses d’évolution clonale des cancers pulmonaires non-a petites cellules
seront exposées. Puis, une revue de la littérature sur les génes majeurs impliqués dans la
carcinogenése pulmonaire chez I’homme et chez le rongeur ainsi que sur les données plus
récentes d’analyse du transcriptome sera proposée.

La présentation des travaux de recherche sur les tumeurs pulmonaires radon-induites
chez le rat s’articulera en trois parties : 1) I’analyse génomique globale des tumeurs par CGH
pour définir les gains ou pertes de matériel chromosomique récurrents; 2) 1’étude plus
spécifique de la dérégulation des geénes suppresseurs de tumeur pl6lnk4a, p19Arf, Rbl et
Tp53, largement décrits comme impliqués dans la carcinogenése pulmonaire en général; et 3)
I’analyse transcriptomique comparative des différents types de tumeurs radon-induites pour
mieux caractériser les carcinomes adénosquameux, fortement représentés dans notre modele,

et encore mal caractérisés chez 1’homme.
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I. Les rayonnements ionisants et leurs effets sur le vivant Introduction

INTRODUCTION

l. Les rayonnements ionisants et leurs effets sur le vivant

1. Caractéristiques des rayonnements ionisants

A/ Les différents types de rayonnements ionisants

Les radioé¢léments sont des éléments chimiques instables qui se transforment
spontanément en émettant des rayonnements ionisants (RI) et en donnant un ou plusieurs
¢léments fils qui peuvent étre stables ou radioactifs. Ces ¢léments, aussi appelés radio-
isotopes, se caractérisent par la nature et I’énergie des rayonnements qu’ils émettent. Il existe
plusieurs types de rayonnements : alpha (o), béta (), neutrons, photons X et/ou gamma (y).
Ils sont dits ionisants car leur énergie est suffisante pour arracher un électron a un des atomes
d’une structure moléculaire qu’ils rencontrent.

- Le rayonnement a est émis par des ¢éléments contenant un excés de nucléons. Une
particule alpha chargée positivement est éjectée, qui correspond a un noyau d’Hélium (3 He)
constitué de 2 protons et de 2 neutrons.

- Le rayonnement B est émis par des éléments présentant un exces de neutrons ou de
protons. Des particules béta a charge négative (B~ ou électrons) ou a charge positive (B ou
positrons) sont &jectées respectivement.

- Les rayonnements neutres peuvent &tre corpusculaires comme les neutrons ou

¢lectromagnétiques comme les photons X et gamma.

L’activit¢ d’une quantit¢ donnée de radioélément est définie par le nombre de
désintégrations nucléaires spontanées observées par unité de temps a un instant donné.
L’unité de mesure est le becquerel (Bq) qui correspond a une désintégration par seconde,
quelque soit la nature du rayonnement.

Chaque rayonnement se caractérise par son Transfert d’Energie Linéique (TEL), exprimé en
keV/um, et définissant la quantit¢é moyenne d’énergie déposée par unité de longueur. Les
rayons X et gamma, délivrés a I’homme lors d’irradiations a visée médicale, diagnostique
(radiographie) ou thérapeutique (radiothérapie) sont dits a faible TEL. Ils ne perdent que peu
d’énergie au contact de la mati¢re et peuvent ainsi traverser d’importantes épaisseurs, ce qui

les rend potentiellement dangereux par irradiation interne et externe. En revanche, les
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particules a ont un TEL ¢élevé et leur parcours dans la matiére est court. Ces rayonnements
sont peu pénétrants et n’induisent que peu de dégats par irradiation externe. Par contre, apres
une contamination interne par inhalation ou ingestion, leur fort pouvoir ionisant sur les

cellules les rend particulierement déléteres.

B/ Les doses

a) Dose absorbee

La dose regue par un corps expos¢€ a un rayonnement correspond a la dose absorbée
(D) qui se définit comme 1’énergie recue par unité de masse. L unité¢ de mesure est le Gray (1

Gy =1 Joule/kg).

b) Dose équivalente

La dose absorbée, par un organe ou un tissu, peut étre pondérée par un facteur de
pondération (Wgr) en fonction de la qualit¢ du rayonnement, on parle alors de la dose
équivalente (H) exprimée en sievert (Sv)

H (Sv) =D (Gy) x Wgr
Wr exprime Defficacit¢é d’un rayonnement donné a entrainer une complication tardive
(cancer, anomalies génétiques) chez I’homme. Par exemple, les rayonnements o sont 20 fois
plus « efficaces » a produire ces effets que les rayons X ou v, le facteur de pondération est
alors de 20 pour les alpha. Les valeurs de Wr suivantes ont été attribuées par la CIPR :

- particules a : 20

électrons 3 : 1

neutrons : 5 a 20 (selon 1’énergie)

photons X ou y (toutes énergies) : 1

c) Dose efficace
La dose efficace (E), également exprimée en sievert, est la somme des doses
équivalentes délivrées a chaque organe ou tissu pondérées par le facteur de pondération
tissulaire Wr.
E (Sv) =2 H (Sv) x Wt
A DPinverse de Wg, Wr est indépendant du type de rayonnement, mais spécifique du tissu
cible (tableau 1). Il prend en compte la mortalité par cancer en fonction de la localisation

tissulaire.
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Tissu/Organe W+
gonades 0,2
moelle osseuse 0,12
colon 0,12
poumon 0,12
estomac 0,12
vessie 0,05
sein 0,05

foie 0,05
cesophage 0,05
thyroide 0,05
peau 0,01
surface des os 0,01
autres tissus 0,05

Tableau 1 Facteurs de pondération tissulaire

En conclusion, deux unités permettent d’exprimer la dose d’irradiation : le gray est [’unité

utilisée en radiobiologie et en radiothérapie et le sievert est I’unité utilisée en radioprotection.

2. Effet des radiations au niveau cellulaire

A/ Interactions des rayonnements ionisants avec la cellule

Les effets des RI sur la cellule peuvent étre produits par interaction directe ou par
I’intermédiaire des espéces réactives de 1’oxygeéne. L’effet direct des RI résulte d’un dépot
d’énergie sur le substrat qui peut conduire a une ionisation ou a une excitation de la matiére.
L’effet indirect résulte de 1’interaction du rayonnement avec les molécules d’eau ce qui, apres
radiolyse, conduit a la production de radicaux libres. Ces molécules a forte réactivité peuvent
I1éser les constituants cellulaires tels que les protéines, les phospholipides membranaires ou
I’ADN. La radiolyse de I’eau est la réaction prédominante observée avec les rayonnements a
faible TEL. Pour les rayonnements de TEL ¢élevé, comme les particules o, ce sont les effets
directs liés au dépdt d’énergie qui sont majoritaires. Au niveau de la molécule d’ADN, les
dommages peuvent étre de différents types : dommages de bases et de sucres, pontages ADN /
protéines, pontages inter-brins ADN-ADN, cassures simple ou double brin par rupture des
liaisons phosphate-sucre. Ces différents types de dommages de I’ADN vont avoir des
conséquences variables pour la cellule. La cassure double brin (CDB) est considérée comme
la 1ésion radio-induite la plus délétere pour la cellule. Parmi les dommages oxydatifs de bases,

certains entrainent une distorsion de I’ADN qui bloque les polymérases lors de la réplication
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et sont par conséquent potentiellement létaux. Les différents dommages oxydatifs ne sont pas
tous mutagenes ; pour certaines altérations de bases, les polymérases ne vont pas reconnaitre

que la base est endommagée et vont introduire le « bon » nucléotide lors de la réplication.

B/ Réparation des dommages de I’ADN
Les systemes de réparation de I’ADN ont pour but de maintenir 1’intégrité du génome
et d’assurer la survie cellulaire. Ils sont multiples et possédent une spécificité de
reconnaissance des différents types de dommages [1]. Il est maintenant admis que des
déficiences acquises ou héritées dans ces systémes de réparation contribuent significativement

au déclenchement de cancers.

a) Réparation par excision de base

La réparation par excision de base (REB) prend en charge les bases modifiées
(oxydées, alkhylées, désaminées, hydroxylées) et les cassures simple brin de I’ADN. Les
différentes étapes de ce mécanisme de réparation sont représentées en figure 1 (pour revue [2,
3]). Dans ce systéme, les bases modifiées sont reconnues par les N-glycosylases, une famille
d’enzymes pouvant rompre la liaison base-sucre d’une base altérée et générer des sites
abasiques, comme ceux pouvant se former spontanément par hydrolyse. L’endonucléase
APEXI1 incise alors ’ADN en 5’ du site abasique. Deux voies de réparation sont alors
possibles : la voie de réparation courte qui porte sur un ou deux nucléotides, et la voie de
réparation longue qui insére 2 a 20 nucléotides. La voie de réparation courte, majoritaire dans
les cellules de mammiféres, met en jeu la protéine XRCC1 et la polymérase B qui éliminent le
résidu abasique et comblent la bréche en utilisant le brin complémentaire comme matrice. Le
complexe XRCC1-ligase 3 effectue alors la jonction des brins d’ADN. La voie de réparation
longue implique la re-synthése de plusieurs nucléotides grice au complexe PCNA-
Polymérase o/e, avec déplacement du brin existant endommagé qui sera excisé par la DNase
FENI. La ligase 1 intervient pour la ligation du brin réparé.

Les cassures simples brin sont détectées par la polymérase PARPI1 et la protéine XRCCl, les
extrémités libres étant protégées et transformées par une polynucléotide kinase 3'-
phosphatase (PNKP). Le comblement de la bréche s’effectue ensuite soit par la voie de

réparation courte, préférentielle, soit par la voie de réparation longue.
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Figure 1 Mécanismes de réparation par excision de base (REB) (d’aprés Hoeijmakers [2])
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b) Réparation par excision de nucléotide

La réparation par excision de nucléotide (REN) permet d’éliminer les dommages
volumineux (pontages intra-chaine, pontages protéine-ADN) qui induisent une distorsion de
la molécule d’ADN. Selon que ces dommages bloquent 1’élongation de la polymérase II ou
non, la réparation sera couplée a la transcription (TC-REN) ou interviendra sur le génome

global, indépendamment de la transcription (GG-REN) (figure 2) (pour revue [2, 4]).

REN du génome global. | REN couplé a la transcription .

Pontages Lésions bloquant I'élongation de la Pol 11
\/\}\ \/v\
LT T L IR TP T T
Génome global ADN transcrit
XPC-hHRZz3B
/\__ / L,HB
£
< Pol ||
h

I||||||||11 I||||| ||||||

l T

i PCNA-RCF

Ligase 1

>

Figure 2 Mécanisme de réparation par excision de nucléotide (REN)

(d’apres Hoeijmakers [2])
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Dans la réparation GG-REN, les dommages sont reconnus par le complexe protéique XPC-
hHR23B tandis que dans la voie TC-REN, c’est le blocage de la progression de la polymérase
I qui, associé¢ aux protéines CSA et CSB, va permettre le recrutement des complexes
protéiques de réparation. Les étapes suivantes d’excision, resynthése et ligation sont
communes aux deux voies. Les hélicases XPB et XPD appartenant au facteur de transcription
TFIIH ouvrent la double hélice sur une trentaine de paires de bases pour libérer le site de la
1ésion. Les facteurs XPA et RPA peuvent alors se fixer et stabiliser I’ouverture pour permettre
aux endonucléases XPG et ERCC1-XPF de cliver respectivement en 3’ et en 5’ les bords de la
portion d’ADN ouverte. La re-synthése du brin endommag¢ fait intervenir les polymérases &

et € ainsi que les facteurs de réplication RPA, RFC et PCNA.

c) Réparation des cassures double brin

La détection des CDB s’effectue grace a deux phosphatidyl-inositol-3-OH-like kinases
a activité sérine-thréonine kinase, ATM (Ataxia telangiectasia mutated) et dans une moindre
mesure ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3 related) qui sont capables de phosphoryler de
nombreuses protéines impliquées dans la réparation de ’ADN telles que Brcal ou Nbsl.
Deux mécanismes majeurs de réparation des CDB peuvent étre activés par ATM/ATR en
fonction de la phase du cycle cellulaire dans laquelle la cellule endommagée se trouve (figure
3) [2, 5, 6]. La recombinaison homologue (RH), qui nécessite la présence des deux brins
homologues de I’ADN, s’effectue principalement en fin de phase S ou en phase G2, lorsque la
réplication a eu lieu. La réparation par jonction des extrémités non homologues (JENH)
intervient préférentiellement en phase G1 et S lorsque la cellule ne dispose pas d’une copie
d’ADN non endommagée. En cas d’accumulation ou de présence persistante de CDB, JENH
et RH semblent ¢galement étre activées de manicre séquentielle : le mécanisme de JENH
interviendrait trés rapidement aprés la formation des CDBs tandis que la RH ne se produirait
qu’apres arrét du cycle cellulaire [7, 8].
Une troisitme voie de réparation fautive par « Single Strand Annealing » (SSA) est
considérée comme une forme particuliére de la réparation par recombinaison homologue,
mais cette voie n’est pas fidele. Elle concerne les cassures double brin qui surviennent au

niveau des séquences d’ADN répétées.
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i. Jonction des extrémités non homologues
Deux hétérodimeres Ku formés des protéines Ku70 et Ku80 se fixent sur les extrémités libres
des cassures et se lient a la sous-unité catalytique de la protéine kinase ADN-dépendante
DNA-PKcs (figure 3). Ce complexe permet de protéger et de rapprocher les extrémités libres
puis d’enclencher le processus de modification des extrémités pour permettre I’étape finale de
ligation. Ce processus, mal connu, ferait intervenir des nucléases et/ou polymérases capables
de supprimer ou allonger une extrémité débordante incompatible avec la ligation. Il serait
responsable de la perte occasionnelle de nucléotides qui rend la voie JENH moins fidele que
la RH. Le complexe Rad50/Mrel1/Nbsl, la Dnase Fenl ou encore 1’endonucléase Artemis
activée par association avec la DNA-PKcs sont potentiellement impliqués dans ce processus
[5]. L’étape finale de ligation est assurée par le complexe ADN-ligase 4/XRCC4 et serait
modulée par la présente de la protéine XLF/Cernunnos récemment découverte, qui semble

pouvoir interagir avec le complexe de ligation [5].

ii. La recombinaison homologue
La recombinaison homologue permet de réparer les cassures double-brin en utilisant la
chromatide sceur, non endommagée comme modele. Cette voie de réparation est plus fidele
que la JENH. La cassure est reconnue par le complexe Rad50/Mrel1/Nbsl dont I’activité
exonucléase va permettre de digérer une partie de ’ADN pour libérer des extrémités 3’
simple brin (figure 3). Les protéines RPA et Rad52, qui se lient alors aux terminaisons 3’
libres, vont stimuler et faciliter ’assemblage de filaments nucléoprotéiques sur le simple brin
d’ADN composés de Rad51 ainsi que des protéines Xrcc2, Xrce3 et Rad54. Le recrutement
de Rad51 est facilité par Breal et Brca2. Les brins porteurs des filaments vont alors s’apparier
chacun avec le brin d’ADN homologue pour former un hétéroduplex. Les brins tronqués sont
re-synthétisés par des polymérases, les deux brins réparés sont séparés des brins homologues

par les résolvases et la ligation finale se fait au moyen de la ligase 1.

iii. Réparation fautive par « Single Strand Annealing »
La reconnaissance de la cassure fait 1a aussi intervenir le complexe Rad50/Mrel1/Nbs1 mais
également Rad52. Aprés formation d’extrémités 3’ libres par une exonucléase, il y a
recherche et alignement de régions courtes homologues puis excision des extrémités non
alignées par le complexe ERCCI1/XPF [9]. L’¢élimination des extrémités d’ADN simple brin
est dépendante du complexe Rad1/Rad10 et de la présence des protéines Msh2 et Msh3, et va

induire une délétion au niveau de la cassure.
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Figure 3 Mécanismes de réparation par recombinaison homologue et par jonction des
extrémités non homologues (d’apres Weterings et Chen [5]).
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C/ Arrét du cycle cellulaire

Il existe chez les eucaryotes plusieurs points de controle du cycle cellulaire permettant
la vérification du bon déroulement des processus de réplication ou de mitose. En cas de
dommages de I’ADN, la cellule a la capacité¢ d’arréter plus ou moins durablement son cycle
pour permettre aux mécanismes de réparation d’agir et éviter ainsi les anomalies de
réplication ou les aberrations chromosomiques qui pourraient apparaitre en mitose. Les
cassures double brin (CDB) et les dommages qui bloquent les fourches de réplication sont des
dommages pouvant induire un arrét du cycle cellulaire [10]. ATM et ATR qui reconnaissent
les CDB et les arréts des fourches de réplication peuvent activer les voies de transduction qui
provoquent I’arrét du cycle. La transduction du signal initiée par ATM et ATR fait intervenir
les protéines kinases CHK 1 et CHK2 (checkpoint homologs), décrites comme des adaptateurs
qui vont phosphoryler les effecteurs de la réponse cellulaire. La protéine CHK2 sert

préférentiellement d’adaptateur a ATM et CHK1 a ATR [11].

a) Les génes majeurs du cycle cellulaire

i. Le géne RB1

Le géne RB1 du rétinoblastome est localisé sur le bras long du chromosome 13 humain
(13q14.1) et contient 27 exons. Chez le rat, il est localisé en 15q12 et comprend 28 exons. La
protéine pRb issue de ce géne est une phosphoprotéine nucléaire exprimée de fagon
constitutive, qui permet, en particulier, le contrdle de la transition entre les phases G1 et S du
cycle cellulaire.

Les cibles majeures de pRb sont les facteurs de transcription de la famille E2F induisant la
synthése de nombreuses protéines de réplication. En se liant au domaine de transactivation de
ces facteurs, pRb peut bloquer leur capacit¢ a activer la transcription (figure 4). La
phosphorylation de pRb inactive la protéine. Cette phosphorylation est dépendante du cycle et

se fait séquentiellement grace au complexe cycline D- Cdk4/6.
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Agent
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—_—
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Figure 4 Régulation du cycle cellulaire par les génes RB1, p16INK4a et Tp53

ii. Le géne TP53
Le geéne suppresseur de tumeur TP53 est impliqué dans la régulation du cycle cellulaire,
I’apoptose et la stabilité du génome. Il est localisé sur le bras court du chromosome 17
humain (17p13.1) et se compose de 11 exons. Chez le rat, il se trouve en 1024 et comporte

10 exons. La protéine p53 contient quatre domaines fonctionnels majeurs (figure 5).

Transactivation Proline-rich DMA binding  Oligomerization Regulation
(1-42; 43-62)  (65-97) (102-292) (323-356) (363-393)

E 1c

"'ﬁ Rce AC

i i | () Phosphorylation

&Acetgtah’on

Figure 5 Structure de la protéine p53 (d’apres Bouchet et coll.[12])

L’extrémité N-terminale de la protéine est le domaine de transactivation ou se trouve le site de
fixation de Mdm2, protéine responsable de la dégradation de p53 via I'ubiquitination. La
région centrale contient le domaine de liaison a ’ADN. La partie C-terminale contient le
domaine de tétramérisation de la protéine, qui facilite la fixation spécifique de p53 a ’ADN,
et un domaine de régulation négative qui inhibe cette fixation spécifique. En réponse a
I’activation d’oncogeénes, comme Ras par exemple, la protéine est stabilisée par inactivation

de Mdm?2. En réponse a un stress cellulaire, Tp53 contrdle I’arrét du cycle en agissant comme
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un facteur de transcription de nombreux génes, dont p21V*"! qui inhibe la formation des

complexes cycline D- Cdk4/6 et cycline E — Cdk2 (figure 4).

iii. Les genes p16INK4a et p14ARF
Le locus CDKN2a humain est localisé sur le bras court du chromosome 9 (9p21). Chez le rat,
il se trouve en 5q32. Il inclut deux genes : pl6INK4a et un transcrit alternatif nommé
pl4ARF chez ’homme, p19Arf chez le rongeur. Ils se composent de 3 exons, dont deux
exons en commun (figure 6). Ils différent par leur premier exon qui est désigné par exonla

pour pl6INK4a et exonlf pour p14/p19ARF.

CDKN2a

exonlf exonl o exon2 exon3

C — —
T AITG\.} I

1 I—l
19kb 3 Skb 2,7kb
P14ARF p16INK4a [

Figure 6 Structure du locus CDKN2a humain (d’apres Gallagher et coll. [13])

La protéine p16™~** appartient 4 la classe INK4 des inhibiteurs du cycle cellulaire et induit le
blocage du cycle en phase G1 par inhibition des kinases Cdk4 et Cdk6 qui, complexées a la
Cycline D, phosphorylent pRb (figure 4).

Une fois transactivé par E2F, le géne pl4ARF favorise également ’arrét du cycle cellulaire.
La protéine p14™*" se fixe & Mdm2 pour lever I’inhibition de transcription du géne TP53 et

empécher 1’ubiquitination de la protéine (figure 4).

b) Arrét radio-induit du cycle en phase G1

En phase G1 du cycle cellulaire, 1’arrét consécutif a la formation de 1ésions de I’ADN
peut concerner soit le point de restriction, soit la transition G1/8S.
Pour un arrét au niveau du point de restriction, les protéines ATM/ATR ou Chk1/Chk2 vont

phosphoryler la protéine p53, ce qui va inhiber 1’interaction entre p53 et son inhibiteur Mdm?2

WAF1 INK4
1 6

(figure 7) [14]. p53 va alors induire 1’expression de p2 qui, comme pl , va inhiber
la phosphorylation de pRB par CDK4 et CDK6. La protéine pRB non phosphorylée reste

fixée a E2F, conduisant au blocage du point de restriction..
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L’arrét au niveau de la transition G1/S dépend également de ATM/ATR et met en jeu
deux voies différentes. La premicre voie entraine un arrét soutenu, voire définitif du cycle et
fait intervenir les protéines p53 et p21V*"!. Cette derniére, inhibant le complexe cycline E-
CDK2, empéche la transition G1/S. La deuxiéme voie est plus rapide mais transitoire car elle
ne retarde la progression du cycle que pendant quelques heures. Dans ce cas, les protéines
Chkl et Chk2 phosphorylent la protéine Cdc25A ce qui entraine son ubiquitination et sa
dégradation au niveau du protéasome (figure 7) [15]. La protéine Cdc25A ne peut alors plus
activer CDK2 par déphosphorylation ; il s’ensuit la phosphorylation persistante de CDK2 qui

entraine le blocage de la transition G1/8S.

Dommages de 'ADN

Ser15 Ser20 Ser395

|

— Progression
Cdk2 1 en phase S

=t
Cyclin

-

Figure 7 Contrdle du point de restriction en G1 et de la transition G1/S du cycle cellulaire

suite a des dommages de I’ADN

c) Arrét radio-induit du cycle en phase S et G2/M

En phase S, I’arrét du cycle est également transitoire et réversible. Il y a une inhibition
de I’initiation de nouveaux réplicons par la voie ATM/ATR — Chk1/Chk2 — Cdc25A -
Cycline E/CDK2 [14].
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Au niveau de la transition G2/M, D'initiation de la mitose est liée au complexe cycline B -
Cdc2 (Cdkl1) qui est phosphorylé par la kinase CAK (Cdk activating kinase) (figure 8). La
kinase Cdc2 phosphorylée au niveau des résidus Tyrosine 15 et thréonine 14 par la tyrosine
kinase Weel reste cependant inactive. La transition G2/M nécessite la déphosphorylation de
ces résidus par Cdc25. Le blocage radio-induit en G2/M est donc 1li¢ a ’inhibition de la
déphosphorylation de Cdc2, soit par suppression de 1’activité Cdc25, soit par maintien de
I’activité de Weel. Ces deux régulations peuvent résulter de 1’activation de Chkl et Chk2

sous le controle d’ATM/ATR [15].

Dommages de 'ADN

Progression
—p vers la phase

Figure 8 Contrdle de la transition G2/M du cycle cellulaire suite a des dommages de I’ADN

D/ Apoptose radio-induite par p53
Les mécanismes de la réparation et du contrdle du cycle cellulaire sont intimement liés
dans le but de maintenir I’intégrit¢ du génome. Si le nombre de dommages radio-induits de
I’ADN devient trop important, la cellule peut enclencher un processus d’apoptose. Comme
pour ’arrét du cycle radio-induit, la transduction du signal est assurée par ATM/Chk2. La

protéine Chk2 phosphoryle p53 qui, en retour, va activer les voies apoptotiques.
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L’ apoptose est un processus actif de mort programmeée qui se déroule en plusieurs étapes.
Tout d’abord, on observe une fragmentation de ’ADN des nucléosomes, une protéolyse
sélective faisant intervenir des caspases et une condensation de la chromatine. Ensuite,
s’enclenche la phase de nécrose apoptotique au cours de laquelle la cellule perd son
adhérence, la membrane cellulaire bourgeonne et le processus de lyse de I’ADN se poursuit,
aboutissant a la fragmentation du noyau. La cellule se décompose alors en corps apoptotiques
qui seront ¢liminés par les cellules avoisinantes [16].

Les caspases sont considérées comme les effecteurs clés de 1’apoptose. Ce sont des
protéases a cystéine qui clivent leur substrat apres des résidus acides aspartiques. Il existe une
quinzaine de caspases qui sont a 1’état de zymogenes inactifs (procaspases) dans les cellules.
Apres activation, les caspases dites « initiatrices » (caspase-6, -8, -9 et -10) vont cliver et
activer d’autres caspases dites « effectrices » (caspase-2, -3 et -7) pour lesquelles on
dénombre plus d’une centaine de substrats. Parmi ces substrats se trouvent des protéines de
structure comme 1’actine G ou les lamines. Le clivage des lamines A et B par les caspases 3 et
6 induit le désassemblage de la lamine nucléaire. Les caspases ciblent également des protéines
de la réparation et du cycle cellulaire comme pRB, Mdm2, PARP, Rad 51 ou DNA-PKcs et
des protéines contribuant a I’inhibition de I’apoptose (Bcl-2, Bel-xy).

L’induction des caspases consécutivement a I’activation de p53 a lieu simultanément selon

plusieurs voies (figure 9) [17, 18].

o, 1 Bid ™ 1Bid

Caspases initiatrices

Caspases effectrices

/)
e
b IAP Apoptose

Cassuresde I’ADN

Figure 9 Voies d’induction de I’apoptose par p53 (d’aprés Fridman et Lowe [17])
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a) Voie mitochondriale

Dans cette voie, les protéines de la famille Bel-2 antagonistes (Bcl-2 et Bel-XL) ou
déclencheurs (BAX, Bad, Bak, Bid) de I’apoptose sont en compétition pour se fixer sur la
paroi externe de la mitochondrie, contrdlant ’ouverture de ses pores et la libération de
cytochrome c. Le cytochrome c libéré se fixe alors a Apaf-1 qui en retour s’agrege a d’autres
molécules d’Apaf-1, générant un filament qui se fixe a la procaspase-9 pour former
I’apoptosome. En présence d’ATP, la procaspase-9 s’active et clive les caspases effectrices.
La protéine p53 a pour réle d’activer la transcription de Bax et des protéines PUMA et NOXA
qui inhibent Bcl-2 (figure 9). L’exces de Bax et I’inhibition de Bcl-2 déséquilibrent le rapport

des deux protéines au niveau de la membrane mitochondriale et induisent I’apoptose.

b) Voie des récepteurs de mort

Il existe dans la cellule une famille de récepteurs transmembranaires capables de
réguler ’activation des caspases : les récepteurs de mort qui appartiennent a la famille des
récepteurs au TNF (Tumor necrosis factor). En présence de ligand(s) (soluble et/ou
transmembranaire), ces récepteurs se trimérisent et recrutent des protéines initiatrices comme
les procaspases 8 ou 10. Celles-ci peuvent alors activer les procaspases effectrices 3, 6 et 7 ou
induire la voie mitochondriale de 1’apoptose. Les couples ligand-récepteur pro-apoptotiques
sont TNF/TNF-R1, TRAIL/DR4 ou DRS5 et Fas Ligand/Fas. Cette voie d’apoptose
extrinséque peut étre induite par pS3 qui active directement la transcription des geénes Fas,

DRS5 et Fas Ligand (figure 9).

¢) Inhibition des inhibiteurs de caspases

Certaines protéines, les IAP (Inhibitor of Apoptosis), ont la capacité d’inhiber
spécifiquement I’activité de certaines caspases. La protéine pS3 qui posséde des propriétés de
trans-répression peut inhiber la survivine, une IAP elle-méme capable d’inhiber 1’apoptose

lorsqu’elle est sur-exprimée.

E/ Instabilité génomique radio-induite
L’instabilité¢ génomique est définie comme une augmentation du taux d’altérations
génomiques au cours de la prolifération cellulaire, qu’il s’agisse de mutations ou

d’aberrations chromosomiques. Elle est considérée comme 1’'un des processus les plus
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importants de la tumorigenése car elle conduirait, par [’accumulation d’altérations
génomiques, a ’activation d’oncogenes ou a la perte de génes suppresseurs de tumeurs.

Une telle instabilit¢ a été observée dans la descendance de cellules irradiées et peut se
perpétuer pendant de nombreuses générations. L’instabilit¢ génomique radio-induite est
observée dans la plupart des types cellulaires et peut étre induite par des radiations de TEL

faible (rayonnements X et y) ou élevé (particules ).

a) Mutations radio-induites

Plusieurs modeles ont été utilisés pour déterminer le taux et la nature des mutations
apparues apres irradiation a un locus donné. Une des premiéres études a été réalisée sur des
cellules de hamster pour analyser le spectre de mutation du geéne hémizygote HPRT (pour
Hypoxantine Guanine Phosphoribosyl Transférase) porté par le chromosome X. Elle a montré
qu’une irradiation peut induire des mutations ponctuelles (substitutions de bases,
insertions/dé¢létions d’une base), des délétions inférieures a 100 paires de bases, ainsi que des
délétions plus grandes voire totales de ce gene [19]. Une autre étude majeure sur la nature des
mutations radio-induites a également ét¢ menée sur des cellules lymphoblastoides humaines
hétérozygotes pour le locus autosomal de la thymidine kinase (TK) [20]. La perte
d’hétérozygotie (LOH pour Loss of Heterozygosity) a été 1’événement le plus fréquemment
observé, pouvant s’étendre a d’autres geénes plus ou moins distants du gene cible [21]. Bien
que ces LOH étaient principalement dues a des délétions chromosomiques, il a aussi été
démontré qu’elles pouvaient résulter de processus de recombinaison [21, 22].

Outre les mutations observées juste apres 1’exposition a des rayonnements ionisants,
les études de mutagenése de HPRT ont démontré qu’environ 10 % des populations clonales,
dérivées des cellules ayant survécu a une irradiation X ou alpha, présentent une augmentation
significative de leur taux de mutation par rapport a des populations clonales dérivées de
cellules non irradiées [23, 24]. Ce phénomene d’instabilité persiste pendant 30 a 50
générations apres ’irradiation. Par ailleurs, les mutations qui apparaissent de fagon retardée
n’ont pas le méme spectre moléculaire que celles observées juste apres I’irradiation. En effet,
si apres irradiation les mutations sont majoritairement des délétions, celles qui apparaissent de
facon retardée sont essentiellement ponctuelles et, en ce sens, ressemblent plus a des

mutations spontanées [24, 25].
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b) Instabilité chromosomigque

Les aberrations chromosomiques radio-induites peuvent étre de nature différente selon
le moment du cycle ou a lieu I’irradiation. Si elle a lieu avant la phase S du cycle cellulaire,
elle peut provoquer des échanges intrachromosomiques (délétion, anneau centrique, inversion
péricentrique) ou interchromosomiques (dicentrique et fragment, échange symétrique),
aberrations qui seront portées par les deux chromatides des la phase S suivante. Si
I’irradiation a lieu en phase S ou G2, les aberrations sont chromatidiennes (lacunes,
fragments) et une seule chromatide sur les deux sera touchée. Plusieurs mécanismes
conduisant a la formation des aberrations chromosomiques ont été¢ proposés mais il semble
que I’événement prépondérant soit la formation d’une cassure de chromatide suivie par la
fusion des extrémités coupées. Certaines cassures ne sont pas réparées et donnent lieu a la
formation de fragments. Seules les aberrations stables (translocation, inversion) seront
transmises a la descendance et pourront étre mises en évidence plusieurs générations
cellulaires post-irradiation tandis que les aberrations instables, incompatibles avec la survie
cellulaire, seront éliminées.

En terme d’instabilité chromosomique radio-induite différée, une augmentation de la
fréquence des aberrations chromosomiques non clonales a ét¢ montrée pour la premicre fois
dans des cellules souches hématopoiétiques de souris examinées 12 a 14 générations apres
une exposition aux rayonnements o [26]. Les aberrations chromosomiques différées
observées pouvaient étre chromosomiques ou chromatidiennes [24, 27]. Dans une autre étude,
il a été montré que 65 % des clones provenant des lymphocytes T humains irradiés in vitro
avaient développé une instabilit¢ chromosomique [28]. Les aberrations observées
n’affectaient pas de chromosome en particulier et se composaient principalement de
translocations et de délétions de bras chromosomiques entiers, comme 1’a confirmé une étude

ultérieure [25].

3. Effets des radiations au niveau de 1’organisme

Au niveau de I’organisme, on distingue deux types d’effets des radiations. Les effets
dits « somatiques » atteignent I’individu irradi¢ et peuvent apparaitre rapidement apres
I’irradiation (quelques heures a quelques jours) ou plus tardivement comme dans le cas des
cancers, pouvant se manifester plusieurs dizaines d’années apres 1’irradiation. Les effets dits
« héréditaires » touchent la descendance de I'individu irradié et se manifestent par des

anomalies génétiques.
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Ces effets héréditaires ont été¢ mis en évidence chez la souris [29]. Mais a ce jour, les études
épidémiologiques chez ’homme (et particulierement chez les survivants d’Hiroshima et
Nagasaki) n'ont révélé¢ aucune augmentation significative de la fréquence des anomalies
génétiques dans la descendance des personnes irradiées, l'incidence naturelle des mutations
héréditaires étant déja élevée (environ 10% des naissances) [30]. C’est pourquoi nous ne
développerons ici que les effets somatiques.

En fonction des doses regues par 1’organisme, on distingue a nouveau deux grands types

d’effets : les déterministes et les aléatoires.

A/ Les effets déterministes

Les effets déterministes des radiations se caractérisent par des altérations prévisibles
qui s’aggravent avec la dose et n’apparaissent qu’a partir d’'une dose seuil dans un délai de
quelques jours a quelques mois (figure 10a). Les effets déterministes dérivent essentiellement
de la destruction par apoptose ou nécrose des cellules du tissu irradié.
Lors d’une irradiation externe globale inférieure a 0,5 Gy, les effets déterministes se
manifestent par des modifications réversibles de la formule sanguine, liées a I’atteinte de la
moelle osseuse. Pour des doses plus fortes, les effets sont irréversibles et peuvent conduire a
la mort de I’individu. Ce sont des brilures, des cataractes, des troubles digestifs,
hématopoiétiques, neurologiques... Pour les trés fortes doses (6 a 10 Gy), la mort de

I’individu peut survenir en moins de 48 heures [31].

B/ Les effets stochastiques

Les effets somatiques stochastiques (ou aléatoires) de I’irradiation sont les cancers. Ils
se caractérisent par une survenue probabiliste qui dépend de la dose, une survenue dépendante
de la variabilité inter-individuelle de radiosensibilité, une gravité indépendante de la dose, et
un délai d’apparition de plusieurs années apres 1’exposition.
Toutes les radiations ionisantes (X, y, o, 3, neutrons) sont potentiellement cancérogénes de
par les dommages qu’elles peuvent causer au niveau de I’ADN. Par prudence, la CIPR
considere que toute dose de radiation, aussi faible soit-elle, peut entrainer un cancer. Elle
applique, aux faibles doses, une extrapolation linéaire sans seuil des risques aux fortes doses
observés chez les survivants d’Hiroshima et Nagasaki (figure 10b). Cependant, aucune
donnée scientifique ne permet, a I’heure actuelle, de déterminer s’il existe un risque de cancer
aux faibles doses, ni, a fortiori, de définir si la relation dose-effet est linéaire jusqu’aux plus

faibles doses.
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Sevérité deslésions Probabilité de cancer
(a) (b)
Dose seuil
rd
&
Dose absorbée (Gy) Dose absorbée (Gy)

Figure 10 Relations dose-effet de I’irradiation. (a) Les effets déterministes apparaissent a
partir d’une dose seuil variable selon les atteintes. La sévérité des lésions augmente avec la
dose. (b) Les effets stochastiques sont supposés augmenter de maniére linéaire avec la dose

(d’apres I’Agence internationale de I’énergie atomique IAEA [31])

4. Les cancers radio-induits chez ’homme : principales données épidémiologiques

De nombreuses études épidémiologiques ont été menées sur des cohortes d’individus
exposés a différentes sources de radiations afin d’évaluer les risques de cancer pour I’homme.
Dans la plupart des enquétes épidémiologiques, le risque relatif est estimé en comparant le
nombre de cancers observés (O) dans une population exposée avec le nombre de cancers
attendus (E), observés dans une population témoin non exposée. Le risque relatif (RR)
s'exprime comme suit :

RR=0/E
Dans une optique de modélisation, 1'exces de risque relatif (ERR) est ensuite défini par :

ERR=RR -1

Nous proposons ici de présenter les principales études sur I’induction de cancers radio-induits
menées chez I’homme aprés expositions militaires, accidentelles, professionnelles ou
naturelles. Chacune de ces études a apporté, avec ses limites, des informations utiles a une

meilleure évaluation des risques de cancer aprés irradiation.
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A/ Les expositions militaires ou accidentelles

a) Les survivants d’Hiroshima et de Nagasaki

L’explosion des deux bombes atomiques a Hiroshima et Nagasaki en aolt 1945
provoqua une irradiation aigué « corps entier » a tres fort débit de dose de milliers de civils
japonais. Cette irradiation impliqua essentiellement des rayonnements 7y et plus
accessoirement des neutrons. Les doses absorbées recues par la population se sont étendues de
0,01 a 5 Gy. Parmi les survivants de ces explosions, 105 427 individus ont été réguliérement
suivis jusqu’a nos jours (Life Span Study). Entre 1950 et 1990, 7578 décés par tumeurs solides
ont ét¢ dénombrés chez les sujets irradiés a plus de 0,5 Gy, parmi lesquels 334 déces
imputables aux radiations si 1’on considere les 7244 déces par tumeurs solides observés dans
un groupe de témoins irradiés a moins de 0,01 Gy. De la méme manicre, 87 des 249 déces par
leucémie survenus pendant la méme période ont pu étre attribués a 1’exposition aux radiations
ionisantes (rapport UNSCEAR 2000). Ces premieres données portent sur la mortalité par
cancer. L’¢tude de I’incidence des cancers radio-induits prend également en compte les
cancers n’aboutissant que rarement a la mort, tels que les cancers de la thyroide, dont la
guérison est fréquente. Entre 1950 et 1987, pour I’ensemble des tumeurs solides, I’ERR
estimé a 1 Sv est de 0,45 pour la mortalité contre 0,63 pour I’incidence, soit une différence de
40 % [32].
Les radiations ionisantes ont été responsables d’une augmentation significative de I’incidence
de plusieurs types de tumeurs solides : les cancers du colon (ERR = 0,72) et de la peau (ERR
= 1) qui sont des tissus treés radiosensibles, mais aussi les cancers de 1’estomac (ERR = 0,32),
du foie (ERR = 0,49), du poumon (ERR = 0,95), des ovaires (ERR = 0,99), de la vessie (ERR
=1,02), de la thyroide (ERR = 1,15) et du sein (ERR = 1,59) [33]. La relation entre la dose et
le risque de cancers solides, tous types confondus, est linéaire [34]. Concernant les leucémies,
aucun exces de risque n’a été observé pour les leucémies a cellules T et les leucémies
lymphoides chroniques (qui représentent un tres petit nombre de cas dans la cohorte étudiée).
Pour les leucémies lymphoblastiques aigués, les leucémies myé¢loides chroniques et les
leucémies myéloides aigués, les exces de risque relatifs sont de 9,1, 6,2 et 3,3 respectivement
[35]. Ces risques apparaissent comme ¢étant les plus élevés parmi tous les cancers radio-
induits développés par les survivants des deux bombes atomiques. La relation dose-effet pour
les leucémies suit é¢galement une fonction linéaire [35].

La cohorte japonaise constitue la source d’information la plus importante dont on

dispose sur les effets différés d’une exposition a une irradiation externe. Cependant, les doses
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regues ¢étant le plus souvent fortes et aigués, elles ne permettent pas d’apprécier ni les risques
liés aux faibles doses ni ceux liés a une exposition chronique. Par ailleurs, la contribution des
neutrons & la dose totale ainsi que les possibles effets mécaniques ou thermiques dus aux

blessures constituent des facteurs d’incertitude.

b) L’accident de Tchernobyl

Le 26 avril 1986, I’explosion d’un des réacteurs de la centrale nucléaire de Tchernobyl
en Ukraine a provoqué la libération massive de maticres radioactives dans 1’atmosphére. Les

131 133

¢léments les plus représentés étaient deux des isotopes radioactifs de I’iode : I'”" et I'™", et du

137 134

césium : Cs"’ et Cs"*. D’un point de vue radiobiologique, le Cs"’ et I'T"*!, émetteurs P et y
essentiellement, sont les radionucléides qui, étant les plus volatiles, ont majoritairement
contribué a I’irradiation de la population dans un large périmétre autour de la centrale. Une
contamination de surface au Cs'* 7 supérieure a 3700 kBq/mZ, a été retrouvée en Biélorussie,
dans la Fédération russe et en Ukraine. La plupart des personnes irradiées ont donc été
soumises a la fois a une irradiation externe, par les radioéléments libérés dans
I’environnement, et a une irradiation interne par contamination alimentaire. L’iode est un
oligo-¢lément utilisé exclusivement par la glande thyroide pour la synthése des hormones
thyroidiennes. Une carence en iode dans la population exposée a provoqué la fixation massive

131
I

d’iode radioactif sur la thyroide. L’I'~", qui a une demi-vie de 8 jours, a ainsi contribué a la

quasi-totalité de la dose regue par cette glande pendant les premiéres semaines qui ont suivi

I’accident. Quant au Cs"’

qui contamine encore aujourd’hui les sols et I’eau, il est le
radionucléide qui a majoritairement contribué aux doses regues par les autres organes, que ce
soit par irradiation interne ou externe. Pendant plusieurs décennies, le Cs'*’ dont la demi-vie
est de 30 ans, continuera d’irradier, a faibles doses, les populations des trois pays touchés par
I’accident.

La conséquence majeure de cet accident a été une augmentation significative des
cancers de la thyroide chez les enfants. Ceux-ci semblaient souffrir d’une carence en iode plus
marquée que chez les adultes qui aurait provoqué une sur-fixation d’iode radioactif sur la
thyroide. De plus, le risque de développer un cancer radio-induit est d'autant plus élevé que
les sujets irradiés sont jeunes, 1’organisme étant plus radiosensible au cours du
développement. La dose absorbée moyenne a la thyroide chez les enfants de moins de 8 ans
évacués, dans un rayon de 30 km autour de la centrale, a varié¢ de 0,97 a 3,1 Gy tandis que les

doses chez les adultes n’ont pas dépassé 0,7 Gy [36]. En Biélorussie, en Ukraine et en Russie,

entre 1992 et 2002, plus de 4000 cancers de la thyroide ont été¢ diagnostiqués chez des
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personnes irradiées avant 1’age de 18 ans [36]. En tenant compte de I’imprécision des calculs,
due au manque de recensement antérieur des cancers spontanés de la thyroide, ce nombre de
cancers reste quatre fois plus élevé que celui estimé suite a 1’accident (rapport UNSCEAR
2000) [37]. Une des explications de cette différence est liée a I’incertitude de la dose délivrée
par les autres radio-isotopes de ’iode a courte durée de vie : I'*°, I'** et I'*°. D’autre part, la
carence en iode de la population qui aurait pu entrainer une sur-fixation de 1’iode radioactif
par la thyroide n’a pas été prise en compte dans les premieres estimations. Enfin, s’ajoutent
les effets de I’irradiation interne et externe par le Cs'’, irradiation qui n’a pas été incluse dans
la reconstitution de la dose délivrée a la thyroide. Or, un ERR de 7,7 par Gy a été observé
pour I’incidence des cancers de la thyroide chez des personnes exposées avant 15 ans a des

radiations externes X ou y [38]. Méme si le Cs"’

n’est responsable que d’une petite fraction
de la dose délivrée a la thyroide et que 1’estimation du risque de cancer est rendue difficile
devant I’impact majeur de 1’iode radioactif, ce radio-¢lément a également pu contribuer au
développement des tumeurs de la thyroide chez les enfants. Contrairement aux données
japonaises, la relation entre la dose et le risque de cancer est de type linéaire-quadratique avec
une inflexion pour des doses supérieures a 2 Gy [39]. Cette différence peut étre expliquée par
de possibles biais dans I’estimation de la dose recue a la thyroide ou par le nombre restreint
de sujets exposés a des doses supérieures a 2 Gy.

Chez les personnes adultes habitant les régions les plus contaminées, aucune augmentation
significative du risque de cancer de la thyroide n’a été trouvée pour une dose moyenne a la
thyroide estimée a 7 mGy (rapport UNSCEAR 2000). Enfin, aucune corrélation entre les
cancers de la thyroide et les doses d’irradiation externe recues n’a été observée chez les
« liquidateurs » qui ont travaillé autour du réacteur entre 1986 et 1987 [40, 41].

Des études épidémiologiques ont montré une augmentation de I’incidence des
leucémies chez les personnes des régions les plus contaminées et chez les travailleurs, mais
ces augmentations n’ont jamais pu étre associées aux doses d’irradiation [36, 42]. Les
leucémies ont été fortement associées a 1’exposition aux rayonnements ionisants dans la
cohorte des survivants d’Hiroshima et Nagasaki. Cette différence entre les cohortes russes et
japonaises pourrait étre due a la différence de dose et de débit de dose. En effet, tandis que la
population japonaise a été exposée a des doses flash de 10 a 500 mGy, les liquidateurs ont
recu une dose de 100 mGy en moyenne sur un an et la population accidentée de Tchernobyl a
recu une dose cumulée de 50 mGy sur 20 ans dans les régions les plus contaminées [36].
Concernant les tumeurs solides autres que les cancers de la thyroide, aucune augmentation

significative de leur incidence n’a été mise en évidence que ce soit chez les liquidateurs [43]
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ou chez les résidents des régions contaminées [36, 44]. Les doses regues par les organes
autres que la thyroide sont relativement faibles et seule une petite augmentation du risque de
cancer est attendue ou s’est déja produite qui est, ou sera, difficile a discerner de la fréquence

de cancer de base du fait des limites statistiques des ¢tudes épidémiologiques.

B/ L’exposition industrielle

Le complexe nucléaire industriel de Mayak, ouvert en 1948 dans le sud de 1’Oural, fut
le premier et le plus grand site de fabrication d’armes nucléaires de 1’ex-Union soviétique.
Des milliers de personnes employées ont pu étre exposées de maniére combinée, selon leur
poste de travail, a une irradiation externe y et a une irradiation interne o suite a 1’inhalation de
plutonium. Les effets de ces irradiations chroniques et fractionnées ont fait 1’objet d’une étude
sur une cohorte de 21 550 personnes embauchées entre 1948 et 1972, ayant regu une dose
externe cumulée moyenne de 0,8 Gy [45]. Une reconstitution de la dose interne cumulée
moyenne au poumon, basée sur I’historique professionnel des travailleurs de cette cohorte, a
permis d’estimer cette dose a 0,18 Gy. Pendant cette période, 1730 déces par tumeurs solides
ont été dénombrés dont 440 imputables aux cancers radio-induits. De la méme maniere, 26
des 66 déces par leucémie ont été associés aux radiations ionisantes.
Les tumeurs solides possiblement radio-induites incluent 304 cancers (70 %) ciblant les
organes qui fixent préférentiellement le plutonium (poumon, foie et squelette). Ces cancers
sont donc majoritairement associés a l’irradiation interne. Pour ces tumeurs, une relation
linéaire-quadratique est proposée avec une fonction linéaire jusqu’a 1,5 Gy et un ERR de
mortalité de 0,54 par Gy. Cependant, ces données doivent étre interprétées avec précaution
car si la reconstitution de la dose interne a permis d’estimer le nombre de cancers
possiblement radio-induits et de mettre en évidence une relation dose-effet, elle ne permet pas
de quantifier avec exactitude le risque de cancer associ¢ spécifiquement a I’exposition au
plutonium. Un étude plus récente, basée sur une estimation des doses internes a partir de la
concentration en plutonium dans les urines et/ou dans différents organes a I’autopsie, révele
que la relation dose-effet est plutdt de type linéaire pour les cancers du poumon et du foie
[46]. Ces données contradictoires soulignent I’importance du calcul dans I’estimation de la
dose recue, qui représente une des limites majeures des études épidémiologiques en général.
La majorité des autres tumeurs solides radio-induites sont imputables a I’exposition externe
aux rayonnements y [45]. La relation entre la dose et le risque de mortalité par cancer est de
type linéaire-quadratique avec une fonction linéaire jusqu’a 1 Gy et un ERR de mortalité de

0,21 par Gy. Ces données sont en contradiction avec la relation linéaire observée chez les
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survivants d’Hiroshima et Nagasaki exposés a de fortes doses d’irradiation externe. La forme
concave de la relation pour les plus fortes doses pourrait ici s’expliquer par une sur-estimation
des fortes doses y liée a ’impact possible des particules § de haute énergie enregistrées par les
dosimétres aux postes de travail [47].

Les leucémies radio-induites sont imputables dans 95 % des cas aux irradiations externes avec
un ERR de mortalité égal a 1. La relation dose-effet est linéaire et comparable a celle obtenue

pour les survivants des bombes atomiques.

C/ L’exposition professionnelle et domestique au radon

a) Données sur le radon

Dans son environnement, I’homme peut subir une contamination radiologique aprés
inhalation d’un gaz radioactif inodore et incolore : le radon. Ce descendant d’éléments
radioactifs renfermés dans les roches et minéraux de 1’écorce terrestre, se dégage plus
particulierement des roches granitiques et volcaniques. Dans les habitations, la concentration
en radon varie en fonction des systémes d’aération, ainsi que des matériaux de construction
employés. Cette concentration est relativement plus ¢levée dans les habitations de 1’Ouest et
du centre de la France ou elle peut atteindre jusqu’a 2000 Bg/m>. Dans les mines souterraines
de minerais (étain, fer, uranium), des concentrations encore plus élevées (10 000 Bq/m3)
pouvaient étre rencontrées avant que la ventilation des galeries ne devienne obligatoire en
1960. A I’heure actuelle, la CIPR recommande des concentrations maximales de 600 Bg/m’
dans les habitations et de 1500 Bg/m’ dans les mines [48]. En moyenne, pour la population
francaise, I’inhalation de radon contribuerait pour plus d’un tiers a la dose d’irradiation
globale annuelle d’origine naturelle et artificielle (soit 1,4 mSv pour une dose totale d’environ

3,3 mSv par an et par personne en moyenne) (figure 11) [49].
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Doses annuelles - Total 2,3 mSw/an par personne en maoyenne
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Figure 11 Exposition aux rayonnements ionisants de la population en France. Estimation en

2005 (source : Institut de radioprotection et de sdreté nucléaire IRSN, d’apres Godet et coll.

[491)

Trois isotopes du radon sont retrouvés dans 1’atmosphére :
- le radon-222, produit de filiation de I’uranium-238, issu de la désintégration du radium-226,
- le radon-220, produit de filiation du thorium-232, issu de la désintégration du radium-224 et

- le radon-219, produit de filiation de I’uranium-235, issu de la désintégration du radium-223.

Comparativement aux autres isotopes, le Rn** est celui qui représente, avec ses descendants,
le plus grand risque sanitaire. En effet, lors de la désintégration de cet isotope, 2 particules a
trés énergétiques sont émises (figure 12). Le radon et ses produits de filiation se fixent sur les
particules de I’aérosol atmosphérique et peuvent pénétrer, selon la taille des particules, jusque
dans le poumon profond [50]. Ils sont donc responsables d’une irradiation interne
essentiellement limitée aux tissus du tractus respiratoire, induisant un risque d’apparition de
tumeur pulmonaire. Le radon a été classé « cancérogene certain pour I'homme » en 1988 par

le CIRC (Centre international de Recherche sur le Cancer) [51].
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Figure 12 : Schéma de désintégration du Rn

La quantification de I’exposition radiologique au radon et a ses descendants est
délicate car I’exposition résulte des concentrations respectives de ces différents radionucléides
dans I’aérosol inhalé. Pour des raisons pratiques, une unité spécifique a ét¢ mise en place pour
suivre 1’exposition professionnelle dans les mines d’uranium, et a été ensuite adaptée aux
expositions environnementales (habitations). Un Working Level Month (WLM) correspond a
une exposition, pendant 170h, dans une atmosphére ou la concentration en énergie potentielle
alpha des descendants du radon est de 1 WL (1 WL ou Working Level est équivalent & 1,3.10°
MeV par m’ d’air ou 3700 Bg/m®). Selon I’estimation de la CIPR 65, une année passée dans
une maison a 230 Bg/m’ correspond 2 un WLM si l'on y passe 80% de son temps [48]. Un
WLM est estimé entre 0,8 et 10 mGy. Il est donc équivalent, en moyenne, a une dose engagée
de 5 mGy sur la vie de I’'individu [52, 53]. Méme pour les plus forts niveaux d’exposition, qui
sont rencontrés dans les mines d’uranium, les doses efficaces recues en moyenne par les
travailleurs sont de 1’ordre de centaines de mGy et n’induisent pas d’effet déterministe. Pour
cette raison, toutes les études chargées de définir les implications sanitaires pour I’homme de
I’exposition au radon se sont spécifiquement intéressées a 1’évaluation du risque de cancer du
poumon aussi bien dans des conditions professionnelles (mines) que domestiques

(habitations).
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b) Etudes de cohortes de mineurs

Contrairement aux précédentes études basées sur des estimations de dose, des données
précises d’exposition individuelle sont souvent disponibles pour les cohortes de mineurs. Une
analyse internationale a été effectuée dans les années 1990 réunissant 11 cohortes, soit prés de
65 000 mineurs [54-56] exposés en moyenne a 158 WLM (0,8 Gy). Dans cette analyse, 2597
déces par cancer pulmonaire ont été recensés contre 109 déces enregistrés dans une
population non exposée. Ces données mettent en évidence une association certaine entre
I’augmentation du risque de décés par cancer du poumon et 1I’exposition cumulée au radon
durant la vie professionnelle. La relation dose-effet est lin€aire et a permis d’évaluer un ERR
de mortalité de 1 pour 200 WLM (1 Gy). Ces résultats tendent a renforcer 1’étude menée chez
les travailleurs de Mayak qui propose une relation linéaire entre le risque de mort par cancer
du poumon et I’irradiation interne o par le plutonium. Cependant, ces résultats doivent étre
interprétés avec précaution car l’air minier peut étre contaminé par plusieurs autres
carcinogeénes avérés ou suspectés tels que I’arsenic, la silice ou les particules de diesel,
souvent mal documentés dans la plupart des cohortes et dont les effets sont difficilement
dissociables des effets du radon.

En dehors du risque de cancer du poumon, aucun autre risque de cancer solide ou de leucémie

n’est associé a I’exposition cumulée au radon [57-59].

¢) Etudes cas-témoins dans la population generale

La population exposée au radon domestique est soumise a de faibles doses de radon,
de 'ordre du WLM (5 mGy). Si I’extrapolation aux faibles doses de la relation dose-effet
linéaire obtenue chez les mineurs est théoriquement appliquée, il existe un risque potentiel de
cancer du poumon dans cette population. Cependant, cette extrapolation théorique est délicate
car les doses et débits de doses entre les mineurs et la population civile sont treés différentes :
chez les mineurs, I’exposition & une forte concentration en radon (>2000 Bq/m®) ne dure que
quelques années, ce qui ne correspond pas aux conditions d’exposition domestique ou la
population est exposée toute sa vie a des concentrations en radon de quelques centaines de
becquerel par m’.

Une analyse a ét¢ menée sur 13 cohortes européennes exposées a une concentration en radon
domestique moyenne de 104 Bq/m® sur 23 ans (environ 10 WLM équivalent a 50 mGy). Elle
inclut 7148 individus atteints d’un cancer du poumon et 14 208 témoins [60]. La relation

dose-effet semble étre linéaire sans seuil avec un ERR de 0,16 par accroissement de 100
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Bg/m’. La fonction linéaire reste significative lorsque I’analyse se limite aux individus
occupant des habitations ou la concentration en radon est inférieure a 200 Bg/m’ (soit, sur 23
ans, 20 WLM ou 0,1 Gy). Ces données tendent a renforcer 1I’hypothése d’une possible
extrapolation de la relation dose-effet linéaire obtenue chez les mineurs aux plus faibles doses
qui affectent la population générale. Mais cette étude doit, une nouvelle fois, étre interprétée
avec précaution. Les données sont basées sur des concentrations en radon « habituelles »
estimées a partir de valeurs mesurées a un temps donné. Ces estimations sont approximatives
car des mesures de radon réalisées dans une méme habitation a quelques années d’intervalle
ont montré une variabilité aléatoire importante. Cependant, a I’heure actuelle, les données sur
la variabilit¢ des mesures répétitives dans une habitation sur plusieurs années sont trop

limitées pour étre prises en compte.

D/ Limites des études épidémiologiques

Les études épidémiologiques ont permis de mettre en évidence un effet certain des
radiations ionisantes sur le risque de cancer chez I’homme, que ce soit pour les tumeurs
solides ou les leucémies. Mais, quelque soit le type d’étude, la détermination précise de la
relation dose-effet est potentiellement biaisée par de multiples paramétres. C’est le cas des
facteurs confondants, susceptibles d’intervenir dans le développement des tumeurs comme,
par exemple, la fumée de cigarette largement répandue dans la plupart des cohortes. Le mode
de vie des individus ou les conditions de travail dans les cohortes de travailleurs sont
¢galement des variables difficiles a évaluer.
De plus, dans la plupart des études, il n’existe pas de relevé dosimétrique précis et individuel.
Les estimations de doses utilisées ne permettent pas de prendre en compte les variations de
dose inter-individuelles, ni de définir, le cas échéant, I’impact précis des différents types de
rayonnements en présence.
Enfin, I’exceés de risque de cancer aux faibles doses est difficile a valider par des études
épidémiologiques car ce risque, s’il existe, devrait étre d’autant plus faible que la dose
approche du niveau de radioactivité naturelle. A ces doses, le suivi de cohortes, méme de
plusieurs centaines de milliers de sujets, n’aura sans doute pas la puissance statistique
suffisante pour mettre en évidence un exces d’incidence ou de mortalité trés petit venant

s’additionner a une incidence de cancer qui est trés grande dans les populations non irradiées.
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5. Apport de ’expérimentation animale pour 1’évaluation du risque de cancer du

poumon aprés inhalation de particules a

Les travaux basés sur 1’exposition d’animaux de laboratoires a des rayonnements
ionisants constituent une approche complémentaire a I’analyse épidémiologique pour I’étude
du risque de cancer aprés irradiation. Contrairement aux approches ¢épidémiologiques
confrontées a un certain nombre d’incertitudes inhérentes aux estimations de doses et aux
facteurs confondants, les ¢tudes basées sur I’expérimentation animale peuvent étre réalisées
dans des conditions d’exposition rigoureusement définies. En particulier, 1’étude des cancers
pulmonaires radio-induits est facilitée chez 1’animal par 1’absence d’exposition a la fumée de
cigarette. Dans le cas précis d’expositions a des carcinogeénes pulmonaires, le rat semble étre
le modele animal le plus adapté car il développe rarement des tumeurs pulmonaires

spontanées.

L’expérimentation animale a permis d’établir que I’effet biologique majeur de
I’inhalation de particules a (radon, plutonium) est I’induction de tumeurs pulmonaires.
L’incidence de ces tumeurs augmente de 5 a 20 % chez des rats exposés a une gamme de dose
cumulée en radon de 200 a 3200 WLM (1 a 16 Gy) par rapport a des rats non exposés [61].
Ces résultats permettent de confirmer la propriété carcinogéne du radon mise en évidence par
les études épidémiologiques et montre que les exces de risque de cancer observés dépendent
de la dose d’exposition cumulée au radon. Par ailleurs, une augmentation de la mort par

239 er s , .
PuO, a été mise en évidence

cancer du poumon chez des rats exposés a des aérosols de
pour des doses variant de 0,05 a 10,5 Gy [62]. Dans une gamme de dose plus large (0,05 a 50
Gy), une augmentation du risque de tumeurs pulmonaires de 2 par Gy a également été mise en
évidence apres exposition a du PuO, industriel [63].

Le modele de rat permet également de modéliser la relation dose-effet des
rayonnements o sans qu’aucun facteur confondant n’influence cette relation. Des études ont
¢té menées a la fin des années 1990 chez des rats exposés a du radon ou a du plutonium. La
relation entre la dose de radon délivrée aux poumons et I’induction de tumeurs pulmonaires
pour des niveaux d’exposition de 25, 50, 200 et 500 WLM (0,1 a 2,5 Gy) a une forme linéaire
sans seuil [64] et semble confirmer les données obtenues chez I’homme. Par contre,

239

I’incidence des cancers pulmonaires chez le rat aprés inhalation de PuO, est

significativement augmentée a partir d’une dose seuil de 1 Gy [65], en contradiction avec les
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relations dose-effet linéaires ou linéaires-quadratiques sans seuil décrites chez les travailleurs
de Mayak [45, 46]. Cette différence pourrait s’expliquer par I’absence, chez le rat, de
parametres confondants présents chez 1’homme tels que le tabagisme ou 1’exposition a
plusieurs types de rayonnements ionisants (y et o).

Les conditions d’exposition de I’animal aux radioéléments pouvant étre parfaitement
contrdlées, il est possible d’analyser 1’influence du débit de dose sur le risque de cancer. Les
données expérimentales chez le rat aprés une exposition a fortes doses de radon (1000 WLM,
soit environ 5 Gy) indiquent une diminution du risque de cancer pulmonaire avec
I’augmentation du débit de dose (de 250 a 2000 WL) [61]. A ce niveau de doses, il est
possible que I’augmentation du débit de dose, provoquant une augmentation du nombre de
dommages simultanés de I’ADN dans une cellule, puisse mener a la saturation des
mécanismes de réparation de I’ADN qui ne parviendraient plus a éliminer les altérations,
aboutissant a la mort par apoptose des cellules 1ésées. Ces données suggerent donc que le
risque de cancer du poumon associ¢ au radon résulte d’une interaction complexe entre
plusieurs parameétres comprenant au moins la dose cumulée et le débit de dose. Tres peu
d’études de ce type ont été menées avec d’autres radioéléments. Seule une étude chez le rat
aprés exposition a des poussiéres de minerai d’uranium, a des doses de 0,87 et 1,64 Gy,
permet également de constater que le risque de cancer pulmonaire n’est pas directement

fonction de la dose, mais qu’il dépend aussi du débit de dose [66].

Les données expérimentales viennent compléter et préciser les données
épidémiologiques sur les risques de cancer pulmonaire aprés inhalation de radioéléments
émetteurs a. Cependant, I’extrapolation a ’homme reste délicate car les mécanismes de la
carcinogenese pulmonaire chez le rat sont encore peu connus et demandent a étre mieux

définis pour pouvoir étre utilisés comme modele.
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1. Nature histologique des cancers pulmonaires

1. Cancers du poumon chez I’homme

Selon 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), le cancer du poumon est la forme
la plus fréquente de cancer dans le monde avec 1 million deux cent mille nouveaux cas par an,
représentant environ 13 % des cancers diagnostiqués chez I’homme. En Europe, 386 300
nouveaux cas de cancer du poumon ont été diagnostiqués en 2006 [67]. Prés de 60 % des
patients atteints du cancer du poumon décedent dans I’année suivant le diagnostic et 75 %
dans les deux ans. En Europe, le cancer du poumon est le cancer le plus mortel chez I’homme
et le troisiéme plus mortel chez la femme apres les cancers du sein et du colon/rectum [67].
Environ 85 % des cancers du poumon sont la conséquence de la consommation de tabac.
Parce que I’implication du tabagisme est manifeste, la plupart des études négligent souvent les
effets potentiels d’autres facteurs de risque tels que le radon.

La classification histologique des tumeurs du poumon est basée sur une nomenclature
dont les termes ont été établis en 1967 et réactualisés en 1999 par ’OMS. La grande majorité
des cancers du poumon sont des carcinomes, c’est-a-dire des cancers issus de la
transformation maligne de cellules épithéliales. Pour la classification de ces tumeurs, une
distinction majeure est faite entre les tumeurs bénignes et malignes sur la base de leur
caractere invasif (tableau 2) [68]. Les carcinomes pulmonaires malins se divisent en deux
principaux types : les carcinomes bronchiques a petites cellules (CBPC) et les carcinomes
broncho-pulmonaires non a petites cellules (CBNPC). Ces derniers se divisent en trois
principales catégories: les carcinomes épidermoides ou squameux (Sq), les adénocarcinomes

(AC,) et les carcinomes a grandes cellules (CPGC).
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Tumeurs pulmonaires épithéliales
Tumeurs bénignes

Papillome*
Adénome*

Tumeurs malignes

Carcinome ¢épidermoide. Variantes :
Papillaire
A cellules claires
A petites cellules
Basaloide
Carcinome a petites cellules. Variante :
Carcinome a petites cellules composite
Adénocarcinome
Acineux
Papillaire
Bronchiolo-alvéolaire*
Adénocarcinome solide a sécrétion mucineuse
Mixtes
Variantes™
Carcinome a grande cellule*
Carcinome adénosquameux
Carcinome pléomorphe, sarcomatoide ou avec ¢léments sarcomateux™
Tumeur carcinoide™
Carcinome de type glandes salivaires™®
Carcinomes inclassables

*niveaux de classification supplémentaires non rapportés dans ce tableau

Tableau 2 Classification histologique des tumeurs pulmonaires épithéliales (source : OMS)

A/ Les carcinomes bronchiques a petites cellules

Le cancer bronchique a petites cellules représente environ 25 a 30 % des cancers
pulmonaires et fait partie des tumeurs neuroendocrines. Il se caractérise par sa capacité a
sécréter de nombreux peptides (énolase neurone-spécifique ou NSE, chromogranine A,
synaptophysine, gastrin-releasing peptide...) qui conduisent a l'apparition de syndromes
paranéoplasiques systémiques. Le CBPC est depuis longtemps considéré comme provenant
du neuro-ectoderme, I'un des trois feuillets primitifs de I’embryon donnant le revétement
cutané et le systéme nerveux. Deux théories tentent d’expliquer cette origine. Au sein de
1'épithélium bronchique, les cellules basales, les cellules a mucus, les cellules de Clara, les
pneumocytes de type II et les cellules de Kultschitzky-Masson sont les cinq types de cellules
susceptibles de se diviser et parmi elles, seule la cellule de Kultschitzky appartient au systéme
neuroendocrine. Elle serait ainsi, pour certains, a l'origine du cancer bronchique a petites
cellules [69]. Une autre théorie de la cellule souche pluripotente semble s'imposer

actuellement. Elle considére que les cellules composant la muqueuse bronchique ont toutes
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une origine commune endodermique [70]. Elles dériveraient d’une cellule souche bronchique
phénotypiquement multipotente. La « cellule de CBPC » représenterait la version transformée
d’une cellule engagée dans une voie de différentiation neuroendocrine dérivant de cette
cellule souche. Sur cette base, on pourrait expliquer pourquoi il est possible de retrouver dans
un CBPC, outre les marqueurs neuroendocrines, des marqueurs de différenciation
¢pidermoide et/ou glandulaire. Inversement, on pourrait également expliquer comment
certains cancers bronchiques épidermoides ou glandulaires expriment des marqueurs
neuroendocrines.

Le CBPC différe des autres cancers pulmonaires par l'aspect en « grain d’avoine » de
ses cellules. De plus, il se développe beaucoup plus rapidement que les autres types de
carcinomes pulmonaires et dans plus de 60 % des cas, il a déja métastasé dans d'autres parties
du corps au moment du diagnostic. La chirurgie n’est appropriée que dans 2 a 5 % des cas,
quand la tumeur diagnostiquée est de petite taille. Cette tumeur est trés sensible aux premiers
traitements de chimiothérapie et de radiothérapie mais devient trés vite résistante et pres de 95
% des patients meurent des suites du cancer. Ce type de cancer est associ¢ dans 95 % des cas
a un terrain tabagique. Il peut étre retrouvé dans un contexte d’exposition interne aux
rayonnements a. Il ne représente que 8 % des cas de cancers pulmonaires associés a
I’incorporation de plutonium chez les travailleurs de Mayak [71]. En revanche, dans les
¢tudes de cohortes de mineurs d’uranium allemands, il est fortement associé¢ a 1’exposition au
radon [72]. Cette différence peut s’expliquer par une part plus importante d’hommes fumeurs
dans la cohorte allemande que dans la cohorte russe qui inclut de nombreuses femmes non-
fumeuses. Cette différence pourrait également provenir de la présence de silice dans les mines
sur lequel s’agregent les particules de radon qui se déposent alors préférentiellement dans la

région centrale du poumon ou se développent fréquemment les CBPC.

B/ Les cancers bronchiques non a petites cellules
Les CBNPC ont une origine épithéliale. Ils ont un temps de doublement plus lent que
les CBPC, de l'ordre de quelques mois et ils sont peu sensibles aux cytotoxiques, le traitement

curatif reposant principalement sur la chirurgie.

a) Le carcinome épidermoide (Sq)

Le carcinome épidermoide représente entre 35 et 50 % des cancers pulmonaires, il se
développe a partir de 1’épithélium des grosses bronches, souvent prés d’une bifurcation

bronchique. Il se présente sous forme d'une tumeur végétante de taille variable qui peut assez
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rapidement obstruer la bronche et étre a 1'origine d’infections respiratoires. Il peut étre peu
différencié, différencié immature ou différencié¢ mature, cette derniére forme comprenant une
kératinisation importante. Les marqueurs de la différenciation épithéliale peuvent servir
d’outils au diagnostic tels que I’involucrine ou les cytokératines. L’antigéne SCC (pour
Squamous Cell Carcinoma antigen) a également été décrit comme un marqueur fort des
carcinomes épidermoides [73]. Ce carcinome s'étend plus lentement que les autres formes de
CBNPC et s’accompagne de métastases tardives. C'est le type de cancer du poumon le plus
commun chez les fumeurs. Comme les CBPC, il ne représente que 9 % des cas de cancers
pulmonaires associés a I’incorporation de plutonium chez les travailleurs de Mayak [71] et
semble plus fortement associé a 1’exposition au radon [72]. Une fois encore, la part relative
des fumeurs dans les deux cohortes et le dépdt de 1’agrégat radon/silice au niveau des

bronches ou se développent les Sq pourraient partiellement expliquer cette différence.

b) L’adénocarcinome (AC)

L’AC représente 20 a 25 % des cancers pulmonaires, il se développe dans les zones
périphériques du poumon [74]. La prolifération tumorale se fait a partir des formations
glandulaires muqueuses situées a la périphérie du poumon. Les principaux marqueurs
tumoraux sont donc les mucines sécrétées par la tumeur. L’antigéne carcino-embryonnaire
(CEA) a aussi été observé spécifiquement dans ces tumeurs [75]. Les AC peuvent varier a la
fois par leur taille et par leur rapidité¢ de développement. C'est le type de cancer du poumon le
plus commun chez les non-fumeurs. Dans un contexte d’exposition au plutonium, il est le
cancer le plus répandu, représentant 57 % des cancers professionnels imputables aux
radiations ionisantes [71]. Dans les cohortes de mineurs allemands, son incidence ne semble

pas associée a 1I’augmentation de la dose de radon [72].

c) Le carcinome a grandes cellules (CPGC)

Il représente environ 5 % des tumeurs pulmonaires, il se développe a la périphérie des
poumons. I1 s'agit en général d’une tumeur volumineuse. Son diagnostic est essentiellement
un diagnostic d'exclusion qui s'applique aux tumeurs qui n'ont pas l'aspect d'un CBPC et qui
ne présentent ni différenciation épidermoide ni différenciation glandulaire. Il peut présenter
plusieurs grades de différenciation neuroendocrine, du moins différencié¢ ou il ressemblera a
un AC, au plus différencié ou il pourra étre confondu avec un CBPC [76]. Ce type de tumeur
peut évoluer plus rapidement que les AC et les Sq et la maladie est souvent étendue au

médiastin, a la plévre, aux os ou au cerveau au moment du diagnostic. Il est rarement retrouvé
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dans les cancers pulmonaires radio-induits que ce soit aprés exposition au plutonium ou au

radon (1 %) [71, 72].

d) Le carcinome adénosquameux (ASq)

Les carcinomes adénosquameux sont rares (inférieurs a 5 %), ce sont des tumeurs dites
mixtes formées d’une composante glandulaire comme celle des AC et d’une composante
squameuse comme celle des Sq. Des marqueurs glandulaires et squameux peuvent donc y étre
retrouvés. Le diagnostic est rendu délicat par le déséquilibre possible entre les deux
composantes. Pour un diagnostic définitif, les critéres anatomopathologiques imposent que le
contingent glandulaire et le contingent squameux représentent au minimum 10 % de la tumeur
[77]. Au moment du diagnostic, ce type de tumeurs s’accompagne plus fréquemment de
nodules métastatiques que les AC et les Sq [78]. Le pronostic est plus mauvais, avec 6,2 % de
survie a 5 ans apres opération contre 41 % en moyenne pour les AC et les Sq [79]. Comme les
CPGC, les ASq sont rarement observés dans les cohortes exposées aux rayonnements

ionisants (2 %) [71, 72].

2. Tumeurs pulmonaires chez le rat

Le rat est ’animal d’expérimentation le plus adapté pour 1’étude des carcinogenes
pulmonaires car il développe peu de tumeurs spontanées du poumon (1 %) [80]. Il est
cependant important de signaler quelques particularités d’espéce. La localisation des tumeurs
pulmonaires chez le rat est périphérique et I’origine des tumeurs est bronchiolaire et/ou
alvéolaire. Les tumeurs d’origine proximale, issues des bronches ou des voies aériennes
supérieures, n’existent pas chez les rongeurs. L’extrapolation a I’homme des effets observés
chez I’animal est donc fondée sur la comparaison de deux tissus cibles anatomiquement
différents. Cependant, I’irradiation peut induire une métaplasie de cellules basales dans les
bronchioles périphériques de rat conduisant au développement de tumeurs de type
« bronchique » [81]. L’expérimentation chez I’animal permet ainsi de reproduire des tumeurs
bronchiques de type épidermoide et/ou adénosquameux et des adénocarcinomes de
morphologie et de comportement biologique (invasion et métastase) comparables a ceux de
I’homme [82]. Par contre, les carcinomes a grandes cellules et les carcinomes a petites

cellules n’ont jamais été observés chez le rat [83].
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Les tumeurs pulmonaires malignes chez le rat ont été décrites dans de nombreux
ouvrages et atlas dédiés aux pathologies développées chez le rongeur et le rat de souche
Fischer en particulier [81, 84]. Les tumeurs pulmonaires spontanées chez le rat étant rares, les
observations sont faites sur des modeles de tumeurs radio- ou chimio-induites.

Les AC sont les plus fréquents chez le rat. Aprés inhalation de PuO,, ils représentent
plus de 60 % des tumeurs développées [63]. Aprés exposition au radon, ces carcinomes
semblent se développer indépendamment de la dose et du débit de dose délivrés au poumon.
En effet, une augmentation significative de leur incidence a été observée aussi bien aprés une
exposition au radon de 42 WLM (0,2 Gy) a tres faible débit de dose (18 WL sur 6 mois) [85]
qu’apres une exposition a une gamme de doses de 200 a 3200 WLM (1 a 16 Gy) a fort débit
de dose (250 a 2000 WL) [61].

Les Sq développés chez le rat peuvent étre plus ou moins différenciés et kératinisés,
comme chez ’homme. Les Sq radio-induits différent des Sq induits par d’autres carcinogénes
de par leur plus grande fréquence et leur développement plus rapide. Ils représentent jusqu’a
20 % des tumeurs radio-induites par le PuO, [63]. Aprés exposition au radon, I’incidence des
Sq semble plus importante aux fortes doses et aux forts débits de dose [61, 85], mais rien ne
permet, a I’heure actuelle, d’expliquer cette tendance.

Les ASq de rat sont histologiquement proches des ASq humains. Ce sont des tumeurs
mixtes associant des composantes cellulaires AC et Sq en proportions variables. Chez le rat,
I’ASq est rarement observé apres inhalation de particules non radioactives. Par contre, aprés

exposition au PuQ,, les ASq représentent 13 % des tumeurs pulmonaires développées [63].

Les tumeurs pulmonaires radio-induites chez le rat sont donc histologiquement
équivalentes a celles développées chez ’homme avec 1’avantage non négligeable d’inclure de
nombreux ASq, difficiles a étudier chez ’homme de par leur faible incidence. Ces paramétres
font de ce modele un outil de choix pour approfondir nos connaissances sur la carcinogenése

pulmonaire radio-induite.
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1. Evolution histologique et génétique des principaux types de CBNPC

Le concept actuel de la carcinogenéese est fondé sur la notion que le développement
d’une tumeur est un long processus évolutif dont les étapes successives sont dirigées par
I’accumulation séquentielle d’altérations génétiques dans la descendance d’une seule cellule
somatique [86]. Ces évenements génétiques impliquent notamment [’activation de proto-
oncogeénes et/ou l’inactivation de génes suppresseurs de tumeur directement liés a la
prolifération ou a la mort cellulaire. Ils favorisent ainsi I’invasion du parenchyme par des
cellules altérées, formant des 1ésions pré-néoplasiques puis néoplasiques. Mais cette évolution
séquentielle est difficile a reconstituer pour les tumeurs pulmonaires. D une part, ces tumeurs
forment un groupe hétérogene constitué de plusieurs sous-types histologiques qui pourraient
dériver d’autant de 1ésions pré-néoplasiques distinctes. D’autre part, le développement de
tumeurs primaires multiples au sein d’'un méme poumon est fréquent et implique, a une étape
plus précoce, la présence possible de nombreuses lésions pré-néoplasiques de grades
différents, qui rendent I’analyse complexe. L’OMS a défini trois types de lIésions pulmonaires
pré-néoplasiques : les lésions bronchiques, les 1ésions bronchiolo-alvéolaires et les 1ésions
neuroendocrines qui sont candidates pour évoluer vers des Sq, des AC et des CBPC
respectivement. Il semble que ces lésions puissent résulter soit de la dispersion d’un clone
mutant ancestral, soit d’événements indépendants reflétant la réponse des différents types
cellulaires de I’arbre bronchique a un carcinogene. Si 1I’évolution histologique séquentielle des
Sq est largement décrite, celle des AC est moins évidente a définir. L’évolution des
carcinomes a différenciation neuroendocrine (CBPC et CPGC) est inconnue étant donné la
forte progression tumorale au moment du diagnostic qui rend 1’étude des lésions pré-
néoplasiques difficile. Une hyperplasie diffuse idiopathique des cellules neuroendocrines
pulmonaires est présente chez certains porteurs de CBPC et est proposée comme précurseur
potentiel du développement des 1ésions néoplasiques neuroendocrines [87]. Cependant, il n’a
encore jamais été clairement montré génétiquement que cette Iésion évoluait vers un désordre
néoplasique et métastatique. Aussi, nous ne développerons que les études menées dans les
CBNPC non neuroendocrines.

Afin de mieux caractériser 1’évolution clonale des lésions pulmonaires, les analyses de
mutations de TP53 et de délétions du bras court du chromosome 3 humain sont fréquemment
employées. Ces deux altérations sont des événements génétiques précoces de la carcinogenése

pulmonaire (cf. chapitre IV.), marqueurs forts de clonalité [88].
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1. Développement des carcinomes épidermoides

L’étude du développement des Sq a permis I’identification d’une séquence de
développement de Iésions prolifératives focales. La progression morphologique de
I’épithélium bronchique qui meéne dans la plupart des cas a un Sq, commence par une
hyperplasie basale qui se caractérise par un épaississement de la couche épithéliale. S’ensuit
une dé-différenciation / re-différenciation cellulaire métaplasique menant a la formation d’un
épithélium squameux stratifié. La dysplasie épidermoide est diagnostiquée lorsque les cellules
métaplasiques échappent au controle de prolifération. Au stade de carcinome in situ,
I’épithélium stratifié n’existe plus et les cellules perdent leurs caractéristiques cytologiques.
Ce carcinome in situ deviendra un carcinome épidermoide malin par 1’acquisition d’un
pouvoir invasif (pour revue, Chyczewski et coll. 2001) [87].

L’analyse moléculaire des altérations du géne TP53 et de la région chromosomique 3p permet
de valider ce scénario de progression tumorale. Kohno et coll. ont en effet proposé de
comparer, pour 61 patients, les altérations génétiques des lésions pré-néoplasiques et
néoplasiques présentes chez chaque patient [89]. Leurs résultats montrent un profil de LOH
en 3p systématiquement commun aux deux types de lésions et, pour deux patients, une

mutation de TP53 identique dans les Iésions appariées.

2. Développement des adénocarcinomes

Le développement séquentiel des AC est moins connu. L’hyperplasie adénomateuse
atypique (AAH) a été décrite comme précurseur potentiel de ces carcinomes. C’est une lésion
de petite taille (1 a 3 mm) qui se développe préférentiellement dans le poumon périphérique,
composée de cellules atypiques assez proches des cellules de Clara et pneumocytes II du
parenchyme bronchiolaire et alvéolaire. Cependant, les étapes de progression des AAH vers
I’adénocarcinome ne sont pas connues et aucun grade précoce, intermédiaire ou avancé de
différenciation des AAH n’est défini par ’OMS. Ce type de lésion pré-invasive est moins
fréquent que les dysplasies épidermoides et se retrouve dans 12 a 23 % des patients atteints
d’un cancer pulmonaire primaire, avec une prédominance chez les patients opérés pour un AC
(40 %) par rapport aux patients atteints d’un Sq (9 %) [90].

L’¢étude de mutation du géne TP53 ne permet pas de préciser si 1’évolution de ces Iésions
mene aux AC. En effet, les quelques données génétiques effectuées sur des AAH indiquent

que la mutation du géne TP53 est rare (inférieur a 3 %) et apparait préférentiellement a un
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stade avancé de la progression de ces Iésions [91]. Kohno et coll. montrent que seuls 15 % des
AAH analysés présentent une mutation de TP53 ou une perte du chromosome 3p et
confirment que ces altérations génétiques n’apparaissent que tardivement dans la progression
de ces Iésions [89]. Les mutations de TP53 et la perte du chromosome 3p ne sont donc pas des
marqueurs forts de clonalité dans les AAH et ne permettent pas de définir une quelconque
évolution vers les AC. Récemment, une dysplasie des cellules bronchiolaires cylindriques a
été décrite qui se caractérise par un désorganisation de 1’épithélium bronchiolaire et qui
présente une perte du 3p commune aux AC [92]. Cependant, aucune étude génétique plus

précise n’a encore été entreprise a I’heure actuelle.

3. Cas particulier des carcinomes adénosquameux

Du fait de la faible incidence des ASq chez I’homme, peu d’études génétiques sur ces
tumeurs ont été menées et leur histogenese est mal connue. D un point de vue histologique, le
développement de ces tumeurs mixtes, contenant deux composantes AC et Sq, peut
s’expliquer de plusieurs maniéres. Il peut s’agir d’un AC au milieu duquel se serait
développée une métaplasie squameuse, ou d’une collision de deux tumeurs AC et Sq
distinctes [93, 94]. Dans ces deux cas, la tumeur mixte serait due au développement de deux
clones cellulaires distincts. Une autre hypothése est le développement monoclonal d’une
cellule indifférenciée bipotente susceptible, sous I’influence de 1’environnement tumoral, de
changer de profil de différenciation [95].

Bien que les ASq soient morphologiquement bien définis, trés peu d’approches
génétiques sur leur clonalité ont été entreprises. La premiere étude de clonalité a été menée en
1981 par 1’équipe de Steele [96]. Sur 10 cellules isolées d’un ASq murin (au phénotype AC
ou Sq), 8 clones ont produit des ASq. Ce sont de nouveaux des ASq qui se sont développés
apres inoculation in vivo. Ces résultats ont permis de supposer que les ASq ne sont pas le
résultat d’un mélange de cellules programmées pour chacun des deux phénotypes, mais bien
le résultat d’une différenciation d’un unique type cellulaire. Une analyse plus récente révele
des mutations de TP53 communes entre les deux composantes d’ASq humains, renforgant
I’hypothese de 1’expansion monoclonale de ce type de tumeurs [97].

Ces quelques ¢études sur la nature clonale des tumeurs mixtes ASq appuient fortement
I’hypothése d’un développement monoclonal. Le modéle de carcinogenese pulmonaire chez le
rat, qui fournit des ASq radio-induits en fréquence €levée, est une aubaine pour 1I’étude plus

approfondie de ces tumeurs.

51



IV. Les génes majeurs de la carcinogenése pulmonaire Introduction

V. Les génes majeurs de la carcinogenése pulmonaire

1. Le gene TPS3

A/ Dérégulation de TP53 dans les tumeurs pulmonaires humaines

Selon la base de données proposée et actualisée par Knuutila et coll. regroupant les
résultats d’hybridation génomique comparative (CGH pour Comparative Genomic
Hybridization) pour 73 types de tumeurs (www.helsinki.fi/lcmg), des délétions du
chromosome 17p sont observées dans 75 % des CBPC et 46 % des CBNPC humains [98].
Une perte d’hétérozygotie du locus de TP53 est détectée dans 52 % des CBNPC [99]. Dans la
majorité des cancers pulmonaires, la perte d’un alléle normal de TP53 démasque un alléle
altéré par une mutation ponctuelle.
Selon la base de données R11 de I'TARC, qui regroupe plus de 21 500 mutations somatiques
de TP53 identifiées dans les cancers (tous types confondus), les mutations du geéne sont a 88
% des substitutions de base [100-102]. La plupart des mutations se produisent au niveau de la
séquence codant la partie centrale de la protéine, responsable de la liaison a ’ADN. Au
niveau de cette séquence, certains résidus sont plus fréquemment mutés que les autres et sont
considérés comme des points chauds ou « hot spots » de mutation. Dans les cancers du
poumon, les principaux points chauds se situent au niveau des codons 157-158, 245-248-249
et 273 et représentent 27 % des mutations somatiques observées [102]. De plus, dans ces
cancers, 31 % des mutations ponctuelles sont des transversions G-T du brin codant,
contrairement aux autres cancers dans lesquels prédominent les transitions G-A (42 %) [101].
Une relation entre les habitudes tabagiques et la fréquence des transversions G-T dans les
cancers du poumon a été établie par de nombreuses équipes [103-105]. Trente pour cent des
tumeurs développées chez les fumeurs présentent une transversion G-T pour seulement 12 a
15 % des tumeurs diagnostiquées chez les non-fumeurs. En revanche, les transitions G-A sont
plus fréquentes chez les personnes n’ayant jamais fumé [105, 106]. Il est intéressant de noter
que les transitions G-A sont aussi les principaux types de mutations ponctuelles du gene TP53
observés dans les tumeurs pulmonaires des survivants non-fumeurs d’Hiroshima et de
Nagasaki [107].
Toutes les études de mutation du géne TP53 dans les tumeurs pulmonaires induites apres
inhalation d’émetteurs o chez ’homme ont été menées dans un contexte d’exposition au
radon. Les recherches de mutations spécifiques du gene TP53 dans les cancers pulmonaires de

mineurs d’uranium ont fourni des résultats discordants. Une premiére étude menée en 1994 a
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montré la présence d’une transversion G-T au codon 249 dans 31 % des 52 tumeurs
pulmonaires étudiées, comprenant des Sq (79 %) et des CPGC (21 %). Ces tumeurs
provenaient de travailleurs miniers américains fumeurs ou non-fumeurs fortement exposés au
radon (dose cumulée supérieure a 1000 WLM, soit 5 Gy) [108]. Cette mutation récurrente
n’ayant pas été retrouvée dans une série de 23 AC provenant de la méme cohorte de mineurs
[109], les auteurs ont conclu qu’a fortes doses de radon, cette altération génétique pouvait €tre
un marqueur moléculaire spécifique des Sq et des CPGC induits. Plusieurs autres études ont
¢té menées dans le but de rechercher cette mutation particuliére dans les cancers du poumon
radon-induits d’une cohorte de mineurs allemands exposée a une dose cumulée moyenne de
1011 WLM et comprenant de nombreux Sq [110-113]. Cependant, la prévalence et la
spécificité de la mutation au codon 249 de TP53 n’a été confirmée par aucune de ces études
(pour revue, Vihdkangas et coll. 2003) [103]. Dans le cadre d’une étude cas-témoin sur
I’exposition domestique au radon, une recherche de cette mutation a été entreprise sur une
série de tumeurs pulmonaires associées a des expositions allant de 0,5 a 30 WLM (2,5 mGy a
0,1 Gy). Toutefois, parmi les 17 cas analysés issus de fumeurs et de non-fumeurs, aucune
mutation au codon 249 n’a été rapportée [114]. L’absence de profil spécifique de mutations
du géne TP53 dans les cancers du poumon associé¢s au radon domestique a également été
conclue suite a 1’étude d’une cohorte suédoise exposée a plus de 140 Bg/m’ (environ 0,6

WLM ou 3 mGy) [115].

B/ Dérégulation de Tp53 dans les cancers pulmonaires chez le rat

Dans les tumeurs pulmonaires de rat, les mutations du gene Tp53 sont plus rares que
chez I’homme. Sur 103 tumeurs induites chimiquement, seulement 2 mutations ponctuelles
ont été détectées [116].
Toutes les études relatives aux tumeurs pulmonaires induites chez le rat par inhalation de
radon ont eu pour objectif, en premier lieu, de démontrer I’effet carcinogéne de ce facteur
environnemental, puis d’analyser I’influence des différents paramétres de ’exposition sur
I’incidence des tumeurs. En revanche, la littérature scientifique ne rapporte qu’une seule
analyse génétique basée sur la recherche de mutations somatiques de Tp53. Cette étude porte
sur 15 tumeurs induites par une gamme de dose de radon de 500 a 1000 WLM (2,5 a 5 Gy)
pour lesquelles aucune mutation du gene n’est détectée [117]. Apres inhalation de dioxyde de
plutonium, deux études rapportent une mutation du geéne dans 5 % et 13,5 % des tumeurs
respectivement. Dans la premiére étude, ce sont deux tumeurs qui portent une transition G-A

[118]. Dans la seconde, 8 mutations sur 11, localisées dans les exons 5 et 6 du gene Tp53,
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sont ¢galement des transitions G-A [119]. Ces données confirment la faible fréquence de
mutation de Tp53 dans les tumeurs pulmonaires de rat, y compris les tumeurs radio-induites

par des rayonnements o.

C/ Dérégulation de la protéine p53 par MDM?2

Le géne MDM2 humain comprend 12 exons et est localisé sur le bras long du
chromosome 12 humain, en 12q14.3-q15. Chez le rat, il se trouve en 7q22 et comporte 15
exons. La protéine Mdm?2 a une fonction E3-ubiquitine-ligase, c’est-a-dire qu’elle lie de fagon
covalente un ou plusieurs résidus ubiquitine a son substrat, en 1’occurrence la protéine p53.
Cette liaison entraine la délocalisation de p53 dans le cytoplasme et sa dégradation par le
protéasome 26S [120]. Le geéne MDM2 est donc un régulateur négatif de la voie de TP53 et
son activité oncogénique explique qu’il soit amplifié¢ et sur-exprimé dans de nombreux
cancers [121]. Cependant, dans la grande majorité des tumeurs, les mutations de TP53 et les
amplifications de MDM2 sont exclusives [121]. Dans les tumeurs pulmonaires humaines, ce
sont plutdt les mutations de TP53 qui dominent, les amplifications de MDM2 n’étant
observées que dans 6 a 7 % des CBNPC [122, 123]. Chez le rat, ou la mutation de Tp53 n’est
pas fréquente, peu d’études d’amplification de Mdm?2 ont été menées. Seule une étude a été
proposée sur des tumeurs induites par rayons X, pour lesquelles aucune amplification du géne

n’a €té rapportée [124].

2. Lelocus CDKN2a

A/ Dérégulation de p16INK4a dans les cancers pulmonaires humains

Chez ’homme, 1’analyse de tumeurs pulmonaires par CGH met en évidence que 64 a
83 % des CBNPC ont une perte en 9p21 [98, 125], pour seulement 19 % des CBPC [126].
Localisé dans cette région, pl6INK4a est désigné comme le géne suppresseur de tumeur
impliqué dans la carcinogenése pulmonaire. Les recherches de LOH preés du géne p16INK4a
renforcent cette hypothese car plus de 50 % des CBNPC présentent une perte allélique [127,
128]. Le role majeur de pl6INK4a dans la carcinogenése pulmonaire se confirme par les
analyses directes du geéne qui révelent son altération génétique dans 70 % de ces tumeurs
[129].
Ce geéne suppresseur de tumeur peut étre inactivé par divers mécanismes génétiques et
épigénétiques tels que la délétion homozygote, la mutation ou la méthylation. Gazzeri et coll.

ont été les premiers a définir la fréquence relative de chacun de ces mécanismes dans les
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tumeurs pulmonaires humaines : sur 21 CBNPC n’exprimant pas la protéine pl16™~" (49 %
des cas), ils ont montré que 10 tumeurs présentaient des délétions homozygotes (48 %), que 3
d’entre elles portaient des mutations ponctuelles (14 %) et que 7 autres étaient
hyperméthylées au niveau des ilots CpG de I’exon 1o du géne (33 %) [130]. Par la suite, la
perte d’expression de la protéine pl6™<** a été confirmée dans 40 a 50 % des CBNPC [131-
133]. En revanche, les délétions homozygotes du géne pl6INK4a n’ont été observées que
dans 34 % des CBNPC [134]. Les mutations ponctuelles sont également moins fréquentes,
elles sont détectées dans 5 a 8 % des CBNPC [135, 136]. Concernant 1’analyse du taux de
méthylation de pl6INK4a, Merlo et coll. ont suggéré que 1’hyperméthylation du promoteur de
pl6INK4a corrélait mieux a la perte d’expression du géne que la méthylation de 1’exon la
[137]. Par I’étude du promoteur, plusieurs équipes confirment les données de méthylation
obtenues pour I’exon lou: 22 a 30 % des CBNPC présentent une hyperméthylation de
pl6INK4a [138, 139]. Une autre étude, également basée sur la méthylation du promoteur de
pl6lnk4a, rapporte, elle, une fréquence de méthylation de 50 % dans les CBNPC [140]. Des
variations de méthylation au sein des divers CpG du promoteur de pl6Ink4a ayant été décrites
[141], les différences observées d’une étude a ’autre peuvent étre dues aux différents sites
CpG qui ont été analysés lors de la PCR spécifique de la méthylation (MSP pour Methylation
Specific PCR).

L’inactivation du géne p16INK4a est rare dans les CBPC ou I’inactivation du géne RBI1
domine a 90 % (cf. chapitre 1V.3.B) [142]. Aucune délétion homozygote du géne n’a été
détectée dans les lignées cellulaires de CBPC [143]. La fréquence de méthylation de
pl6INK4a est également plus faible dans les CBPC que dans les CBNPC avec seulement 6 %
de cas d’hyperméthylation du promoteur [139].

A ce jour, aucune étude sur les mécanismes d’inactivation de pl6INK4a n’a ét¢ menée sur des
tumeurs pulmonaires humaines radon-induites. Concernant les tumeurs pulmonaires radio-
induites, seule une ¢tude de méthylation a été proposée sur 70 AC de travailleurs de Mayak
exposés au plutonium. Elle décrit une augmentation de la méthylation de pl16INK4a dans la
cohorte de travailleurs par rapport a une population témoin (respectivement 62 % et 43 % des

tumeurs méthylées) [144].
B/ Dérégulation de p161nk4a dans les cancers pulmonaires chez le rat

L’¢tude de I’inactivation de pl6Ink4a dans les tumeurs pulmonaires induites chez le

rongeur est rare. Une seule analyse par CGH de tumeurs pulmonaires radon-induites de rat
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montre une perte récurrente de la région 5q11-33 dans 6 AC sur 12 (50 %) [145]. En terme de
LOH, seules des données chez la souris sont disponibles ou, en moyenne, 40 % des AC
analysés présentent une perte allélique prés du locus de Cdkn2a [146, 147]. Les mutations de
pl6Ink4a n’ont jamais été recherchées dans les tumeurs pulmonaires de rat. Chez la souris,
aucune mutation du géne n’a été mise en €vidence, que ce soit dans des tumeurs pulmonaires
induites par de 1’aflatoxine B1 [148] ou du chlorure de méthyleéne [149], rejoignant le faible
taux de mutation observé chez 1I’homme. En terme de délétion, si 40 % de délétions
homozygotes sont détectées dans les lignées cellulaires pulmonaires de rat, aucune délétion
n’a été retrouvée dans les tumeurs primaires correspondantes, qu’elles soient induites par des
rayons X ou de I’oxyde de plutonium [150]. En revanche, dans ces mémes tumeurs,
I’hyperméthylation de I’exon 1o de pl6Ink4a est observée dans 72 % des cas. Ce taux élevé
de méthylation est retrouvé dans les carcinomes induits par exposition au diesel, au carbone et
au béryllium (59, 45 et 80 %, respectivement) [151].

Ces quelques études de pl6lnkd4a chez le rat fournissent des données quant aux
mécanismes d’inactivation du géne dans la carcinogenése pulmonaire expérimentale. Comme
chez I’homme, la perte récurrente de matériel génétique au niveau du locus fait de pl16Ink4a
un gene candidat fort. Le faible taux de mutation et le fort taux de méthylation décrits dans les
CBNPC humains se retrouvent dans le modele animal. Seules les délétions homozygotes
semblent moins fréquentes dans les tumeurs primaires de rat.

Il est intéressant de noter que chez le rat, comme chez ’homme, aucun des mécanismes

d’inactivation de p16Ink4a ne semble intervenir spécifiquement pour un carcinogéne donné.

C/ Dérégulation du transcrit alternatif pl4ARF/p19Arf

Les pertes de matériel génétique altérant le gene p16INK4a sont généralement larges
et entrainent souvent la co-délétion de I’exon 13 de pl4ARF/p19Arf. En effet, les délétions
homozygotes affectant les deux génes sont couramment décrites chez 1’homme. Elles
concernent 30 % des CBNPC [135] et 38 % des lignées cellulaires de CBNPC [152]. Mais
pl4ARF est moins fréquemment étudié¢ que pl6INK4a. De rares mutations de p14ARF ont
¢été localisées dans I’exon 2, commun aux deux génes [135, 152]. Aucune mutation dans
I’exon 1P spécifique de p14ARF/p19Arf n’est répertoriée a ce jour, ni chez ’homme, ni chez
le rongeur [153-155]. En terme de méthylation, contrairement a pl6INK4a, le taux de
méthylation de pl4AREF est faible (inférieur a 34 %), voire nul dans la majorité des lignées

cellulaires et tumeurs pulmonaires humaines analysées, que ce soit au niveau du promoteur ou
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de I’exon 1P [152, 154, 156]. Dans les carcinomes pulmonaires de souris induits par de
I’aflatoxine B1, il apparait que seulement 6 % des ilots CpG du promoteur de pl19Arf sont
méthylés contre 63 % des CpG du promoteur de p16Ink4a [148]. Ces résultats indiquent que,
chez ’homme et le rongeur, pl6INK4a est la cible préférentielle des altérations du locus
CDKN2a.
Parce que pl4ARF/pl19Arf appartient a la voie de régulation de TPS53, certains auteurs
supposent que 1’inactivation concomitante des deux génes est rare dans une méme tumeur. La
forte incidence de mutations de TP53 décrite dans les CBNPC humains pourrait ainsi
expliquer le faible taux d’inactivation de pl4ARF. Cependant, a I’heure actuelle, aucune
étude simultanée des deux génes ne met en évidence de corrélation inverse entre la mutation
de TP53 et la mutation ou la délétion homozygote de p14ARF, la fréquence des altérations de
ce dernier geéne étant équivalente dans les CBNPC porteurs ou non de mutations de TP53
[135, 152, 153].

Bien que pl4ARF/p19Arf soit décrit comme gene suppresseur de tumeur, de par son
role dans la voie de régulation de TP53, il reste encore peu étudié dans les tumeurs
pulmonaires et semble étre une cible secondaire des pertes observées en 9p21 chez I’homme

et en 5q32 chez le rat.

3. Autres génes de la carcinogenése pulmonaire

A/ Le géne p15INK4b

Le geéne pl15INK4b code pour une protéine de la classe des inhibiteurs du cycle
cellulaire INK4 & laquelle appartient pl6™~*. Cette protéine forme un complexe avec les
kinases CDK4 et CDK6 et fonctionne comme un régulateur de croissance cellulaire en
contrdlant la progression du cycle en phase G1 par le méme processus que pl6™~*. Chez
I’homme, le géne pl15INK4b est positionné a 10 kb de pl4ARF. Par conséquent, il est
fréquemment co-delété avec le locus CDKN2a [143, 157]. Cependant, aucune mutation du
gene n’a jamais été observée [143, 157, 158] et la méthylation du promoteur, de 4 & 11 %, est
trés faible par rapport a celle de p16INK4a [159, 160].
Le role précis de p15INK4b dans la carcinogeneése reste inconnu. Récemment, chez des souris
invalidées pour pl6lnk4a, une augmentation de la fréquence de tumeurs a €été mise en
¢vidence en absence de pl5Ink4b, suggérant un effet de soutien de pl5Ink4b dans la

régulation de la prolifération cellulaire en absence de p16Ink4a [161].

57



IV. Les génes majeurs de la carcinogenése pulmonaire Introduction

B/ Le géene RB1

La mutation de RBI est retrouvée dans un nombre restreint de cancers, tels que les
rétinoblastomes, les ostéosarcomes et les CBPC. Cependant, la déficience de la « voie RB »,
que ce soit par inactivation de pl16INK4a ou sur-expression de la cycline D1 ou de Cdk4, sont
observées dans la plupart des tumeurs [162].
Les analyses de tumeurs pulmonaires par la méthode de CGH mettent en évidence des
différences significatives entre les tumeurs neuroendocrines et non-neuroendocrines : la perte
de matériel génétique de la région chromosomique 13ql12-14 est détectée dans 75 % des
CBPC, alors que cette région n’est perdue que dans 36 % des CBNPC [98]. Les études de
LOH au locus de RB1 révelent des pertes alléliques dans 93 % des CBPC [163] pour 47 a 62
% des CBNPC [128, 163]. Ces résultats corrélent avec une absence d’expression du transcrit
RBI dans 60 a 77 % des lignées cellulaires de CBPC [164, 165] et dans 64 % des CBPC
primaires [166]. Des anomalies de I’expression de la protéine pRb ont également été détectées
par immunohistochimie dans 78 a 100 % des CBPC [166-168]. Au niveau de la séquence du
gene RBI1, aucune méthylation n’a été observée dans les CBPC [166]. Des délétions
homozygotes ont été détectées dans 8 % des cas [165]. Trois délétions de 1 a 2 paires de bases
ont été décrites dans des lignées cellulaires de CBPC, localisées aux exons 20, 22 et 23 du
gene [169]. Une mutation par substitution a été rapportée dans une autre lignée qui mene a la
production d’une protéine hypophosphorylée non fonctionnelle [170]. Mais le faible taux
d’altérations du géne ne correle pas au taux élevé de LOH et ne peut pas, a lui seul, justifier
de la perte d’expression fréquemment décrite dans ces tumeurs.
Dans les CBNPC, de rares mutations ponctuelles ont ét¢ décrites [171-173]. Une perte ou une
réduction de I’expression de la protéine a ét¢ mise en évidence par immunohistochimie dans
17 a 56 % des cas [131, 132, 174], avec une fréquence plus ¢élevée dans les AC que dans les
Sq (33 % et 14 % respectivement) [175].
L’¢tude de Rbl dans les CBPC de rongeur est quasiment inexistante du fait de la faible
incidence de ce type de tumeurs. Néanmoins, un nouveau modele de souris vient d’étre
proposé qui doit permettre 1’induction de tumeurs pulmonaires similaires aux CBPC humains
[176] et qui devrait faire avancer nos connaissances sur ces tumeurs particuliérement
agressives. Dans les CBNPC, une perte de matériel génétique dans la région chromosomique
5q de rat a été observée dans 42 % des AC [145]. Malgré le peu de données existantes dans
ces tumeurs, une analyse comparative de AC chez ’homme et la souris a permis d’entrevoir
un mécanisme et une fréquence de dérégulation de RB1 équivalents dans les deux espéces

[177].
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C/ Les génes RAS

Les trois membres de la famille des génes RAS, H-RAS (homologue cellulaire de
I’oncogene viral responsable du sarcome murin de Harvey), K-RAS (homologue de
I’oncogéne viral du sarcome murin de Kirsten) et N-RAS (identifié a partir d’une lignée
cellulaire de neuroblastome), sont localisés respectivement en 11p15.5, 12p12.1 et 6p13 chez
I’homme (1g41, 4944 et 2q34 chez le rat). Les produits de ces génes sont des polypeptides
localisés dans le cytosol, ancrés dans la membrane plasmique. Ces protéines sont inactives
lorsqu’elles sont couplées au GDP (pour Guanosine DiPhosphate), deviennent actives
lorsqu’elles se fixent au GTP (pour Guanosine TriPhosphate) et acquiérent la capacité
d’hydrolyser le GTP pour un contrdle rétroactif. La voie de signalisation des RAS est initi¢e
par la fixation de facteurs de croissance extra-cellulaires a leurs récepteurs membranaires
(dont EGFR pour Epidermal Growth Factor Receptor). Cette fixation entraine la dimérisation
des récepteurs qui provoque une cascade d’activation conduisant a I’échange d’un GDP par
un GTP sur les protéines RAS. Une fois actives, ces protéines activent a leur tour de
nombreux facteurs de transduction du signal, dont RAF et les protéines de la cascade des
MAPK (pour Mitogen-Activated Protein Kinases). Ces voies de transduction ménent
finalement a 1’expression de geénes tels que MYC, FOS et JUN, et favorisent 1’entrée des
cellules en phase S du cycle cellulaire. Les mutations affectant la structure des protéines RAS
entrainent la stabilisation de la protéine sous sa forme active et la perte de 1’activité GTPase.
La fixation a un GTP et la transduction du signal, en devenant constitutives, conduisent a la
perte du controle du cycle cellulaire, conférant ainsi aux protéines RAS mutées un potentiel
oncogénique.

La conversion des proto-oncogenes de la famille RAS, fréquente dans de nombreux
types de cancers, survient préférentiellement par mutation ponctuelle. Le mutant N-RAS est
retrouvé dans les mélanomes et les leucémies. Les mutations de H-RAS sont plus souvent
associées aux tumeurs du tractus urinaire. Ce sont les mutations de K-RAS qui sont les plus
répandues, notamment dans les cancers du colon, du pancréas et du poumon [178]. Les
mutations activatrices du géne K-RAS surviennent sur les codons 12, 13 et 61 des exons 1 et
2 (régions conservées entre I’homme et le rat). Toutefois, dans le cas des tumeurs
pulmonaires, la majorité des mutations affectent le codon 12 [106, 116]. Chez ’homme, ce
sont les transversions G-T qui dominent, décrites comme spécifiques du tabac [105, 179,
180]. L’incidence de mutations de K-RAS varie en fonction des types histologiques : aucune

mutation n’a été détectée dans les CBPC humains alors que le taux de mutation varie de 11 a
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36 % dans les tumeurs primaires et les lignées cellulaires de CBNPC [106, 129, 181], avec
une fréquence plus élevée dans les AC (21 %) que dans les Sq (9 %) [105].

Les analyses moléculaires du proto-oncogene K-RAS dans les tumeurs pulmonaires de
mineurs d’uranium ont montré une mutation dans 39 % des cas, mais aucune spécificité ne
permet de refléter leur étiologie [109]. Chez le rat, la recherche de mutation de K-Ras dans les
tumeurs pulmonaires radon-induites n’a pas été proposée. En revanche, dans les tumeurs
pulmonaires induites par le plutonium, des altérations de K-ras sont identifiées dans 46 % des
cas avec une majorité de substitutions par transition G-A en premicre position du codon 12

[116].

D/ Les génes MYC

La famille des genes MYC comprend 5 membres, C-, N-, L-, S- et B-MYC. Ces genes
codent pour des phosphoprotéines nucléaires régulant notamment la transcription de génes
impliqués dans la prolifération, la différentiation cellulaire et 1’apoptose. Les protéines de
cette famille ont chacune des fonctions spécifiques et leurs profils d’expression varient selon
les tissus. Les facteurs de transcription MYC sont activés par la formation possible
d’hétérodimeéres avec la protéine MAX (pour MYC associated factor X). Bien que les
mécanismes d’action des protéines MYC ne soient pas encore entierement connus, la protéine
C-MYC, la mieux caractérisée de cette famille, a été décrite comme directement impliquée
dans le contrdle du cycle cellulaire. En effet, I’expression de C-MYC favorise I’activation du
complexe Cycline E/Cdk?2 et active la transcription de la cycline D et de Cdk4. 1l a également
été montré qu’une surexpression de MYC induisait une surexpression de E2F dans les CBPC
[182].

Contrairement a RAS qui est fréquemment activé par mutation, MYC est surexprimé
suite & une amplification génomique. L-MYC et N-MYC, localisés en 1p34.3 et 2p24.3 chez
I’homme (5936 et 6q14 chez le rat), n’ont été rapportés amplifiés que dans les CBPC [182-
185]. L-MYC a une fréquence d’amplification plus ¢élevée dans les tumeurs obtenues par
xénogreffe (43 %) que dans les tumeurs neuroendocrines primaires (13 a 17 %) avec un
nombre de copies pouvant étre 35 fois supérieur au tissu normal. N-MYC a une fréquence
d’amplification plus faible que L-MYC (8 % en moyenne), mais cette amplification peut étre
jusqu’a 80 fois supérieure a celle du tissu normal. Le gene C-MYC humain est, lui, localisé en
8g24. Cette région chromosomique est affectée par des amplifications génomiques dans 10 %
des CBPC et des CBNPC analysés par CGH [98]. Au niveau du géne, une incidence de 5 a 10
% d’amplification de MYC dans les CBNPC est confirmée par plusieurs études [186-188].
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Détectée principalement dans les stages cliniques avancés, cette amplification de MYC ne
semble pas représenter un événement initial dans la transformation maligne, mais surviendrait

plus tardivement lors de la progression tumorale [188, 189].

4. Autres régions chromosomiques fréquemment altérées et génes candidats

Des ¢études cytogénétiques et moléculaires ont rapporté des déséquilibres récurrents de
nombreuses autres régions chromosomiques autant dans les CBPC que dans les CBNPC [190,
191]. La base de données de Knuutila et coll. fournit une bonne revue de la littérature [98].
Les régions 3p, 4q, 5q et 13q sont des régions délétées dans plus de 60 % des tumeurs
pulmonaires (CBPC et CBNPC confondus), tandis que 10q est une région délétée
majoritairement dans les CBPC. Les gains des régions 3q, 5p et 8q, quant a eux, sont les plus
récurrents dans les CBPC et les CBNPC avec des fréquences beaucoup plus faibles que les

pertes, affectant moins de 20 % des tumeurs.

A/ Déletion du 3p

Le bras court du chromosome 3 humain est délété¢ dans 90 a 100 % des CBPC et dans
60 a 73 % des CBNPC [98]. Les études par LOH ont permis de définir plusieurs régions
distinctes, cibles de délétions fréquentes : 3p25, 3p12-14 et 3p21 [192]. Pour chaque région,
plusieurs génes candidats ont été proposés (pour revue, Zabarovsky et coll. 2002) [193]. Nous
n’exposerons ici que les principaux candidats.

En 3p25 se trouve localisé le géne suppresseur de tumeur VHL (pour Von Hippel-
Lindau). L’inactivation de ce géne est associée a un accroissement de 1’angiogenése, due a la
perte de contrdle négatif sur les génes induits par hypoxie, notamment VEGF [194]. Une perte
allélique du géne est détectée dans 83 % des CBNPC, mais aucune mutation n’a été observée
[195].

Le gene FHIT (pour Fragile Histidine Triad) est proposé comme la cible des délétions
en 3pl4. Dans les CBNPC, une perte allélique est fréquemment observée a ce locus (58 %)
[128] et la méthylation du geéne est détectée dans 37 % des tumeurs primaires et 65 % des
lignées cellulaires [196, 197]. La perte de la protéine FHIT est corrélée a une forte
prolifération et une diminution de I’apoptose dans les CBNPC et particulierement dans les Sq
[198]. Ce n’est que récemment que son action pro-apoptotique a été¢ définie dans des lignées

cellulaires dérivées de CBNPC via I’activation de la voie des récepteurs de mort [199].
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Sur la bande 3p12, le géne ROBO1 (Roundabout, axon guidance receptor, homolog 1)
a été proposé¢ comme candidat [200]. Ce gene, codant pour une protéine de la famille des
molécules d’adhésion neurales (N-CAM, neural cell adhesion molecule 1), est muté dans 33
% des AC de rat étudiés par Tsujiuchi et coll. [201]. Dans les CBNPC humains, aucune
mutation et seulement 4 % de méthylation du gene ont été¢ détectés [202]. De plus, le rdle
précis de la protéine dans la carcinogenese est mal connu. Des études supplémentaires sont
donc requises pour déterminer si ROBO1 a une fonction de gene suppresseur de tumeur dans
la carcinogenése pulmonaire.

Enfin, en 3p21, RASSF1 (Ras association domain family member 1) a été proposé
comme geéne suppresseur de tumeur. Ce géne, localisé en 3p21.3, présente une méthylation de
son promoteur dans 40 % des CBNPC [203, 204]. C’est un gene qui semble inhiber
I’accumulation de la cycline D1 au cours du cycle cellulaire, possiblement via son effet anti-
oncogénique sur JNK [205]. Un autre geéne localis¢ en 3p21.3 appelé SEMA3B ou
semaphorin 3B a ¢été ciblé. Ce gene de la famille des sémaphorines/collapsines joue un rdle
majeur dans I’orientation des axones et a été propos¢ comme suppresseur de tumeur pour sa
capacité a activer 1’apoptose via p53 [206]. La double altération du geéne par LOH et
méthylation est retrouvée dans 45 % et 50 % des tumeurs et lignées cellulaires de CBNPC
[207, 208].

Cependant, dans 1’état actuel de nos connaissances, aucun de ces génes candidats localisés sur

le 3p ne peut expliquer le taux élevé de délétions de cette région dans les cancers pulmonaires.

B/ Délétion du 4q

La région 4q22-ter est délétée dans 68 % des CBPC et la région 4q31-ter dans 60 a 64
% des CBNPC [98]. Par la technique de LOH, trois zones de délétion plus restreintes ont été
définies, elles concernent le 4q33, le 4q34.1 et le 4q34.3-35.2 [209]. Le géne CARF, localis¢
en 4q35, a récemment ét€¢ proposé comme gene suppresseur de tumeur candidat dans des
adénocarcinomes de 1’cesophage [210]. La protéine codée par ce géne interagit avec p14°*" et
active les fonctions de p53 [211]. Il semble que cette protéine puisse aussi interagir avec
Mdm?2 et soit dégradée par la voie du protéasome Mdm2-dépendante. La fonction de ce géne
fait de lui un candidat fort des délétions récurrentes en 4q35, mais sa récente découverte ne
permet pas de définir, pour le moment, son réle dans la carcinogenése pulmonaire.
Le géne Fbw7 (F-box and WD repeat domain containing 7), localisé en 4q31.3, est un géne
suppresseur de tumeur qui code pour une protéine « F-box » responsable de 1’ubiquitination

de nombreuses oncoprotéines telles que la cycline E, c-MYC, ¢-JUN ou NOTCH. Il est muté

62



IV. Les génes majeurs de la carcinogenése pulmonaire Introduction

dans divers cancers humains, dont les cancers pulmonaires, avec une fréquence de mutation
de 6 % en moyenne [212, 213]. Il semble cependant que la mutation du géne soit rare dans les
adénocarcinomes [214]. Des études plus approfondies de ce candidat potentiel sont encore

nécessaires avant de statuer sur le role qu’il pourrait jouer dans la carcinogenése pulmonaire.

C/ Délétion du 5q

Dans les CBPC, la région 5q21-ter est délétée dans 76 % des cas. Dans les CBNPC, la
région 5q14-23 est délétée dans 55 % des cas [98]. En 521, région communément perdue
dans les deux types de tumeurs, se trouvent les génes MCC et APC qui subissent une perte
d’hétérozygotie dans 41 % des CBNPC [215]. Le géne APC (pour Adenomatosis Polyposis
Coli) code pour une protéine qui, en se fixant a la B-caténine, régule négativement la voie de
prolifération cellulaire par Wnt. APC est un suppresseur de tumeur muté dans la majorité des
cancers du colon. En revanche, dans les cancers pulmonaires, les mutations du géne sont rares
(0 a5 %) [215, 216]. Les fréquentes pertes alléliques sont plutot associées a une méthylation
aberrante du promoteur dans 71 % des CBNPC et 38 % des CBPC [217]. Le géne MCC (pour
Mutated in Colorectal Cancers), quant a lui, est fréquemment co-délété avec APC dans les
tumeurs pulmonaires [218] mais son role dans la régulation négative du cycle cellulaire est

encore mal connu.

D/ Délétion du 13q

D’aprées les données de CGH, trois régions du 13q sont majoritairement délétées : la
région 13q14 dans les CBPC qui contient le géne RB1 (détaillé au chapitre IV.3.B), la région
13921 perdue dans 65 % des CBPC et des CBNPC, et la région 13q33-34 perdue
préférentiellement dans les CBNPC (58 %) [98].
Pour la région 13q21, aprés des analyses dans des tumeurs du sein et de la prostate, 1’équipe
de Chen propose comme candidat le géne KLF5 (Kruppel-like factor 5) récemment décrit
comme facteur de transcription [219, 220]. Ils décrivent une perte allélique et une perte
d’expression fréquente du géne, mais aucune mutation, méthylation ou délétion homozygote.
L’inhibition de croissance des lignées cellulaires de sein et de prostate, apres réintroduction
du geéne sauvage, suggere un role suppresseur de tumeur. Cependant, aucune analyse de KLF5
n’a encore été effectuée dans les tumeurs pulmonaires. Par ailleurs, en 13q21.2, se trouve
localis¢ un autre candidat PCDH20 (protocadhérine 20), qui est inactivé dans 54 % des
lignées de CBNPC par hyperméthylation. La restauration de I’expression du gene ralentit la

prolifération cellulaire, faisant de ce géne un facteur potentiel de la carcinogenése pulmonaire

63



IV. Les génes majeurs de la carcinogenése pulmonaire Introduction

[221]. En 13g34 se trouve un candidat suppresseur de tumeur appelé ING1 (pour Inhibitor of
Growth family, member 1). La protéine produite par ce géne est capable de se fixer a p53 au
site de fixation de Mdm2 et peut ainsi protéger p53 de la dégradation [222]. Une diminution
d’expression du geéne a été détectée dans 42 % de CBNPC, principalement dans les cas ne
présentant pas de mutation de TP53 [223]. INGI1 semble donc étre un candidat fort de la

carcinogenese pulmonaire et son role précis dans ce processus mérite d’étre approfondi.

E/ Délétion du 10q

La délétion du 10g23-ter humain est détectée par CGH dans 69 % des CBPC [98]. Une
perte allélique en 10g24-25 est observée dans 74 % des CBPC mais aucune perte n’est relevée
dans les CBNPC [224, 225]. L’¢étude plus précise du géne MXI1 (pour MAX Interactor 1)
localisé sur ce locus a été proposée dans les CBPC [224, 225]. Ce géne est un inhibiteur de
transcription qui peut former un dimére avec MAX et entrer ainsi en compétition avec C-
MYC. Cependant, aucune mutation du geéne n’a ét€¢ mise en évidence. Un autre géne nommé
DMBTI (pour Deleted in Malignant Brain Tumors 1), localisé en 10q25-26, a été proposé
comme candidat pour de nombreux cancers humains, dont les cancers du poumon. Pourtant, si
Wu et coll. décrivent une perte d’expression du géne dans des lignées cellulaires et tumeurs
primaires de CBPC et CBNPC, Petersen en coll. ne confirment pas ce résultat [226, 227]. De
plus, aucune des deux études ne met en évidence de mécanisme d’inactivation connu
susceptible d’inhiber 1’expression du géne, que ce soit par mutation, délétion homozygote ou

méthylation.

F/ Gains récurrents

Les gains des régions 3q26-ter, 5p et 8q24 sont rapportés dans 20, 10 et 11 % des
CBNPC et dans 9, 14 et 9 % des CBPC respectivement [98]. En 8q24, on trouve 1’oncogene
C-MYC décrit précédemment (cf chapitre IV.3.D). En 3q26, plusieurs auteurs proposent le
candidat PIK3CA [228, 229]. Ce gene est une phosphatidylinositol 3-kinase dont la sur-
expression peut faciliter la migration des cellules de 1’épithélium respiratoire [230]. Dans les
deux régions gagnées 326 et 5p15, nous retrouvons les génes TERC et TERT, composant a
eux deux I’enzyme télomérase impliquée dans la conservation des extrémités télomériques.
La sur-expression de TERT est directement liée a I’amplification du géne dans les CBNPC et
s’associe a un mauvais pronostic [231]. Enfin, le géne SKP2 (S-phase kinase-associated
protein 2), localisé en 5pl3, induit la dégradation de CDKNIb, faisant de lui un proto-

oncogene fort, déja décrit comme sur-exprimé dans les CBNPC [232].
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V. Apport de la transcriptomique pour I’étude de la carcinogenése pulmonaire

Les altérations génétiques et épigénétiques a 1’origine du développement tumoral vont
provoquer une dérégulation de 1’expression génétique, que ce soit la sur-expression d’un
oncogene, la perte d’expression d’un gene suppresseur de tumeur ou la dérégulation de genes
habituellement sous le contréle des genes altérés. En étudiant le niveau d’expression d’un
maximum de génes a travers la quantification des ARN messagers (ARNm) présents dans une
tumeur, il est possible de définir un profil transcriptomique. Cette étude globale du
transcriptome, rendue possible par la technique des « puces a ADN », est devenue un atout
majeur pour la caractérisation tumorale. Au niveau fondamental, cette approche permet
d’aboutir a une meilleure compréhension des événements moléculaires critiques a 1’initiation
et a la progression tumorale. L’identification de geénes clés dans le processus d’oncogenese
peut également déboucher sur I’identification de nouvelles cibles thérapeutiques. Les profils
moléculaires peuvent aussi apporter une information prédictive sur le potentiel métastatique
d’une tumeur [233] ou sa capacité a répondre ou a résister a un traitement (pour revue,
Ramaswamy et Golub 2002, Schmidt et Begley 2003) [234, 235]. Enfin, I’établissement de
ces cartes d’identité moléculaire peut déboucher sur une classification plus fine des tumeurs,
reflétant I’hétérogénéité de fagcon plus fiable que ne le font les parametres histocliniques

actuels.

1. Les puces a ADN dans I’étude des tumeurs pulmonaires

L’¢laboration d’un profil transcriptomique par les puces 8 ADN a permis d’identifier
des centaines de génes différentiellement exprimés dans les tumeurs pulmonaires humaines
comparées a du tissu pulmonaire normal. Heighway et coll. ont analys¢ 39 CBNPC pour
rechercher les genes cibles de la carcinogenese pulmonaire [236]. Au total, 96 génes sont sur-
exprimés et 178 geénes sont sous-exprimés dans les tumeurs par rapport au tissu témoin.
Certains de ces génes sont impliqués dans le cycle cellulaire (cell division cycle 2 ou CDC2,
R-Ras) et la régulation transcriptionnelle (Kruppel-like factor 4 ou KLF4), deux processus
cellulaires largement altérés par dérégulation transcriptomique dans de nombreux autres types
de tumeurs [237]. Parmi les autres genes dérégulés, MMPI (de la famille des
métalloprotéinases matricielles) et I’ADN topoisomérase II sont sur-exprimées. S100A2 et la
serpine B5, qui sont souvent sous-exprimés et désignés comme potentiels génes suppresseurs

de tumeur dans les tumeurs du sein et de la prostate, sont ici sur-exprimés. Pour expliquer
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cette différence d’expression, les auteurs mettent en cause, non seulement la nature des
tumeurs analysées, mais aussi les variations dans les méthodes d’analyse et les références
utilisées. Ces données révelent I’importance de rechercher des spécificités propres a chaque
type de tumeurs et confirment la nécessité¢ de définir précisément le protocole d’analyse et le
contexte d’étude.

La plupart des différents types histologiques de tumeurs pulmonaires humaines ont été
analysés sur puces a ADN au regard de tissu normal afin de pouvoir définir des spécificités

propres a chaque groupe.

A/ Profil transcriptomique des carcinomes a petites cellules

A travers I’étude du profil transcriptomique, les CBPC montrent une dérégulation de
nombreux geénes de la différenciation neuroendocrine. Le marqueur de la différenciation
neuronale ASCL1 (achaete-scute complex homolog 1) et L-MYC sont fortement exprimés
dans I’ensemble des CBPC [238]. La sur-expression des marqueurs neuroendocrines, tels que
le géne INSM1 (pour Insulinoma-associated gene 1), la chromogranine A (CHGA), la GRP
(pour gastrin-releasing peptide), est également observée [239]. La majorité des génes sur-
exprimés dans ces tumeurs par rapport au tissu sain sont retrouvés dérégulés de la méme
manicre dans les lignées cellulaires et xénogreffes de CBPC humains [240]. Bangur et coll.
ont restreint leur analyse aux geénes exprimés dans les CBPC et quasiment inexprimés dans un
grand nombre de tissus sains [241]. Par cette analyse, la GRP et ASCL1 sont de nouveau
ciblés, ainsi que I’ADN topoisomérase Il (TOP2) et le marqueur glandulaire CEA (pour
carcinoembryonic antigen gene). Des protéines de la famille des SOX, impliquées dans le
développement embryonnaire, sont pour la premiére fois associées aux CBPC mais leur role

dans le développement de ces tumeurs neuroendocrines reste a déterminer.

B/ Profil transcriptomique des carcinomes épidermoides

Le profil transcriptomique qui caractérise les Sq inclut la sur-expression de genes
codant pour des protéines antioxydantes et des protéines de détoxication, telles que la
glutathion S-transférase (GST), la carboxyle estérase lipase (CEL) et la peroxirédoxine 1
(PRDX1) [242]. Ces données permettent de supposer que les Sq pourraient étre le résultat de
la réponse cellulaire de 1’épithélium bronchique aux agressions chroniques par les
carcinogénes de I’environnement. Les Sq expriment aussi fortement le géne P63 [239], un
gene de la famille de TP53 essentiel a la formation de I’épithélium squameux. Bien que les

listes de geénes obtenues par les différentes études transcriptomiques soient variables selon le
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type d’analyse effectué, elles montrent des génes communs, qui ont une forte probabilité
d’étre impliqués dans le développement des Sq chez I’homme. Ces genes incluent des
marqueurs épithéliaux tels que les kératines 5, 6 et 17, le gene S100A2 impliqué dans la
régulation de la prolifération et de la différenciation, les desmoplakines (DSP) et
desmogléines (DSG) liées a I’adhésion des cellules épithéliales, des génes de la formation de
la matrice osseuse tels que 1’ostéospontine (OPN), ’ostéonectine (OSN), et des facteurs
spécifiques des ostéoblastes (OSF) qui ont encore un role inconnu dans le développement des
Sq [238, 239, 243, 244].

Une recherche de génes exprimés différentiellement entre 6 Sq et 4 poumons normaux par
une technique de puces a ADN sur membranes de nylon a également été menée [245]. Au
total, 19 geénes sur-exprimés dans les tumeurs par rapport au tissu sain ont été détectés. Parmi
ces genes, certains n’ont encore jamais été suspectés dans le développement des Sq, ils
interviennent dans le contréle de la prolifération cellulaire (G2 cycline), la transduction du
signal (SMARCC2, TM4SF3), I’apoptose (CFLAR/FLIP pour CASP8 and FADD-like
apoptosis regulator), le cytosquelette (SI00A10, alpha-tubuline 1...), ou encore I’invasion
cellulaire (cathepsines H et O). Cependant, aucun géne commun n’est retrouvé entre les

différentes approches techniques, soulignant la complexité de ces analyses.

C/ Profil transcriptomique des adénocarcinomes

Les AC présentent une grande hétérogénéité en terme de profil transcriptomique.
L’étude de Bhattacharjee et coll. révele en effet quatre sous-groupes de AC [239]. Un premier
groupe de tumeurs peu différenciées exprime fortement des génes de la prolifération et de la
division cellulaire, dont PCNA (Proliferating cell nuclear antigen). Le deuxiéme groupe
semble avoir des caractéristiques neuroendocrines avec des marqueurs communs aux CBPC,
tels que la dopa décarboxylase (DDC) ou ASCLI1. Ces tumeurs sont associées a un mauvais
pronostic. Le troisieme groupe se compose de tumeurs plus différenciées, qui expriment les
marqueurs des pneumocytes II tels que TTF1 (facteur de transcription thyroidien impliqué
dans la régulation des génes du surfactant), la mucine 1 (MUCI) et les surfactants B et C
(SFTP). Un dernier groupe intermédiaire exprime a la fois des facteurs neuroendocrines et des
marqueurs alvéolaires. Trois sous-groupes de AC ont également été identifiés au cours d’une
autre étude [238] : un groupe tres différencié exprimant les genes relatifs au surfactant (TTF1,
surfactant Al, B et C, pronapsine A...), un groupe indifférencié exprimant des genes
impliqués dans le remodelage extracellulaire et I’angiogenése tels que [’activateur de

plasminogene (PLAU) et VEGF C, et un troisieme groupe intermédiaire portant les
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marqueurs décrits dans les groupes 1 et 2. L’ensemble de ces données montre que, les AC
peuvent soit présenter une différenciation marquée, relative a D’épithélium pulmonaire
terminal (marqueurs des pneumocytes II et cellules de Clara), soit rester peu différenciés et
sur-exprimer des génes impliqués dans le cycle cellulaire et la réplication d’ADN, les rendant
particulierement agressifs. Takeuchi et coll. observent d’ailleurs deux principaux groupes de
AC qui refléteraient ces deux variantes de développement [246].

En considérant les AC dans leur ensemble, certains génes sont communément
retrouvés sur-exprimés dans des études distinctes. Sont fréquemment dérégulés, les génes du
surfactant qui marquent la différenciation alvéolaire, PLAU (Plasminogen activator,
urokinase), la pronapsine A (NAPSA) et ’ornithine décarboxylase (ODCI1) encore peu
décrite dans le poumon [238, 239, 243].

Une étude transcriptomique comparative entre des AC et du tissu sain humain au regard de la
méme analyse chez la souris montre des variations d’expression équivalentes entre les deux
especes, faisant du rongeur un modele de choix pour I’étude de la carcinogenése pulmonaire

par le transcriptome [247].

D/ Profil transcriptomique des carcinomes a grandes cellules

Les CPGC ont également été analysés dans quelques études transcriptomiques
globales et se classent, pour la majorité, dans un méme sous-groupe de tumeurs qui inclut des
AC [238, 246]. Dans ces tumeurs, les génes de 1’adhésion cellulaire sont sous-exprimés et on
observe une sur-expression des genes du cycle cellulaire, de la réplication d’ADN et des
facteurs de transcription. Dans une autre €étude, le profil transcriptomique mis en évidence
évoque une transition épithélium-mésenchyme qui permet aux cellules épithéliales de se
dédifférencier en cellules fibroblastiques, ce qui les aiderait a quitter leur tissu d’origine
[242]. Ce profil inclus la sur-expression de PLAU et la sous-expression de la cadhérine E

(CDH1), d’une plakoglobuline de jonction (JUP) et de PAX8 (Paired box gene 8).

E/ Conclusion
La majorité des études décrites précédemment proposent une analyse transcriptomique
des tumeurs au regard de tissu sain afin de définir des génes de la carcinogenése pulmonaire.
De nombreux genes dérégulés codent pour des protéines déja identifiées comme marqueurs
histologiques permettant de distinguer les différents types de tumeurs pulmonaires chez
I’homme (kératines dans les Sq, surfactants dans les AC, marqueurs neuroendocrines dans les

CBPC). Ces analyses permettent aussi de mettre en évidence de nombreux génes qui ont un
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role encore inconnu dans le processus de carcinogenése pulmonaire, tels que les génes de la
matrice osseuse dans les Sq ou les protéines de la famille des SOX dans les CBPC. Au travers
des analyses spécifiques a chaque type de tumeur, des geénes communs sont retrouvés
dérégulés. C’est le cas de I’activateur de plasminogeéne dérégulé dans les AC et les CPGC, ou
I’ASCLI1 et le marqueur CEA que I’on retrouve dans les études des AC et des CBPC. Pour
rechercher des geénes qui distinguent les différents types de tumeurs entre eux, une analyse

comparative des tumeurs deux a deux est nécessaire.

2. Transcriptome et différenciation tumorale

Peu d’études proposent une approche par comparaison de tumeurs. Kituchi et coll. ont
choisi d’analyser 22 AC et 14 Sq sur puces a ADN [248]. Sur les 899 geénes permettant le
classement des deux types de tumeurs, deux clusters de génes présentent un profil
d’expression différentiel entre les AC et les Sq : 24 génes sont sur-exprimés dans les AC par
rapport aux Sq et 26 génes sont, a I’inverse, sous-exprimés dans les AC par rapport aux Sq.
Dans le premier groupe de genes, la présence de SFTPB, MUCI et TTF1 confirme la
différenciation glandulaire et alvéolaire des AC précédemment mise en évidence dans les
¢tudes comparatives avec le poumon normal [239]. En revanche, la cathepsine H,
précédemment détectée comme sur-exprimée dans les Sq par rapport au tissu sain [245], se
retrouve ici sur-exprimée dans les AC par rapport aux Sq. Si les Sq expriment plus fortement
la cathepsine H que le tissu normal, ils I’expriment moins que les AC.

De leur coté, Yamagata et coll. proposent une recherche de signature qui permettrait de
différencier, deux a deux, les AC, les Sq et les CPGC [249]. Une signature de 27 genes
permet de classer les AC et les Sq. Dans cette signature, les kératines 5 et 13 sont retrouvées
sur-exprimées dans les Sq par rapport aux AC, confirmant la prédominance de ces marqueurs
dans les tumeurs épidermoides. Par contre, aucune signature n’a été trouvée pour distinguer
les CPGC des AC ni des Sq. Ces données suggerent que les CPGC ne forment pas un groupe
génétiquement distinct des AC et des Sq. Mais le faible nombre de cas analysés (7) dans cette

étude ne permet pas de conclusion robuste.
Quelque soit le type d’approche pour I’analyse du transcriptome des tumeurs, aucune

¢tude n’a jamais porté sur les tumeurs mixtes adénosquameuses. Deux études incluent la

classification de 4 ASq et 1 ASq respectivement [246, 248]. Dans la premiére étude, 3 ASq se
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positionnent au milieu des AC et la derniére se retrouve au milieu des Sq. Dans la seconde
étude, I’unique tumeur mixte est classée avec les Sq.

Si les CBPC, les AC et les Sq sont fréquemment étudiés pour I’analyse de leur profil
transcriptomique, les données sur les CPGC et les ASq sont encore trop rares pour une bonne

caractérisation des tumeurs.
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Introduction

INTRODUCTION AU PROGRAMME DE RECHERCHE

A T’heure actuelle, les données épidémiologiques recueillies chez I’homme sont
insuffisantes pour définir s’il existe une relation dose-effet linéaire sans seuil entre le risque
de cancer du poumon et I’exposition aux rayonnements ionisants. Plus spécifiquement,
I’étiologie des tumeurs pulmonaires possiblement radio-induites a de faibles doses reste
difficile a caractériser étant donné la forte exposition de la population a d’autres co-facteurs
carcinogenes tels que la fumée de cigarette. Quelques analyses moléculaires des genes TP53
et K-RAS sur des tumeurs pulmonaires de mineurs d’uranium ont ét¢ menées dans le but
d’identifier une éventuelle altération génétique spécifique susceptible de refléter leur
¢étiologie. Mais des résultats discordants sur des mutations de TP53 ont lancé une polémique
qui reste encore d’actualité. Aussi, les mécanismes cellulaires et moléculaires de la
carcinogenese pulmonaire radio-induite demeurent peu connus. Ces données chez 1’homme
ont souligné la nécessité de disposer d’un modele d’étude chez 1’animal pour poursuivre la
caractérisation des mécanismes moléculaires de ces tumeurs afin d’abolir les effets potentiels
d’autres carcinogénes et de travailler sur une population plus homogene. Mais jusqu’a
présent, la littérature scientifique ne rapporte que peu d’études génétiques de tumeurs

pulmonaires radio-induites chez 1’animal.

Dans notre laboratoire, le développement d’un modele de tumeurs pulmonaires

induites chez le rat aprés inhalation de radon a été entrepris. Les animaux ont été exposés a
des doses totales cumulées de 100 a 1500 WLM (0,5 a 7,5 Gy). Des CBNPC ont été
obtenus qui sont comparables, sur le plan histologique, a ceux induits chez ’homme. Ils
incluent des AC, des Sq et des ASq. Il est important de rappeler que ces dernieres tumeurs
dites mixtes sont trés mal caractérisées chez I’homme malgré leur forte agressivité et que le
mode¢le animal est une aubaine pour I’étude de ces tumeurs complexes.
L’objectif de ce programme de recherche est de mieux caractériser, sur le plan moléculaire,
ces tumeurs pulmonaires développées chez le rat. Cette caractérisation moléculaire permettra
de disposer d’un outil pour 1’étude plus spécifique des tumeurs pulmonaires radio-induites
qui, a terme, aménera a une meilleure compréhension des mécanismes d’induction des
cancers du poumon dans le cas d’expositions humaines aux faibles doses et, peut-étre, au
développement d’outils pour mieux suivre et protéger les populations exposées.

Une approche cytogénétique globale par la technique de CGH a tout d’abord été

menée sur I’ensemble de ces tumeurs. Cette approche doit permettre de repérer d’éventuels
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pertes et gains récurrents de régions chromosomiques dans ces tumeurs et ainsi de proposer
des génes candidats potentiellement impliqués dans la carcinogenese pulmonaire.

Au vu des résultats, j’ai choisi de cibler le locus Cdkn2a et d’étudier la dérégulation
des voies inhibitrices du cycle cellulaire Rbl et Tp53 qui sont largement décrites comme
impliquées dans la carcinogenese pulmonaire humaine et qui sont directement sous le controle
de ce locus. Une étude moléculaire de pl6Ink4a a été entreprise. La perte d’hétérozygotie a
été étudiée par la technique de LOH et les délétions homozygotes du géne ont été recherchées
par la technique de PCR quantitative sur ADN. Le taux de méthylation du promoteur de
pl6lnkda a été analysé par pyroséquengage et la recherche de mutation du géne a été
entreprise par séquencage direct. Les niveaux d’expression des transcrits pl6Ink4a, Rbl et
Cdk4 ont été analysés par RT-PCR. L’expression protéique de p16™* et pRb a été étudiée
par immunohistochimie. En parall¢le, la recherche de mutation du géne Tp53 et I’analyse
d’expression des transcrits p19Arf, Mdm2 et Mdm4 ont également ¢été menées. Ces données
moléculaires, explorant les différents systemes d’inactivation des deux principales voies
régulatrices du cycle cellulaire, doivent nous permettre de définir leur role dans le
développement des tumeurs pulmonaires radon-induites.

Enfin, une analyse transcriptomique comparative des 3 types de tumeurs induites —
AC, Sq et ASq — a ¢ét¢ menée par la technique des puces a ADN. La recherche de geénes
exprimés de maniére différentielle entre les différents types de tumeurs deux a deux doit

permettre de comparer les tumeurs mixtes ASq aux tumeurs « pures » AC et Sq et ainsi de

mieux caractériser ces tumeurs encore mal connues.
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RESULTATS
Chapitre |
Etude des déséquilibres chromosomiques dans les tumeurs pulmonaires radon-induites
chez le rat
Introduction

Si les analyses épidémiologiques ont montré un risque accru de développement de
cancers pulmonaires apres inhalation de radon, peu d'informations sont disponibles sur les
altérations génétiques impliquées dans ce processus de carcinogenése. La plupart des études
se sont focalisées sur I’analyse des mutations des génes TP53 et K-RAS du fait de leur
fréquente altération dans les tumeurs pulmonaires humaines [102, 106, 129]. Cependant, dans
les tumeurs associées au radon, cette fréquence est moins ¢élevée et le débat persiste quant a
I’existence de mutations spécifiques [103, 109]. Ces données soulignent la nécessité de
poursuivre les analyses génétiques de ce type de tumeurs.

Chez I’homme, la réponse cellulaire au radon peut étre modulée par I’exposition conjointe a
plusieurs carcinogenes, ce qui justifie 1’utilisation d’un modele animal pour approfondir nos
connaissances sur la carcinogenése pulmonaire radon-induite. Le modéle de tumeurs
pulmonaires développé au laboratoire chez le rat aprés inhalation de radon (annexe 1), permet
de travailler sur des tumeurs histologiquement similaires aux tumeurs pulmonaires humaines
[85], a ’exception des carcinomes a petites cellules qui ne se développent pas chez le rongeur
[83]. Dans ce chapitre, nous présenterons 1’analyse de ces tumeurs par la technique de CGH
qui nous a permis de définir des déséquilibres chromosomiques récurrents et de proposer des

genes candidats de la carcinogenése pulmonaire radon-induite chez le rat.

Résultats

Cette étude a porté sur 38 tumeurs pulmonaires radon-induites chez le rat incluant 14
AC (tumeurs 1 a 14), 21 ASq (tumeurs 15 a 35) et 3 Sq (tumeurs 36 a 38). L’analyse par CGH
a ¢été effectuée comme décrit en annexe 2. La figure 13 illustre le bilan des déséquilibres
chromosomiques observés dans I’ensemble des tumeurs. Globalement, ces profils CGH
mettent en évidence des pertes et gains de nombreuses régions chromosomiques suggérant

l'existence de remaniements cytogénétiques complexes dans ces tumeurs. Certaines tumeurs
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n’ont aucun déséquilibre chromosomique (cas 5 et 29) tandis que la tumeur 21 présente un
maximum de 19 régions chromosomiques affectées. Aucune différence significative dans le
nombre de régions impliquées n’est observée entre les AC et les ASq, I’effectif des Sq étant

trop faible pour étre statistiquement pertinent.
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Figure 13 Vue d’ensemble des déséquilibres chromosomiques détectés en CGH dans les 38

19

tumeurs pulmonaires radon-induites de rat. Les idéogrammes de chromosomes de rat
correspondent a un marquage en bande G. Les lignes rouges et vertes, situées de part et
d’autre des idéogrammes, représentent respectivement les pertes et les gains de matériel

génétique.

Pour chaque gain ou perte, la plus petite région commune a un maximum de tumeurs a été
définie. Des pertes fréquentes de matériel génomique ont été¢ observées sur les chromosomes
autosomaux de rat dans les régions 5q31-35, 15q, 15p14-15 et 4q11-12. Les gains les plus
fréquemment observés se situent dans les régions 4q41-ter, 19q, 6q13-15 et 12q15-ter.

Discussion

Les progres sur la connaissance du génome de rat et I’élaboration de cartes comparées
rat/souris’homme ont permis une analyse génomique comparative des tumeurs pulmonaires

développées chez I’animal et chez ’homme. Les analyses cytogénétiques et moléculaires de
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CBNPC humains mettent en ¢évidence un karyotype complexe avec de nombreux
réarrangements et des altérations récurrentes telles que des pertes en 3p, 9p, 13q et 17p et des
gains en 3q, S5p et 8q [98, 250, 251]. Ces données cytogénétiques humaines fournissent ainsi
une base pour I’analyse des tumeurs pulmonaires radon-induites chez le rat.

Une délétion de la région chromosomique 5q31-35 est détectée dans 34 % des tumeurs
pulmonaires radon-induites de rat. Cette région est homologue au 9p21-23 humain délété dans
83 % des CBNPC [98]. Les loci CDKN2a et CDKN2b, qui y sont localisés, sont les cibles de
LOH dans 40 a 50 % des tumeurs chez ’homme et chez le rongeur [128, 147]. Ils codent pour
les génes suppresseurs de tumeurs pl16INK4a, p19ARF et pISINK4b qui sont impliqués dans
la régulation de la prolifération cellulaire et qui ont été associés au développement et a la
progression des CBNPC. Le géne pl6INK4a, altéré dans 70 % des CBNPC humains et
murins, est inactivé par délétion homozygote dans 40 % des cas [134, 150] ou par la
méthylation de son promoteur dans 50 % des cas en moyenne [140, 151]. Le géne pl9ARF
est inactivé par délétion homozygote dans 30 % des CBNPC [135], la méthylation du gene
étant rare. Quant a p15INK4b, sa méthylation a été¢ décrite dans 11 % des CBNPC [160].
L’implication potentielle du locus Cdkn2a dans notre modele mérite donc d’étre étudiée et
plus particulierement, celle du gene pl16INK4a.

Le bras long du chromosome 15 de rat (15q) est une région délétée dans 23 % des tumeurs de
cette étude, qui est homologue au 13q14-32 humain. En 13ql14.2 se trouve le gene
suppresseur de tumeur RB1 qui subit une perte allélique dans 47 a 62 % des CBNPC [128,
163]. Cependant, si la mutation du second all¢le est détectée dans les CBPC, I’inactivation du
gene est plus rare dans les CBNPC [250]. La région 1321 est aussi fréquemment perdue chez
I’homme (65 %) [98]. Le géne PCDH20 (Protocadhérine 20), localisé en 13g21.2, est inactivé
par hyperméthylation dans 54 % des lignées de CBNPC [221]. Ce geéne potentiellement
impliqué dans la carcinogenése pulmonaire représente donc un autre candidat possible de la
délétion du 15q chez le rat.

La région 15p14-15 perdue dans 21 % des tumeurs de rat est homologue au 3p14 humain ou
des pertes alléliques fréquentes ont été repérées par LOH dans les tumeurs pulmonaires [192].
Le géne suppresseur de tumeurs FHIT (Fragile Histidine Triad) a été proposé comme géne
candidat de cette région dans les CBNPC humains, ou la perte allélique et la méthylation du
gene sont détectées dans 58 % et 37 % des cas respectivement [128, 196, 197] et ou la perte
de la protéine est corrélée a une forte prolifération et une diminution de 1I’apoptose [198].

Une délétion du 4q11-12 est observée dans 18 % des tumeurs de rat, délétion qui marque une

spécificité d’espece car la perte de la région homologue 7q21-ter est rare dans les cancers
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pulmonaires humains [251]. Il est nécessaire de préciser que les homologies rat-homme
proposées par les cartes comparées ne sont pas totales et que quelques genes peuvent différer
entre deux régions dites homologues. Aussi, la délétion du 4ql1-12 chez le rat pourrait
favoriser I’inactivation d’un géne qui n’est pas localisé en 7q21-ter chez I’homme. Dans le
cas d’un gene cible commun aux deux régions homologues, une autre hypothése est la
présence de génes vitaux, dans la région humaine, qui rendrait la délétion non viable pour la
cellule. L’oncogene HGF (Hepatocyte growth factor) a été localisé en 4ql12 chez le rat. Il
code pour une protéine multifonctionnelle qui stimule la mobilité et I’invasion des cellules
épithéliales, suite a I’interaction avec son récepteur transmembranaire c-Met. L’amplification
du complexe HGF/c-Met est parfois associée au développement des tumeurs pulmonaires
[252], cependant, 1’altération de HGF seul ou sa délétion n'ont jamais été décrites. Ceci
suggere la présence d’un autre géne candidat dans la région 4q11-12 qui reste a identifier.

La délétion du 17p et la mutation du gene TP53 ont été fréquemment décrites dans les
CBNPC humains [98, 102]. Dans notre série de tumeurs pulmonaires, aucun déséquilibre
récurrent au niveau de la région 10q24, porteuse du gene Tp53, n’a été observé. Cette absence
d'altération visible pourrait étre le reflet de la faible résolution de la CGH sur métaphases, qui
est de 10 a 20 Mb pour les délétions et de 2 Mb pour les amplifications. Une autre hypothése
serait que la perte du géne Tp53 dans les tumeurs de rat nécessite la perte d’une région du
chromosome 10 incompatible avec la survie cellulaire, tandis que chez ’homme, la perte de
I’extrémité 17p est viable et suffisante pour la perte allélique de ce geéne. Enfin, cette
différence entre les deux espéces pourrait €également s’expliquer par I’absence de mutation de
Tp53 dans les tumeurs pulmonaires radon-induites de rat, comme précédemment décrit dans
les tumeurs pulmonaires de rat en général [146]. Afin de mieux définir le niveau
d’implication du géne Tp53 dans la carcinogenese pulmonaire radon-induite chez le rat, une
recherche des mutations affectant ce géne a été entreprise dont les résultats seront décrits au
chapitre suivant.

Le gain du 4g4l1-ter est retrouvé dans 26 % des tumeurs. Cette région en partie
homologue au 12p humain, porte le proto-oncogeéne K-ras en 4q44. Ce geéne impliqué dans la
voie des MAPK favorise I’entrée des cellules en phase S du cycle cellulaire. Une mutation
activatrice, impliquant le codon 12 du géne, a été décrite dans 11 a 15 % des CBNPC [106,
129]. Chez le rat, ce géne est muté au codon 12 dans 46 % des tumeurs induites par irradiation
o [116]. Afin de définir si ’altération du geéne peut étre la cause du gain détecté en CGH dans
les tumeurs radon-induites, une analyse des mutations de K-ras a ét¢ menée dont les résultats

seront décrits au chapitre II1.
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Les régions 6q13-15 et 7q34-ter sont gagnées dans 23 et 18 % des tumeurs respectivement.
En 6q14 et 7q33 sont localisés les génes n-Myc et c-Myc impliqués dans le contrdle du cycle
cellulaire. La région chromosomique 8q24.12-24.13, porteuse du géne C-MYC humain, est
amplifiée dans 10 % des CBNPC [98]. Ces oncogenes sont des candidats potentiels dans nos
tumeurs et des analyses ADN et ARN par PCR quantitative doivent étre envisagées pour
définir leur niveau réel d’implication dans le développement tumoral.

Pour finir, des gains du 19q et du 12q15-ter ont été observés dans 26 et 23 % des tumeurs
respectivement. Tout comme la perte de la région 4ql1-12, ces gains semblent révéler une
spécificité d’espece car les régions homologues 16q22-ter et 12q24-ter chez I’homme ne sont
pas décrites comme faisant partie des déséquilibres récurrents observés dans les CBNPC [98].
Ces gains suggerent la présence d’oncogénes chez le rat qui restent a identifier.

En conclusion, les homologies observées entre les profils CGH des tumeurs
pulmonaires humaines et murines indiquent qu’il existe des mécanismes communs de
progression tumorale dans les deux espeéces. Comme chez 1’homme, 1’implication du locus
Cdkn2a chez le rat semble importante et nous a incité a entreprendre une analyse moléculaire
des génes pl6lnkda et pl9Arf dans les tumeurs pulmonaires radon-induites de rat. Les
résultats de cette étude sont développés au chapitre II. Par ailleurs, des déséquilibres
chromosomiques propres aux tumeurs pulmonaires de rat ont été observés tels que la perte du
4q11-12 ou les gains du 19q et du 12ql5-ter qui doivent orienter la recherche vers de
nouveaux genes candidats susceptibles d’aider a une meilleure compréhension de la
carcinogenése pulmonaire murine. La technique des puces CGH (CGH array) permet
aujourd’hui de diagnostiquer des déséquilibres génomiques avec une résolution qui dépend
uniquement de 1’espacement des marqueurs déposés sur la puce (pouvant descendre jusqu’a
quelque dizaines de bases). L’analyse des tumeurs par cette technique devrait aider a cibler les
génes candidats et permettre de définir d’éventuels déséquilibres non détectés par CGH

conventionnelle.

Rapport- gratuitcom @
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Chapitre 11
Analyse moléculaire des voies pl6ink4a/Rbl et pl9Arf/Tp53 dans les tumeurs

pulmonaires radon-induites chez le rat

Introduction

Le gene suppresseur de tumeur pl6INK4a est localisé sur le locus CDKN2a qui code
¢galement pour le transcrit alternatif pl4ARF (appelé p19Arf chez le rongeur) [253]. Ces
deux geénes sont impliqués dans 1’arrét du cycle cellulaire, en intervenant dans les voies de
régulation de RB1 et TP53, respectivement. Des altérations génétiques de p16INK4a sont
détectées dans 70 % des CBNPC humains [129]. Ces altérations incluent de fréquentes pertes
d’hétérozygotie, des délétions homozygotes et la méthylation du promoteur ou de I’exon la
du géne, mais seulement quelques rares mutations [128, 134, 136, 254]. Méme si la perte
allélique de pl16INK4a affecte souvent le locus CDKN2a entier [135], pl19ARF ne semble pas
jouer un réle majeur dans la carcinogenése pulmonaire. Les modifications d'expression et les
mutations de ce géne sont en effet rarement décrites dans les tumeurs humaines et murines
[148, 154].

A notre connaissance, aucune étude sur le réle de pl6INK4a dans la carcinogencse
pulmonaire radon-induite n’a jamais €té publiée, que ce soit chez ’homme ou chez 1’animal.
La mise en évidence d'une perte récurrente de la région chromosomique 5q31-35 dans les
tumeurs pulmonaires radon-induites chez le rat, ou se trouve localisé le locus Cdkn2a, nous a
conduit a entreprendre une analyse moléculaire de pl6Ink4a, et de la voie de régulation de

Rb1 qui en découle, ainsi qu’une €tude de la voie de régulation de Tp53 initiée par pl19Arf.

Résultats

Le locus Cdkn2a a été¢ examiné dans une série de 33 tumeurs incluant 12 AC, 19 ASq
et 2 Sq. Plus de 50 % des tumeurs exploitables en LOH présentent une perte allélique du locus
(tableau I de I’article). En revanche, la délétion homozygote de Cdkn2a, définie par la
technique de PCR quantitative sur ADN, n’est observée que dans deux tumeurs (tableaux I et
SII). Concernant pl6Ink4a, aucune mutation somatique n’a été trouvée par séquencage direct
dans la séquence codante du gene. Le niveau d’expression du transcrit pl6Ink4a, déterminé

par RT-PCR, est faible dans une majorité des tumeurs (tableau I) et correle a la présence de
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LOH. Ces résultats suggerent que pl6Ink4a est le géne cible potentiel de la délétion observée
au locus Cdkn2a.

Le niveau de méthylation du promoteur de pl6Ink4a a été analysé par pyroséquencage [255].
Un tiers des tumeurs présente un index de méthylation significativement élevé (supérieur a 20
%), mais aucune tumeur ne révele de méthylation intégrale du promoteur (tableau I et SIII).
Les deux ilots CpG localisés prés de la TATA box (CpG 4 et 5) sont les sites méthylés les
plus récurrents. Néanmoins, aucune corrélation significative n’a été trouvée entre le niveau
d’expression de pl6lnk4a et le niveau de méthylation de chaque CpG, ni I’index de
méthylation général du promoteur. Dans le poumon sain, la faible expression du gene est
observée méme en absence de méthylation du promoteur. En revanche, dans les lignées de
cellules pulmonaires épithéliales conjointement analysées, 1’absence d’expression de
pl6Ink4a est associée a I’hyperméthylation globale du promoteur.

Au niveau protéique, 50 % des tumeurs sont négatives pour le marquage de la protéine

6" par immunohistochimie (tableau I et figure 1). Cette absence d’expression n’est

pl
cependant pas corrélée a 1’expression du transcrit pl6Ink4a ou a la présence de LOH.

Pour compléter ’analyse de la voie de dérégulation du cycle cellulaire initiée par
pl6Ink4a, I’expression des transcrits Cdk4 et Rb1 a été analysée. Aucun de ces génes n’a été
trouvé dérégulé. Pourtant, la protéine pRb est absente dans 45 % des tumeurs, et

C e . , . Ink4
majoritairement dans les tumeurs exprimant la protéine p16™*.

Afin d’examiner I’inactivation possible de la voie de Tp53 par p19Arf, I’expression
des transcrits p19Arf, Mdm?2 et son apparenté Mdm4 a été analysée (tableau I). Le géne
p19Arf est exprimé dans toutes les tumeurs a un niveau plus élevé que dans le poumon sain.
Aucune corrélation n’a été trouvée entre 1’expression des transcrits pl9Arf et pl6Ink4a. Les
geénes Mdm2 et Mdm4 ne sont pas surexprimés dans les tumeurs. Les niveaux d’expression de
pl19Arf et de Mdm2/Mdm4 ne sont pas corrélés.

La recherche de mutation du gene Tp53 a également été entreprise pour 29 tumeurs de la série
(tableau II). Les quatre mutations détectées (14 % des cas) correspondent & deux transitions
A-G aux codons 124 et 134 et a deux petites délétions de 6 et 27 paires de bases. Trois de ces
mutations sont supposées induire la formation de protéines inactives ou instables.
L’inactivation de Tp53 par mutation est donc un éveénement rare dans les carcinomes de cette

étude.
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Discussion

L’étude de la dérégulation de pl6Ink4a dans les tumeurs pulmonaires radon-induites
chez le rat a été entreprise au vu de la perte fréquente de la région chromosomique 5q31-35
par CGH. L’analyse immunohistochimique de la protéine p16Ink43 révele que 50 % des
tumeurs sont négatives. Nous avons donc recherché I’origine de cette perte d’expression
protéique. L’étude de LOH au locus Cdkn2a a permis de découvrir que 50 % des tumeurs
analysables présentent une perte d’hétérozygotie corrélée a une diminution de 1’expression du
transcrit pl6Ink4a. Par contre, comme précédemment décrit chez le rongeur [147, 150, 256],
les pertes bialléliques sont rares et ne concernent ici que 2 tumeurs. L’absence de mutation du
gene pl6lnk4a dans notre série de tumeurs est également en accord avec les données de la
littérature ou les mutations du geéne sont rapportées dans de rares cas chez ’homme [130, 136,
257] et n’ont jamais été détectées chez le rongeur [148, 149, 155]. L’inactivation de
pl6INK4a par méthylation de son promoteur est fréquemment décrite chez I’homme et le
rongeur [148, 258-260]. Cependant, 1’effet inhibiteur de la méthylation sur I’expression du
gene n’est pas toujours vérifié [138, 149]. Les analyses de méthylation du promoteur de
pl6Ink4a disponibles chez le rongeur montrent des variabilités. Dans certaines tumeurs
pulmonaires primaires, le niveau de méthylation sur I’ensemble de la séquence promotrice de
pl6Ink4a est fortement corrélé au niveau d’expression du gene [149, 259]. Par contre, pour
Honoki et coll., seule la méthylation des ilots CpG proches de la séquence TATA box dirige
la régulation de I’expression de pl6Ilnk4a dans des lignées cellulaires de AC [141]. Dans la
majorité¢ des tumeurs radon-induites analysées ici, nous observons un niveau de méthylation
plus élevé pour les ilots CpG proches de la TATA box, pourtant, aucune corrélation de
I’expression du geéne avec la méthylation de ces CpG n’a été trouvée ni méme de corrélation
avec I’index de méthylation général du promoteur. Par contre, dans les lignées de cellules
pulmonaires épithéliales étudiées, la corrélation est forte entre I’index de méthylation et le
niveau d’expression de pl6Ink4a. Ces résultats suggerent que dans nos tumeurs, I’expression
de pl6lnk4a n’est pas directement régulée par la méthylation de son promoteur tandis qu’in
vitro, ce mécanisme de régulation semble jouer un réle majeur.

En raison de la perte mono-allélique récurrente de p16Ink4a, associée a une faible expression
du transcrit, un mécanisme d’haploinsuffisance a été envisagé, qui a précédemment été décrit
chez la souris « knock-out » (portant un géne invalide) pour de nombreux génes suppresseurs
de tumeurs [261]. Cependant, aucune corrélation n’est mise en évidence entre la LOH et

6Ink4a

I’expression de la protéine p1 , indiquant que la LOH n’est pas suffisante pour induire la
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diminution d’expression de la protéine. Un autre mécanisme d’inactivation du géne a été€ mis
en évidence dans un modele de fibroblastes de souris : une répression de I’expression des
geénes pl6lnkda et pl9Arf a été observée sous 1’action du geéne Bmil, répresseur
transcriptionnel du groupe des polycombes [262]. Dans les CBNPC humains, une corrélation
inverse entre I’expression de pl6INK4a et de BMII a également été décrite [263, 264],
suggérant que la sur-expression du geéne polycombe pourrait tre un mécanisme alternatif de
la dérégulation de pl16INK4a dans les tumeurs pulmonaires. Les résultats d’expression de
Bmil obtenus par PCR quantitative dans les tumeurs radon-induites de rat (Rn01487363 ml,
Applied Biosystems), n’ont cependant pas permis de mettre en évidence de corrélation avec
I’expression de pl6Ink4a. En conclusion, pour la série de tumeurs analysées dans cette étude,
ni la délétion homozygote, ni la perte allélique, ni la mutation, ni la méthylation du
promoteur, ni ’expression de Bmil ne jouent de rdle prépondérant dans I’inactivation de
pl6Ink4a.

Une régulation de pl16Ink4a par la voie de Rb1 a également été décrite : I’inactivation de pRb,
par la surexpression de Cdk4, peut induire la surexpression de pl6Ink4a [142]. Dans notre
série, 45 % des tumeurs n’expriment pas la protéine pRb. Par contre, Cdk4 n’est jamais
surexprimé. Néanmoins, I'expression des protéines pl6™** et pRb ont tendance a étre
inversement corrélées, corrélation que 1’on retrouve fréquemment décrite dans les tumeurs
pulmonaires humaines [129, 265]. Ces données semblent indiquer que la voie p16Ink4a/Rbl
joue un role majeur dans le développement de ces tumeurs, entre autre par la perte

d’expression de la protéine p16™*

, mais aucun mécanisme connu d’inactivation du géne ne
semble majoritairement impliqué.

La régulation de pl9Arf, transcrit alternatif du locus Cdkn2a, et de la voie
p19Arf/Mdm2/Mdm4/Tp53 est aussi examinée. Le gene pl9Arf n’est pas sous-exprimé tandis
que Mdm2 et Mdm4 ne sont jamais sur-exprimés. Contrairement aux tumeurs pulmonaires
humaines [266], la dérégulation de p19Arf ou Mdm2/Mdm4 ne joue pas de role majeur dans
le développement de ces carcinomes. Le faible taux de mutation du gene Tp53 (14 %) indique
¢galement que I’inactivation directe du géne suppresseur de tumeur est rarement impliquée
dans la carcinogenese pulmonaire radon-induites chez le rat, en accord avec les données de la
littérature sur les tumeurs pulmonaires murines. Il est toutefois intéressant de noter que les
mutations observées comprennent de courtes délétions qui ont précédemment été observées

plus fréquemment dans les tumeurs radio-induites que dans les tumeurs sporadiques [267,

268], révélant une possible signature de la carcinogenése radio-induite.
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En conclusion, dans cette série de tumeurs pulmonaires radon-induites chez le rat, la
voie de régulation du cycle cellulaire pl6Ink4a/Rbl se caractérise par une fréquente perte de
la protéine pl6™*. Cependant, aucun des mécanismes d’inactivation de cette voie
n’intervient de maniére récurrente dans ces tumeurs et 1’origine de cette perte d’expression
protéique reste a déterminer.

Par cette ¢tude du profil moléculaire des geénes suppresseurs de tumeur pl6lnk4a, Rbl et
Tp53, il apparait qu’aucun des types histologiques ne présente de spécificité, les altérations de
pl6lnk4a et Rbl étant retrouvées indifféremment dans les trois types de tumeurs représentés.

Pourtant, doit-on attendre des spécificités moléculaires pour chaque type de tumeur ? Si I’on
sait que les AC et les Sq ont des spécificités propres, telles que les marqueurs de
différenciation glandulaire et squameuse, aucune spécificité moléculaire des tumeurs mixtes
n’a encore été mise en évidence. Afin d’approfondir nos connaissances sur les ASq, nous
avons développé une analyse transcriptomique de ces tumeurs que nous présentons au

chapitre suivant.
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Inhalation of radon is closely associated with an increased risk of lung cancers. While the involvement of
Ink4a in lung tumor development has been widely described, the tumor suppressor gene has not been
studied in radon-induced lung tumors. In this study, loss of heterozygosity (LOH) analysis of the Cdkn2a

Accepted 5 June 2008 locus, common to the Ink4a and Arf genes, was performed on 33 radon-induced rat lung tumors and

showed a DNA loss in 50% of cases. The analysis of p16"k42 protein expression by immunohistochemistry
’L(z{lw‘é;‘féer revealed that 50% of the tumors were negative for this protein. Looking for the origin of this lack of
Radin expression, we observed a low frequency of homozygous deletion (6%), a lack of mutation, an absence
Rat of correlation between promoter methylation and Ink4a mRNA expression and no correlation between
Ink4a LOH and protein expression. However, a tendency for an inverse correlation between p16'™4? and pRb
Rb1 protein expression was observed. The expressions of p19Arf, Mmd2 and Mdm4 were not deregulated and
Arf only 14% of the tumors were mutated for Tp53. These results indicated that Ink4a/Cdk4/Rb1 pathway

Tp53 mutation deregulation, more than Arf/Mdm2/Tp53 pathway, has a major role in the development of these tumors
through p16/"k42 deregulation. However, all known mechanisms of inactivation of the pathway do not play
a recurrent role in these tumors and the actual origin of the lack of p16'™42 protein expression remains to

be established.
© 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Radon (Rn) and Rn daughters are alpha transmitters closely
associated with an increased risk of lung cancer in humans [1,2] and
rodents [3]. The inhaled particles cause DNA damage in lung cells
through double-strand breaks [4] leading to somatic mutations, as
mutations of TP53 described after radon exposure in an uranium
miner cohort [5]. DNA damage could be one factor initiating aber-
rant promoter methylation and gene silencing of multiple cell cycle
regulators [6], including INK4a, which was inactivated by hyperme-
thylation in adenocarcinomas from plutonium-exposed workers
at Mayak [7]. The tumor suppressor gene INK4a is localized in the
CDKN2A locus, which also codes, through an alternative splicing,
for another tumor suppressor gene ARF [8]. The wild-type protein

* Corresponding author. Tel.: +33 146 54 94 26; fax: +33 1 46 54 88 86.
E-mail address: kristell.bastide@cea.fr (K. Bastide).

0169-5002/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.lungcan.2008.06.007

p16™NK4a jnteracts with CDK4 and induces G1 arrest by inhibiting
the phosphorylation of pRb. The wild-type protein p14ARF also
known as p197 in rodents, facilitates TP53 transcriptional activity
by inhibiting two of its inhibitors, MDM2 and MDM4, and conse-
quently contributes to the cell cycle arrest in both G1 and G2/M
phases. In human non-small cell lung carcinoma (NSCLC), genetic
alterations of INK4a are detected in about 70% of cases [9]. These
alterations include frequent loss of heterozygosity (LOH) [10,11]
and gene silencing by promoter or exon 1 methylation [12-14], but
only a few somatic mutations. In human tumors, the frequent INK4a
allelic loss often affects the whole CDKN2A locus [15]. Nevertheless
the ARF gene does not seem to play a major role in lung carcino-
genesis since altered gene expression or mutations of the gene
are rarely described in human and rodent tumors [16,17]. To our
knowledge, no analysis of the role of the INK4a in radon-induced
lung carcinogenesis has been published, although this gene is
widely involved in lung carcinogenesis in general [ 18]. However, by
comparative genomic hybridization (CGH) analysis of a large series
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of radon-induced rat lung tumors, we previously found a recurrent
loss of the 5q11-33, chromosomal region which overlaps the
Cdkn2a locus [19]. In the present study, we focus on genetic anal-
yses of the cell cycle regulatory Ink4a/Rb1 and Arf/Tp53 pathways,
to define their roles in radon-induced rat lung carcinogenesis.

2. Materials and methods
2.1. Biological samples

Thirty-three primary rat lung carcinomas occurred in a large
series of lifespan experiments carried out in our laboratory on out-
bred Sprague-Dawley rats and hybrid Wistar Furth/Fischer F344
rats (Iffa Credo, France) after radon progeny inhalation at 100 and
1500 WLM (Working Level Month), respectively [20]. Animals were
handled according to the French Legislature and the European
Directives regarding the care and use of laboratory animals. A por-
tion of each lung tumor was used for histological diagnosis, an other
was kept frozen for further DNA and RNA extraction. Two normal
lung tissues (L1 and L2) and two rat lung epithelial cell lines (R1 and
R2), previously developed in the laboratory [21], were also used.
RNA was isolated using RNAplus according to the manufacturer’s
protocol (MP Biomedicals) and genomic DNA was extracted by the
standard phenol chloroform procedure.

2.2. Allelic status of the Cdkn2a locus

For all hybrid rat tumors (19/33), LOH was analyzed using
polymorphic markers D5Rat21 (located at 5g31, 9.5 Mb proximal
to Cdkn2a locus) and D5Rat83 (located at 5q34, 16.6 Mb dis-
tal to Cdkn2a locus) selected from the Rat Genome Database
(RGD: http://rgd.mcw.edu). These markers were homozygous in
Sprague-Dawley rats. PCR primers and conditions were available
on request. PCR products were analyzed by capillary electrophore-
sis on the ABI Prism 310 genetic analyzer (Applied Biosystems).
Quantization of peak size (height and area) was performed using
Genescan 3.1 and Genotyper 2.0 softwares (Applied Biosystems).
LOH was considered as significant if the allelic peak height ratio or
area ratio (T1/T2)/(N1/N2) was lower than 0.65, where N and T are
normal and tumor samples 1 and 2 identify the two alleles.

2.3. Homozygous deletion of the Ink4a gene

Homozygous deletions were investigated in the three exons of
the Ink4a gene. Five nanograms of total DNA from tumors and nor-
mal control were used for Ink4a segment amplification according
to the Power Sybr Green PCR master mix kit procedure (Applied
Biosystems). A segment localized in the Gusb gene was used for
calibration. The sequence of the primers and the PCR conditions
are listed in Table S1. PCR was performed in duplicate using a 7300
real-time PCR system (Applied Biosystems). The threshold cycle
numbers (Ct) were determined for all DNA samples and all seg-
ments. The difference in Ct between tumor DNA and normal control
DNA was calculated for each Ink4a segment (ACtp6) and the Gusb
segment (ACtgus). AACt corresponding to ACtpie — ACtgys was
then calculated. AACt higher than 3.5 indicated a homozygous
deletion.

2.4. Ink4a, Arf, Rb1, Cdk4, Mdm2 and Mdm4 mRNA expression

cDNA was synthesized from total RNA using MMLV superscript
enzyme (Invitrogen). PCR was done in duplicate using the Syber
Green DNA PCR Core Reagent Kit and a 7300 real-time PCR system
(Applied Biosystems). The sequence of the primers and the PCR con-
ditions are listed in Table S1. Primers used for Ink4a were designed

by Abe et al. [22]. Rb1 and Mdm4 were analyzed with tagman
probes-based assays (Rn1753323_m1 and Rn01487363_m1, respec-
tively, Applied Biosystems). Normalization was performed using
the expression of the housekeeping Gusb gene (Rn00566655_m1,
Applied Biosystems).

2.5. Ink4a gene mutation

The three exons of the Ink4a gene were sequenced in both direc-
tions on DNA and/or cDNA by the Premium Read service of GENOME
Express (Meylan, France) after PCR amplification using primers and
conditions specified in Table S1.

2.6. Ink4a promoter methylation

Ink4a promoter methylation was determined by the pyrose-
quencing assay standard service of the Biotage company (Uppsala,
Sweden). The EZ DNA Methylation Kit™ (Zymo Research) was used
for bisulfite treatment of tumor and control DNA. A segment of
475 bp was analyzed, located in 5’ of the transcription start of exon
1la and containing 20 CpGs. The sequence was amplified in three
fragments using the primers listed in Table S1. Pyrosequencing
analysis was performed on the PCR products (sequencing primers
are available on request). The percentage of methylation of each
CpG was determined for all cases. The methylation index (Mtl)
of the segment was calculated as the mean of the percentage of
methylation at all CpGs divided per 100.

2.7. Immunohistochemical staining of p16™42 and pRb

Immunohistochemical detection of p16!"k42 and pRb was per-
formed on 4 pm deparaffinized and rehydrated sections treated
with 3% hydrogen peroxide. Antigenic sites were exposed by incu-
bating slides 24 h at room temperature in citrate buffer 100 mM pH
6 for p16'"k42 or heating 15 min on EDTA 1 mM pH 8 for pRb. Incuba-
tion with the mouse monoclonal antibody anti-p16 (F-12) (1:200,
Santa Cruz Biotechnology) or the mouse monoclonal antibody
anti-pRb (1:10, BD Biosciences Pharmingen) occured overnight at
4°C. The anti-pRb antibody recognized all forms of the protein.
A goat secondary anti-mouse biotinylated antibody (Santa Cruz
Biotechnology) was applied at room temperature during 30 min for
p16!"k4a and 60 min for pRb at a 1:200 and 1:10 dilution, respec-
tively. Detection of the immunoreactivity was carried out by using
an Avidin-Biotin-Peroxidase amplification system according to the
manufacturer’s instructions (Vectastain® Elite ABC Kit, Vector). The
slides were counterstained with hematoxylin. Negative controls
were obtained after incubation of the sections in PBS instead of
primary antibodies. Reactive lymphocytes and inflammatory cells
served as positive internal controls. Only nuclear staining was con-
sidered as positive.

2.8. Tp53 gene mutation

Tp53 mutations were screened by sequencing of PCR-amplified
cDNA products. The full coding sequence was first amplified, and
then two nested PCRs were performed using internal primers
(primers and conditions of PCR are described in Table S1). Sequenc-
ing reactions were carried out on both strands using the dye
dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Kit (Big dye Termi-
nator sequencing kit, Applied Biosystems). The sequences were
established using a capillary electrophoresis (ABI PRISM 310,
Applied Biosystems) and compared with the referential sequence
NC_005109 from GenBank database (NCBI). The IARC TP53 somatic
mutations database R11 was used for the evaluation of the func-
tional consequence of the mutations (www-p53.iarc.fr).
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2.9. Statistical analysis

The non-parametric Mann-Whitney U-test was used to ana-
lyze the correlation between mRNA expression and methylation,
p16k42/pRb immunostaining or LOH data. For expression and
methylation data, categorical variables were provided by classifica-
tion in two groups under and over the corresponding median. The
criterion for statistical significance was p <0.05. All data were ana-
lyzed using StatView statistical software V5.0 (SAS Institute Inc.).

3. Results

The Cdkn2a locus was investigated in a series of radon-induced
rat lung tumors including 19 adenosquamous carcinomas, 12 ade-
nocarcinomas and 2 squamous cell carcinomas (Table 1). LOH
analyses were performed on tumors using the closest polymorphic
marker known both sides of the locus. Ten of the 19 analyzable
tumors presented an LOH on both markers (Table 1). Homozygous
deletion was found in tumors 14 and 16 (Table 1 and Table S2, sup-
plementary data). So, the Cdkn2a locus was rarely biallelically inac-
tivated in this series of tumors, but allelic loss was observed in half
of the analyzed cases.

No somatic mutation was found in the coding sequence of the
Ink4a gene. Ink4a mRNA was poorly or not expressed in a large
proportion of the tumors as well as in normal lung tissue (Table 1).
However, inrare cases (cases 5,7 and 27), higher levels of expression
were reached. Ink4a was significantly less expressed in tumors with
than without LOH (p=0.02).

The methylation status of the promoter region of Ink4a was
analyzed by pyrosequencing (Table 1 and Table S3, supplemen-
tary data). One-third of the tumors had an Mtl between 0% and
5%, a range of methylation considered to be due to experimental
background [23]. Another one-third of the tumors had a low methy-
lated promoter (Mtl ranging from 5% to 20%). In the last third of the
tumors, the level of methylation was higher, but no highly methy-
lated promoter was observed. The two CpGs localized near the TATA
box (numbers 4 and 5, Table S3) were the more recurrently methy-
lated sites. Nevertheless, no relationship was found between the
Ink4a mRNA expression and the methylation of each CpG individu-
ally or with the methylation index of the promoter region (p>0.3).
In normal lung tissues, the very poorly expressed gene had an
unmethylated promoter. The relationship between Ink4a expres-
sion and methylation of the gene promoter was also investigated
in two rat lung epithelial cell lines (R1 and R2). The very low-level
gene expression was associated with global hypermethylation of
the promoter, in contrast to normal tissues and lung tumors (Table 1
and Table S3, supplementary data). According to immunohisto-
chemical staining, 16 of the 32 analyzable tumors (50%) did not
express p16!"k4a (Table 1 and Fig. 1). This lack of expression was not
correlated neither to Ink4a mRNA expression (p=0.5) nor to LOH
(p=0.7). Cdk4 mRNA was expressed at a low level, similar to the
one observed in normal lung tissue and overexpression was never
detected in tumor samples (Table 1). Rb1 mRNA was expressed in
all the tumors at a basal level, lower than in normal tissue. The pRb
immunostaining was negative in 13 of the 29 analyzable tumors
(45%) (Table 1 and Fig. 1), but no correlation was found between Rb
mRNA and protein expression levels (p=0.3). No correlation was
found between Ink4a and Rb1 mRNA expression (p = 0.4); however,
aninverse correlation tendency was detected between p16/"¥42 and
pRb expressions (p=0.07).

In order to investigate possible inactivation of the Tp53 path-
way via the alternative transcript Arf, the mRNA expression of
Arf, Mdm2, Mdm4, and the mutation status of Tp53 were ana-
lyzed in the series of tumors. Arf mRNA was expressed in all the

tumors recurrently at a higher level than in normal lung tissue
(Table 1). No correlation was found between mRNA expression
levels of Ink4a and Arf (p=0.2). All tumors expressed Mdm?2 and
Mdm4, generally at lower levels than in normal lung tissue, and no
overexpression was observed (Table 1). The levels of mRNA expres-
sion of Arf and of the Mdm2 or Mdm4 genes were not correlated
(p=0.6 and 0.3, respectively). Finally, mutations in the Tp53 gene
were searched for by direct sequencing in 29 tumors of the series.
The four detected mutations (14% of the cases) consisted of two
A-G transitions at codons 124 and 134 (cases 21 and 31, respec-
tively) and two short deletions (6 bp and 27 bp for cases 7 and
32, respectively) (Table 2). The two base substitutions were local-
ized in the DNA fixation domain of the protein. These codons are
homologous to the human codons 126 and 136, respectively. The
Tyr to Cys change at codon 126 generates a non-functional pro-
tein with dominant negative properties, whereas the Gln to Arg
change at codon 136 is neutral, the protein remaining functional
(IARC database). The two deletions, localized in the tetrameriza-
tion and in the Mdm2 fixation domains, respectively, likely induced
the formation of inactive or unstable proteins. The mutations were
heterozygous in three of the four cases. Thus, in case 7 with a
homozygous profile, no functional Tp53 was present, whereas in
case 31, both alleles were functional. In the two last cases, one allele
was functional but deregulation might exist because of possible
dominant negative effects. It can be concluded that the mutational
inactivation of the p53 function in these carcinomas was a rare
event.

4. Discussion

In this study, we focused on Ink4a deregulation in a series of
radon-induced rat lung tumors because this gene is frequently
altered in human, mouse and rat non-small cell lung carcinoma
(NSCLC) [24-27], and moreover, our previous CGH analyses of these
tumors showed a recurrent loss at 5q11-33 [19] where the gene
is localized. The protein p16"k42 was unexpressed in 50% of the
analyzable tumors (16/32, Table 1) and we looked for the origin
of this lack of expression. In line with published data in rodents
[25,28,29], the frequency of biallelic loss was low, since only two
tumors presented a biallelic deletion at the Ink4a locus. The com-
bined observations of the biallelic loss and an LOH at the locus
in these tumors indicated that the homozygous deletions were
smaller than the allelic loss, in good agreement with the small
size of the deletions detected in human tumors [30]. The lack of
mutation in the Ink4a gene in our series corroborates the liter-
ature data since mutations have been described in lung tumors
only in a few cases in humans [31-33] and have never been found
in rodents [17,34,35]. Another mechanism frequently described in
human and rodent studies is the inactivation of INK4a by methy-
lation of the gene promoter [6,17,24,27]. However, the relationship
between reduced expression of the gene and methylation was not
systematically observed [34,36]. Discrepancies may derive from
the analyzed sequence, the methylation of the exon 1o studied
in early publications being less informative than the actual pro-
moter region [22]. Experimental approaches may also generate
conflicting data because analyses by methylation-sensitive restric-
tion enzymes or methylation-specific PCR give results for one or
more CpGs, whereas sequencing after bisulfite treatment provides
a more complete and possibly quantitative view of the methylation
status of the locus [23]. Nevertheless, presently available precise
analyses of the promoter sequence of the Ink4a gene in several
systems give contrasted results. In primary rodent lung tumors,
variable levels of overall methylation were observed in the Ink4a
promoter which were hardly related to the expression levels of the
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Table 1

Summary of the radon-induced rat lung tumor analyses

Case Histology LOH Ink4a Rb1 RNA expression Tp53
HD RNA Mtl Protein RNA Protein Cdk4 Arf Mdm?2 Mdm4 Mutations

expression expression expression expression

1 AC LOH - 0.05 0.2 pl6+ 111 Rb— 0 0.08 0.01 0.69 -

2 AC - - 0.64 0.11 p16— 121 Rb— 0.10 0.83 0.87 0.35 -

3 AC LOH - 0.06 0.07 pl6+ 0.76 Rb— 0.09 0.27 0.67 0.24 nd

4 AC - - 0.25 0.05 p16— 130 Rb— 0.38 1.26 213 0.7 -

5 ASC - - 154 na pl6+ 1.07 Rb— 0.12 8.22 0.27 0.25 nd

6 ASC - - 0.05 0.34 pl6+ 0.98 Rb— 0.15 5.14 2.07 0.41 -

ASC - - 32 0.33 pl6+ 143 Rb— 0.32 22.51 3.54 0.24 Deletion

8 ASC - - 0.16 0.29 pl6+ 1.82 Rb— 0.37 2.71 0.36 0.82 -

9 ASC LOH - 0.42 0.2 pl16+ 129 Rb+ 0.15 5.36 1.21 0.29 -

10 ASC - - 0.01 0.17 pl6+ 0.57 Rb+ 0.06 0.44 0.67 0.4 -

11 ASC LOH - 0.07 0.08 p16— 1.01 Rb+ 0.13 0.3 0.63 0.25 -

12 ASC - - 0.28 0.07 pl16+ 0.74 Rb— 0.11 0.72 0.87 0.24 -

13 ASC LOH - 0.24 0.05 pl6+ 1.64 Rb+ 0.24 1.02 1.28 0.37 -

14 ASC LOH HD nd nd p16— 215 Rb+ 0.20 0.18 3.82 0.42 -

15 ASC LOH - 0.05 0.05 pl6+ 1.09 Rb+ 0.13 0.31 0.96 0.3 -

16 ASC LOH HD nd nd p16— 1.70 Rb+ 0.2 0.73 116 0.29 -

17 ASC LOH - 0 0.05 p16— 1.28 Rb+ 0.13 0.21 1.02 0.3 -

18 ASC LOH - 0.03 0.05 pl6+ 1.62 Rb+ 0.19 0.12 122 0.38 -

19 ASC - - 0.39 0.04 pl16+ 1.65 Rb— 0.24 0.37 2.08 0.62 -

20 AC na - 0.15 0.42 p16— 0.53 Rb— 0.08 1.38 0.47 0.2 -

21 AC na - 0.46 0.22 pl6+ 0.80 Rb— 0.25 0.71 0.59 04 Transition

22 AC na - 0.33 0.15 p16— 1.09 Rb+ 0.09 na 1.70 0.19 -

23 AC na - 1.01 0.12 p16— 2.82 Rb+ 0.07 1.05 0.48 0.49 -

24 AC na - 0.08 0.09 p16— 0.51 Rb+ 0.06 0.15 0.31 0.13 -

25 AC na - 0.11 0.08 na 0.64 na 0.03 3.68 0.84 244 -

26 AC na - 0.3 0.08 p16— nd Rb+ 0.07 6.04 0.87 1.24 nd

27 AC na - 3.64 0.06 p16— 1.21 Rb+ 0.13 8.69 1.06 0.32 -

28 ASC na - 0.23 na p16— 0.23 Rb+ 0.03 143 0.37 0.55 nd

29 ASC na - 0.15 0.57 pl16+ 0.56 Rb+ 0.19 14 0.68 0.19 -

30 ASC na - 0.63 0.45 p16— 1.25 na 0.97 29.63 3.73 0.56 -

31 ASC na - 0.09 0.24 p16— 1.39 na 0.04 3.16 1.66 0.31 Transition

32 SCC na - 0 0.55 pl16+ 171 Rb— 0.24 3.06 119 0.69 Deletion

33 ScC na - 0.04 0.27 p16— 0.98 na 0.11 3.39 1.27 0.38 -

L1 Lung nd nd 0.04 0.05 nd 192 nd 0.20 0.06 1.76 0.66 nd

L2 Lung nd nd 0.03 0.05 nd 4 nd 0.17 0.10 1.28 0.66 nd

R1 Cell lines nd nd 0.02 0.84 nd nd nd nd nd nd nd nd

R2 Cell lines nd nd 0 0.86 nd nd nd nd nd nd nd nd

Cases 1-19: hybrid Wistar Furth/Fischer F344 rat; cases 20-33: Sprague-Dawley rat; L1 and L2: control lungs; R1 and R2: rat lung epithelial cell lines; AC: adenocarcinoma;
ASC: adenosquamous carcinoma; SCC: squamous cell carcinoma; LOH: loss of heterozygosity at the Cdkn2a locus; na: not available; nd: not done; HD: homozygous deletion;
Mtl: methylation index; p16+ and Rb+: positive immunostaining for p16™42 and pRb proteins; p16— and Rb—: negative immunostaining. HD was analyzed by quantitative
PCR on the three exons of Ink4a; RNA expression of Ink4a, Rb1, Cdk4, Arf, Mdm2 and Mdm4 genes, measured by quantitative RT-PCR, were normalized using Gusb gene
expression; methylation of the Ink4a gene promoter was analyzed by pyrosequencing (see Section 2 for Mtl calculation); mutations in the Tp53 gene were determined by
sequencing.
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Fig. 1. Immunohistochemical staining of p16'"42 and pRb. Immunostaining patterns for p16™&42 (A-C) and pRb (D-F). (A) p16'"42 negative, (B) p16'"k42 positive, (C) p16/k4a
negative control, (D) pRb negative, (E) pRb positive and (F) pRb negative control. Reactive lymphocytes are positive internal controls. Magnification 40x.
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Table 2

Mutations of the Tp53 gene

Case LOH Mutations Protein

7 LOH Co 333-334 del 6 bp In frame del
21 - Co 124 TAC>TGC Y124C

31 - Co 134 CAG > CGG Q134R

32 - Co 86-94 del 27 bp In frame del

LOH: loss of heterozygosity; Co: codon; bp: base pair; del: deletion.

gene [24,34]. In contrast, the specific methylation of CpGs located
near the TATA box seemed more precisely implicated in the regu-
lation of Ink4a expression in another study in rat lung tumor cell
lines [37]. In the present study, we have used a quantitative tech-
nique, based on pyrosequencing of bisulfite-modified DNA [23], to
determine the methylation profile of each CpG located in the Ink4a
promoter region (Table S3, supplementary data). In the radon-
induced lung carcinomas, we observed that the two CpGs near the
TATA box were also recurrently more methylated than the others.
However, no correlation was found between the gene expression
and the methylation of each CpG or with the methylation index of
the whole sequence. In contrast, in rat lung epithelial cell lines, we
observed a strong correlation between high methylation index and
low Ink4a expression (Table 1 and Table S3). Altogether, the avail-
able data suggest that, in these tumors, Ink4a mRNA expression is
not regulated by promoter methylation whereas, in lung epithe-
lial cell lines, this type of regulation seems to have a main role.
The recurrent loss of one allele of Ink4a associated to the retention
of a wild-type allele and to a low level of mRNA expression could
suggest haploinsufficiency, as previously described in knock-out
mice for many tumor suppressor genes [38]. However, no rela-
tionship was found between LOH status and protein expression
(Table 1), an indication that if haploinsufficiency could be effec-
tive at the mRNA level, its effect was compensated at the protein
level. We can conclude that, in our series of radon-induced rat lung
tumors, homozygous deletions, allelic losses, mutations or pro-
moter methylation did not play a recurrent role in the Ink4a gene
inactivation.

The inactivation of pRb by Cdk4 overexpression may lead to
overexpression of the Ink4a gene [39]. In our series, pRb1 was
not expressed in 45% of the tumors, however, Cdk4 was never
overexpressed. It must be noticed that the antibody used for pRb
detected both phosphorylated and dephosphorylated forms of the
protein. Thus some of the expressed proteins could be present
in an inactive form, increasing the current percentage of tumors
lacking of an active Rb1 pathway. Nevertheless, the protein expres-
sion of p16"k4a and pRb tended to be inversely correlated, as
frequently described in lung cancer [9,40]. This could indicate that
the Rb1 pathway has a major role in the development of these
tumors, through p16Mk42 jnactivation, however the exact mecha-
nism remains to be established.

The roles of Arf, the other gene of the Cdkn2a locus, and of
the Arf/Mdm2/Mdm4/Tp53 pathway were also investigated. Arf
was expressed at a rather high level in all tumors of the series
whereas Mdm?2 and Mdm4 were never overexpressed, suggesting
that, in contrast to primary human lung tumors [41], the deregula-
tion of the Arf/Mdm2/Mdm4 interplay did not play a major role
in these radiation-induced rat lung carcinomas. In addition, the
low frequency of Tp53 mutation in our series of tumors (14%) indi-
cates that direct inactivation of the tumor suppressor gene is also
rarely involved in radon-induced rat lung carcinogenesis. However,
it is interesting to note that, as previously shown in humans and
rodents [42,43], small deletions are more frequent in radiation-
induced tumors than in sporadic tumors and could be a signature
of radiation-induced carcinogenesis.

5. Conclusion

In this series of radon-induced rat lung tumors, the Ink4a/Rb1
pathway was characterized by a high recurrence of p16'"k42 Jack of
expression possibly associated to a pRb downregulation. However,
all known mechanisms of inactivation of the pathway do not play
arecurrent role in these tumors and the actual origin of the lack of
p16!"k4a protein expression remains to be established.
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Table SI Primer list.
. Annealing MgCl2 Fin.al
Reaction Gene Sequence (5'-> 3') temperature conc(en]t‘;jztlon
.
Expression pl6Ink4a® AACACTTTCGGTCGTACCC” 61°C 3
GTCCTCGCAGTTCGAATC®
p19ARF CAGGAGCATGGGTCGCAGGT® 65°C 2
GGTCGGGAGAGGGTGGTGGG®
Cdk4 GCCTGTGGTTGTTACGCTCT? 60°C 4
AGGCAATCCAATGAGACTAAAG®
Mdm2 AGTGATGAAGGGCATGAGCTCT® 60°C 5
TGTTGCAGTGTGATGGAAGGG®
Sequencing pl6Ink4a Exon 1 TGGTCACACCACTGGCGA' 59°C 1.7
TGCAGATGGGACATTCCTG®
pl6Ink4a Exon 2 GCAACGTCAAAGTGGCAG* 61°C 1.7
CGTGGAAGATCTCCACCTCAGACE
pl6Inkda Exon 2 cDNA CAAACGCCCCGAACACTT T° 64°C 5.7
GCTTGAGCAGAAGTTATGCCTGT®
plélnk4a Exon 3 cDNA CGTGCGGTATTTGCGGTATCT" 61°C 4
GCGTTGCCAGAAGTGAAGCC”
Tp53 cDNA TCTGCTGGGATTGGGACTTT" 58°C -k
CCAGCAACTACCAACCCATT"
Tp53 cDNA nested 1 TTTCCCCTCCCACGTGCT" 60°C ¥
TGTTGTGACTTCTTGTAGATGGC"
Tp53 cDNA nested 2 CTCCACACCTCCACCTGGTA" 62°C ¥
TTGTCAGCTCTCATAACAAGCCC"
Methylation study pl6Ink4a Sequence 1 TTTGTTGGGAGGAGGAGAGA' 53°C 3
ACAAAAAAAATAAAAAATTCCTATAA'
plé6Ink4a Sequence 2 TGGGGTGGGTAGTAGTGTTTTTA' 58°C 1.5
ACCAATAAAACCCTCCTTCCTTC'
pl6Ink4a Sequence 3 GGAAGGAGGGTTTTATTGGTTA' 58°C 3
AATCTATCTACAAAAAACTCCATACT!
Homozygous deletion pl6Ink4a Exon 1 TCACACCACTGGCGACTG' 56°C ¥
GCTGCCCTGGCTAGTCTATC®
pl6Ink4a Exon 2 GTCGTGCGGTATTTGCGGT® 60°C ¥
GCTCACCTGGGCGTGCTT®
pl6Ink4a Exon 3 CAAAGCAGCGCTAAGTTAGG® 60°c -k
GCCATATGCTAGTCTCGCGTT®
Gusb TGTCTCTTCGGCACCACCT! 58°C -k
GACCACATCACGACCGCA!

a: primers published by Abe and al. [22], b: sequence RNA NM_031550 of Ink4a, c: sequence RNA AF474974
of Arf, d: sequence RNA NM_053593 of Cdk4, e: sequence RNA XM 235169 of Mdm2, f: sequence DNA
ABO081658 of Ink4a promoter, g: sequence DNA NC 005104 of Ink4a, h: sequence RNA NM 030989 of Tp53,
i: sequence DNA NC 005111 of Gusb, *MgCI2 conditions of the kit (see materials and methods).
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Table SII Homozygous deletion of the Ink4a gene.

Case Exonla  Exon2 Exon3 Conclusion

1 1.0 1.6 0.3 -
2 0.6 0.3 0.3 -
3 0.7 0.2 0 -
4 0.4 0.1 -0.6 -
5 -0.2 -0.2 -0.5 -
6 1.2 0.5 0.5 -
7 1 0.1 0.8 -
8 -0.1 0 0.6 -
9 2.1 1.8 1.8 -
10 0.8 0.7 1.1 -
11 24 1.6 1.8 -
12 0.6 0 0.4 -
13 1.2 0.7 0.5 -
14 4 2.5 4 HD
15 2.2 2 2.2 -
16 4 3.8 3.8 HD
17 1.3 1.3 1.2 -
18 2.1 2.4 1.9 -
19 2.4 2.4 2.5 -
20 -0.9 -0.4 0.4 -
21 0.1 -0.8 -0.3 -
22 0.8 -0.6 0.6 -
23 0.3 1.1 0.4 -
24 0.7 -2.2 -1.7 -
25 0.6 0.3 0.3 -
26 0.1 -1 0 -
27 23 1.2 1.4 -
28 2.2 0.4 1.5 -
29 0.7 0.8 0.6 -
30 0.5 -1.5 -0.4 -
31 -0.5 -0.3 -0.2 -
32 0.3 -0.1 0.3 -
33 -0.6 -0.3 0.3 -

Homozygous deletion (HD) in the three exons of Ink4a was sought by quantitative PCR. AACt were obtained
after calibration with the Gusb gene and normalization using normal cell DNA. Ratios higher than 3.5

correspond to HD.
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Table SIII Methylation of the Ink4a promoter.

Promoter | Exon la
Case 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Mtl

0.2
0.11
0.07
0.05

na
0.34
0.33
0.29

0.2
0.17
0.08
0.07
0.05

o
O
o
©

0000
00 OO 00000 00000000000 O 00000000 0000
0000
0000

00000000000 O 00000000 OO00O
00000000000 O 00000000 OO0O

0NN AW —
=
o

00000000

0.05
nd
0.05
0.05
0.04
0.42
0.22
0.15
0.12
0.09
0.08
0.08
0.06
na
0.57
0.45
0.24
0.55
0.27

O

=

0000000000 O 00000000 OO0O
00 OO 00000 00000000000 O 00000000 0000
00000008000 O 00000000 0000
00000000000 O 00000000 OO0
0000000000 O 00000000 OO00O
00000000000 O 00000000 OO00O
00000000000 O 00000000 OO0O
00000000000 O 00000000 OO0O
00000000000 O 00000000 OO0
00000000000 O 00000000 OO0
00 OO 00000 OOOOOOOOOOO0 O OOO00O0OO OO0

00000000000
00000000000 O 00000000 00O

00 OO 00000 OOOOOOOOOOO O OOOOOOOO 00O

=

00 OO 00000 *00000000000 *0 00000000

00 OO 000060
00 OO0 00000
00 OO 000060
060 OO0 00000
00 OO 00000
00 OO 00000

0.05
0.05

R1
R2

0.84
0.86

00 OO 00000 00000000000 O 00000000 0000
00 OO 00000 00000000000 O 0000000

00 OO 00000
00 OO 000060
00 OO 00000
00 OO 00000
00 (OO 00000
060 OO0 0e0ee
00 OO 000060

Percentage of methylation of the CpG: empty circle lower than 5%, hatched circle between 5% and 20%, full
grey circle between 20% and 50% and full black circle higher than 50%, na: not available; nd: not done; MtI:
methylation index; L1, L2: control lung tissues; R1, R2: rat lung epithelial cell lines. Methylation of the Ink4a

promoter was analyzed by pyrosequencing.
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Chapitre 111
Caractérisation des tumeurs mixtes ASq radon-induites chez le rat par analyse

transcriptomique comparative.

Introduction

Trois types histologiques de tumeurs pulmonaires ont été obtenus chez le rat aprés
inhalation de radon : les AC, les Sq et les ASq. Ces tumeurs sont histologiquement similaires
aux tumeurs pulmonaires humaines appartenant a la classe des CBNPC. La fréquence des
ASq chez I'homme est moins ¢élevée que celle des AC et des Sq. Ces tumeurs mixtes
contiennent une composante AC et une composante Sq et se caractérisent, sur le plan clinique,
par une plus grande agressivité que les tumeurs AC et Sq « simples » [269]. L histologie des
deux composantes est bien définie, les cellules glandulaires AC formant des structures
tubulaires ou papillaires et les cellules épithéliales Sq pouvant étre plus ou moins
différenciées avec ou sans kératine. Une étude moléculaire a été menée sur 12 ASq, qui met
en évidence des similarités génétiques entre les deux composantes AC et Sq, suggérant une
méme origine clonale pour les deux types cellulaires [97]. Cependant, a notre connaissance, il
n’existe aucune analyse moléculaire des ASq dans leur globalité.

Afin d’approfondir la caractérisation moléculaire des ASq et de déterminer si ces tumeurs
mixtes correspondent effectivement & un mélange de cellules AC et Sq ou si elles présentent
leurs propres spécificités moléculaires, nous avons réalis€¢ une analyse transcriptomique

comparative des trois types de tumeurs pulmonaires radon-induites obtenus chez le rat.

Résultats

Une analyse transcriptomique par hybridation sur puces a ADN a été menée pour 9
ASq, 5 AC et 5 Sq. L’hybridation de chaque tumeur contre un échantillon de référence a été
effectuée sur des puces oligonucléotides de rat selon les conditions décrites en annexe 3. Nous
avons recherché 1’existence de signatures distinguant respectivement les AC des Sq, les AC
des ASq et les ASq des Sq. La méthode d’analyse est présentée en annexe 3. Trois signatures
ont été trouvées (figure 14) : au total, 72 génes permettent de différencier les AC des Sq, 40
genes composent la signature ASq/Sq et 39 génes permettent de distinguer les AC des ASq.
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Figure 14 Représentation par classification hiérarchique des génes exprimes de maniére

différentielle entre les trois types de tumeurs pulmonaires radon-induites chez le rat. A :
signature permettant de différencier les AC et les Sq ; B : signature discriminant les ASq des
Sq ; C : signature AC/ASq. Le dendrogramme supérieur représente le classement des
tumeurs. Les génes de la signature AC/Sq ont servi au classement des ASq au sein des AC et
des Sq (A).

Parmi les génes de la signature AC/Sq, listés dans le tableau 3A, 52 génes sont plus exprimés
dans les AC que dans les Sq tandis que 20 autres génes suivent le profil inverse. Afin de
définir le comportement des tumeurs mixtes par rapport aux tumeurs « simples » AC et Sq,
nous avons utilisé le profil des génes de la signature AC/Sq pour classer les ASq avec les AC
et les Sq (figure 14A). Nous observons que les ASq prennent une position centrale dans le
dendrogramme, avec des tumeurs plus proches des AC (ASql et 2) et d’autres plus proches

des Sq (ASq 9). La signature ASq/Sq se compose de 21 geénes sur-exprimés et de 19 geénes
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sous-exprimés dans les ASq par rapport aux Sq (tableau 3B). Les ASq peuvent par ailleurs se
différencier des AC par un ensemble de 16 geénes sur-exprimés et 23 genes sous-exprimeés
(tableau 3C).

Comme indiqué dans le tableau 4, 1’expression différentielle de certains génes sélectionnés

arbitrairement a été validée par PCR quantitative, renforcant la robustesse des signatures.

Géne AC ASq Sq P-Value
Mucl 45.873 7.039 - 0,008
Prlh 12.905 14.805 - 0,021
Kif3c 0.109 0.094 - 0,026
Sftpal 3,467 0,494 - 0,007
Mmp9 109.554 - 58.565 0,013
Arafl 5.068 - 6.129 0,030
Prkaa2 0.157 - 0.010 0,005
Rabl3 - 0.976 0.712 0,030
Fgr - 2.411 3.987 0,025

Tableau 4 PCR quantitative : moyenne de I’expression des génes dans chaque groupe de
tumeurs. Les données d’expression sont normalisées par rapport a I’expression du gene de

ménage Gusb. Les données statistiques (valeurs de p) sont obtenues par le test T de Student.
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Tableau 3A Geénes expimés de maniére différentielle entre les AC et les Sq

Résultats

Symbole Numéro d'acces * Nom Fonction " Profil d'expression °
Cancer/Prolifération/Métastase
Vegfa NM_031836 Vascular endothelial growth factor A Angiogenese HL
Prkaa2 NM_023991 Protein kinase, AMP-activated, alpha 2 catalytic subunit Controle énergétique, stabilisation VEGF HL
Hp NM_012582 Haptoglobin Catabolisme de I'hémoglobine, angiogenése HL
Fgg NM_012559 Fibrinogen, gamma polypeptide Coagulation, adhésion cellulaire HL
Lmo7 NM_001001515  LIM domain only protein 7 Adhésion cellulaire HL
Dagl AF357216 Dystroglycan 1 Adhésion cellulaire LH
Epb4113 NM_053927 Erythrocyte protein band 4.1-like 3 Adhésion cellulaire LH
Cldn7 AJO11811 Claudin 7 Adhésion cellulaire HL
Dstn XM 215862 Similar to destrin Dépolymérisation de l'actine HL
Dlcl D31962 Deleted in liver cancer 1 Réorganisation du cytosquelette HL
Mmp9 NM_031055 Matrix metallopeptidase 9 Dégradation de la matrice extra-cellulaire HL
Slc9al NM_012652 Solute carrier family 9, member 1 Régulation du pH cellulaire, métastase HL
Perp XM_214953 PERP, TP53 apoptosis effector Activateur de I'apoptose LH
Cdk2 D28753 Cyclin dependent kinase 2 Régulation du cycle cellulaire LH
Araf NM_022532 V-raf murine sarcoma 3611 viral oncogene homolog Transduction du signal mitogéne LH
Mapk12 NM_021746 Mitogen-activated protein kinase 12 Inhibition du cycle cellulaire HL
Xpe XM_232194 Xeroderma pigmentosum, complementation group C Réparation de ' ADN HL
Ypel5 NM_001035221 Yippee-like 5 Division cellulaire HL
Différenciation épithéliale/neuroendocrine
Dsp XM 225259 Desmoplakin Adhésion cellulaire LH
Krt19 X81449 Keratin 19 Différenciation épithéliale LH
Krt19 AF089866 Keratin 19 Différenciation épithéliale LH
Krt14 D63774 Keratin 14 Différenciation épithéliale LH
Krt33b AB013294 Keratin 33B Différenciation épithéliale LH
Krt7 XM 217035 Keratin 7 Différenciation épithéliale HL
Krt8 M63482 Keratin 8 Différenciation épithéliale HL
Krt20 M63665 Keratin 20 Différenciation épithéliale LH
Krt5 M93638 Keratin 5 Différenciation épithéliale LH
Krtl X54806 Keratin 1 Différenciation épithéliale HL
Krt18 U67992 Keratin 18 Différenciation épithéliale HL
Krt18 X81448 Keratin 18 Différenciation épithéliale HL
Mtap2 NM_013066 Microtubule-associated protein 2 Neurogenése, assemblage des microtubules HL
Mstl NM_024352 Macrophage stimulating 1 (hepatocyte growth factor-like) Régulation neuroendocrine HL
Slit1 NM_022953 Slit homolog 1 Développement neuronal LH
Scrgl NM_033499 Scrapie responsive gene 1 Réponse immune neuronale LH
Gria4 NM_017263 Glutamate receptor, ionotropic, 4 Transmission synaptique HL
Drd2 NM_012547 Dopamine receptor 2 Transduction du signal neuroendocrine LH
Divers
Pikdca U39572 Phosphatidylinositol 4-kinase, catalytic, alpha polypeptide Transduction du signal HL
Pole4 XM 342710 Polymerase (DNA-directed), epsilon 4 (p12 subunit) Réplication de 'ADN HL
Alkbh3 NM_001014180 AIkB, alkylation repair homolog 3 Déméthylation de 'ADN HL
Onecutl Y14933 One cut domain, family member 1 Activateur de la transcription LH
Eya2 AB073099 Eyes absent 2 homolog Activateur de la transcription LH
Hdac5 AY038024 Histone deacetylase 5 Répression de la transcription HL
Yt521 D78303 Splicing factor YT521-B Epissage des ARNm HL
Prpfd0a XM_215739 Pre-mRNA processing factor 40 homolog A Epissage des pré-ARNm LH
Dkel 734922 Dyskeratosis congenita 1, dyskerin Maintenance des ARNr et des télomeres HL
Rpl9 NM_001007598 Ribosomal protein L9 Synthése protéique HL
Dytl NM_153303 Dystonia 1 Conformation protéique HL
Npap60 NM_012991 Nuclear pore associated protein Transport des protéines nucléaires HL
Cops7a XM_232351 COP9 homolog, subunit 7a Dégradation protéique HL
Scpepl AF330051 Serine carboxypeptidase 1 Protéolyse HL
Prss23 NM_001007691 Protease, serine, 23 Protéase ovarienne HL
Dnahcl1 uU61743 Beta heavy chain of outer-arm axonemal dynein ATPase Mouvements cellulaires LH
Abtb2 AB000216 Ankyrin repeat and BTB (POZ) domain containing 2 Régulation de la croissance cellulaire HL
LOC304000 NM_001006990  Cell adhesion molecule JCAM Adhésion cellulaire HL
Ndufs7 NM_001008525  NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 7 Chaine respiratoire mitochondriale HL
Cyb5 NM_022245 Cytochrome b-5 Tranporteur mitochondrial d'électrons HL
Atp5d NM_139106 ATP synthase, mitochondrial F1 complex, delta subunit Biosynthese d'ATP HL
Cbrl NM_019170 Carbonyl reductase 1 Métabolisme énergétique LH
Rgn NM_031546 Regucalcin Equilibre calcique LH
Chst3 NM_053408 Carbohydrate (chondroitin 6/keratan) sulfotransferase 3 Meétabolisme de la chondroitine sulfate LH
Gnpat NM_053410 Glyceronephosphate O-acyltransferase Synthese lipidique HL
Mboat5 NM_001012189  Membrane bound O-acyltransferase domain containing 5 Régulation lipidique HL
Cd74 X14254 CD74 antigen Réponse immune HL
Terbv5s2 AF044280 Similar to T-cell receptor beta chain V region C5 precursor Réponse immune HL
Fonction inconnue
RGD1304793 XM_232731 Similar to hypothetical protein DKFZp564D0478 Inconnue HL
RGD1309410 XM_347094 LOC363020 (predicted) Inconnue HL
RGD1309979 XM 215848 Similar to chromosome 20 open reading frame 116 Inconnue HL
Setd4 XM 340970 SET domain containing 4 Inconnue HL
BAC CH230-112C2  ACI06374 Rattus norvegicus 4 BAC CH230-112C2 Inconnue HL
RGD1566265 XM_343810 Similar to RIKEN ¢cDNA 2610002M06 Inconnue HL
BAC CH230-5N9 AC114512 Rattus norvegicus 5 BAC CH230-5N9 Inconnue HL
BAC CH230-156H17 AC136645 Rattus norvegicus 7 BAC CH230-156H17 Inconnue LH

“Numéro d'accés GenBank

*La fonction des génes est déterminée a partir de la littérature et des données Entrez Gene d'NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fegi?db=gene)

°HL : pour High/Low lorsque l'expression du géne est supérieure dans les AC et inférieure dans les Sq, LH : pour Low/High lorsque le profil est inversé
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Tableau 3B Geénes expimés de maniére différentielle entre les ASq et les Sq

Résultats

Symbole Numéro d'acces?® Nom Fonction® Profil d'expression ®
Cancer/Prolifération/Métastase
Fgr NM_024145 Gardner-Rasheed sarcoma viral (Fgr) oncogene homolog Migration cellulaire LH
Fgg NM_012559 Fibrinogen, gamma polypeptide Coagulation, adhésion cellulaire HL
Rab13 M83678 RABI13, member RAS oncogene family Polarité épithéliale, jonctions serrées HL
Selp NM_013114 Selectin, platelet Adhésion aux cellules endothéliales LH
Psmd10 NM_053925 Proteasome 268 subunit, non-ATPase, 10 Composant du protéasome, inhibition de p53 HL
Btg3 NM_019290 B-cell translocation gene 3 Facteur de transcription, activation de p53 HL
Oazl NM_139081 Ornithine decarboxylase antizyme 1 Métabolisme des polyamines, synthése d'ADN HL
Camk2d S69671 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II, delta Voie du calcium, synth¢se d'ADN HL
Pctk3 AB005541 PCTAIRE-motif protein kinase 3 Régulateur du cycle cellulaire LH
Sellh AF304855 Sell (suppressor of lin-12) 1 homolog Croissance cellulaire LH
Hsfl X83094 Heat shock transcription factor 1 Transcription des protéines HSP, mitose LH
Plcbl M20636 Phospholipase C, beta 1 Transduction du signal, prolifération LH
Fgfd AF260830 Fibroblast growth factor 4 Facteur de croissance HL
Mos NM_020102 'V-mos moloney murine sarcoma viral oncogene homolog Facteur cytostatique, voie ERK HL
Gnas NM_019132 GNAS complex locus Transduction du signal, voie ERK HL
Gngl2 AF022091 Guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 12 Transduction du signal, voie ERK HL
Ptprf NM_019249 Protein tyrosine phosphatase, receptor type, F Adhésion cellulaire LH
Xpe XM_232194 Xeroderma pigmentosum, complementation group C Réparation de 'ADN HL
Ypels NM_001035221  Yippee-like 5 Division cellulaire HL
Divers
Notch2 NM_024358 Notch gene homolog 2 Développement neuroendocrine LH
Cypl1b2 NM_012538 Cytochrome P450, family 11, subfamily B, polypeptide 2 Synthése des hormones stéroidiennes LH
Gata6 NM_019185 GATA binding protein 6 Différenciation épithéliales LH
Hoxc4 M37567 Homeo box C4 Différenciation des kératinocytes LH
Mrgprf M35297 MAS-related GPR, member F Transduction du signal LH
Oprll NM_031569 Opioid receptor-like 1 Transduction du signal HL
Tas2r105 NM_023999 Taste receptor, type 2, member 105 Récepteur sensoriel LH
Dytl NM_153303 Dystonia 1 Conformation protéique HL
Aplgbpl AF169549 AP1 gamma subunit binding protein 1 Transport protéique HL
Myolb NM_053986 Myosin Ib Transport vésiculaire HL
Uncl3d AF159356 Unc-13 homolog D Exocytose LH
Scrn2 NM_001012142  Secernin 2 Exocytose LH
Fbxo22 NM_001037770  F-box only protein 22 Ubiquitination HL
Cab39 XM_217464 Calcium binding protein 39 Régulateur de la polarité cellulaire HL
Sost NM_030584 Sclerostin Ossification HL
Fonction inconnue
Crlzl NM_001012036  Charged amino acid rich leucine zipper 1 Inconnue HL
Muml NM_001108736  Melanoma associated antigen (mutated) 1 Inconnue LH
RGD1564852 XM_228973 Similar to hypothetical protein FLJ14503 Inconnue LH
LOC500097 AF213506 Similar to T-cell receptor beta chain V region C5 precursor Inconnue LH
CDNA clone BC086519 CDNA clone IMAGE:7302535 Inconnue HL
RGD735106 NM_198766 Similar to RIKEN ¢cDNA 0610011N22 gene Inconnue HL

*Numéro d'accés GenBank

"La fonction des génes est déterminée a partir de la littérature et des données Entrez Gene d'NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene)

“HL : pour High/Low lorsque I'expression du géne est supérieure dans les ASq et inférieure dans les Sq, LH : pour Low/High lorsque le profil est inversé.
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Tableau 3C Génes expimés de maniére différentielle entre les AC et les ASq

Résultats

Symbole Numéro d'acces?® Nom Fonction® Profil d'expression
Cancer/Prolifération/Métastase
Serpinb5 NM_057108 Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, memb 5 Mobilité cellulaire LH
Cldn7 AJO11811 Claudin 7 Adhésion cellulaire HL
Mapk14 NM_031020 Mitogen activated protein kinase 14 Transduction du signal mitogéne HL
Kif3c NM_053486 Kinesin family member 3C Division cellulaire HL
Uck2 AB030700 Uridine-cytidine kinase 2 Synthése d'ADN LH
Différenciation épithéliale/neuroendocrine
Mucl AF007554 Mucin 1, transmembrane Sécrétion glandulaire HL
Sftpal NM_017329 Surfactant, pulmonary-associated protein Al Sécrétion alvéolaire HL
Mstl NM_024352 Macrophage stimulating 1 (hepatocyte growth factor-like) Régulation neuroendocrine HL
Amphl NM_022217 Amphiphysin 1 Transmission synaptique LH
Chrna7 NM_012832 Cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 7 Transmission synaptique LH
Divers
Arrb2 NM_012911 Arrestin, beta 2 Transduction du signal LH
Bspry NM_022261 B-box and SPRY domain containing Transduction du signal HL
Tiprl XM_341145 TIP41, TOR signalling pathway regulator-like Transduction du signal LH
Gpiapl NM_001012185  GPI-anchored membrane protein 1 Activateur de la transcription LH
Apbbl NM_080478 Amyloid beta precursor protein-binding, family B, memb 1 Régulateur de la transcription LH
Zmynd11 BC065308 Zinc finger, MYND domain containing 11 Répresseur de la transcription HL
Cope XM 214309 Coatomer protein complex, subunit epsilon Transport protéique HL
Psmd5 XM_216041 Proteasome 26S subunit, non-ATPase, 5 Dégradation protéique LH
Sirt3 XM_215124 Sirtuin 3 Déacéthylation protéique LH
Wbpl XM 216198 ‘WW domain binding protein 1 Interaction protéique HL
LOC501110 NM_001024361  Similar to Glutathione S-transferase Al Détoxification HL
Mrs2] NM_024001 MRS2-like, magnesium homeostasis factor Transport du magnésium HL
Atp2bl NM_053311 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1 Transport du calcium LH
Ryrl AF112256 Ryanodine receptor 1, skeletal muscle Transport du calcium LH
Trhr NM_013047 Thyrotropin releasing hormone receptor Régulateur de la fonction thyroidienne LH
RGD1309350 XM_215112 Similar to transthyretin (4L369) Transport des hormones thyroidiennes HL
Stard3nl NM_001008298  STARD3 N-terminal like Transport cholestérol HL
Echdc2 XM 216479 Enoyl Coenzyme A hydratase domain containing 2 Meétabolisme des acides gras HL
Acsll D90109 Acyl-CoA synthetase long-chain family member 1 Métabolisme des acides gras HL
Lep NM_013076 Leptin Catabolisme des acides gras LH
Prlh NM_022222 Prolactin releasing hormone Activité hormonale LH
Cryaa NM_012534 Crystallin, alpha A Protéine du crystallin HL
Ctlad NM_031674 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 Réponse immune HL
Fonction inconnue
Pmf31 AB020504 PMF32 protein Inconnue HL
RGD1305138 XM_235689 Similar to expressed sequence AW556797 Inconnue HL
RGD1308468 XM_227253 similar to expressed sequence C87860 Inconnue HL
RGD1560183 XM 224552 Similar to hypothetical protein FLJ14624 Inconnue LH
RGD1562351 XM_575345 Similar to chromosome 7 open reading frame 23 Inconnue HL
RGD1561459 XM_341884 Similar to RIKEN ¢cDNA 1810020D17 Inconnue HL

"Numéro d'accés GenBank

"La fonction des genes est déterminée a partir de la littérature et des données Entrez Gene d'NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene)

‘HL : pour High/Low lorsque I'expression du géne est supérieure dans les AC et inférieure dans les Sq, LH : pour Low/High lorsque le profil est inversé.
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Discussion

L'objectif de l'analyse transcriptomique comparative de 9 ASq au regard de 5 AC et de
5 Sq est de déterminer si ces tumeurs mixtes, qui se définissent sur le plan histologique
comme un mélange de composantes cellulaires AC et Sq, répondent a cette définition de
mélange sur le plan moléculaire ou si elles présentent des caractéristiques propres. Il est
important de rappeler que les critéres anatomopathologiques imposent que chaque contingent
glandulaire et épithélial représente au minimum 10 % de la masse tumorale [77]. Ces tumeurs
peuvent donc présenter de fortes variations dans les proportions de chacune des composantes,
formant ainsi un groupe hétérogene.

Afin de définir si ces tumeurs portent une empreinte transcriptomique du mélange AC
et Sq, nous avons recherché comment se placent des ASq introduits dans le classement de
tumeurs « pures » AC et Sq. La premiére étape de notre travail a donc consisté a trouver une
signature AC/Sq et a la confronter aux données de la littérature relatives aux tumeurs
pulmonaires humaines de mémes types histologiques. La comparaison des profils
transcriptomiques des AC et des Sq pulmonaires chez I’homme a fait 1'objet de quelques
publications [244, 248, 249, 270-272] et plusieurs des geénes discriminants les deux types de
tumeurs sont retrouvés dans la signature AC/Sq obtenue ici chez le rat. C’est le cas du gene
suppresseur de tumeur Dlcl (Deleted in liver cancer 1), du géne Lmo7, associé¢ a 1’actinine
dans 1’adhésion cellulaire, et de la desmoplakine (Dsp), composant du desmosome. Egalement
en accord avec la littérature, de nombreux geénes codant pour des kératines apparaissent dans
cette signature AC/Sq de rat : les kératines 1, 7, 8 et 18 sont plus fortement exprimées dans les
AC [273-275], et les kératines 5, 14, 19 et 20 sont sur-exprimées dans les Sq [274-278]. Ces
données renforcent la pertinence de nos signatures et confirment que les AC et les Sq se
distinguent par différents marqueurs de la différenciation épithéliale. Il est également
intéressant de noter que plusieurs genes impliqués dans la dissémination métastatique, dans la
prolifération et dans 1’angiogenese sont exprimés de maniére différentielle entre les AC et les
Sq de rat. Il s’agit du facteur de croissance Vegfa, de la cycline CDK2, de la claudine 7
(Cldn7), de la métalloprotéinase Mmp9, du fibrinogéne (Fgg) et de I’haptoglobine (Hp). Tous
ces génes ont été préalablement décrits comme permettant de différencier les deux types de
tumeurs chez I’homme [279-284]. Le géne Epb4113 (ou Dal-1 pour Differentially expressed
in Adenocarcinoma of the Lung-1), suppresseur de métastase dans les CBNPC [285], est,
quant a lui, sous-exprimé dans les AC murins. Il a ét¢é montré que cette diminution

d’expression dans les AC était liée a la méthylation du promoteur du géne [286]. L’ensemble
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des variations d’expression de ces génes vont dans le sens d’un pouvoir métastatique plus
marqué dans les AC que dans les Sq, comme décrit précédemment chez I’homme [287].
Aprées avoir établi que cette signature était valide pour classer les tumeurs AC et Sq et qu’elle
était cohérente avec les données de la littérature, nous avons testé comment se classaient les
tumeurs mixtes ASq dans cette signature. De maniére trés intéressante, les tumeurs ASq se
positionnent entre les deux types de tumeurs « pures », plus ou moins proches d’un des deux
groupes (figure 14A), probablement en fonction du pourcentage de chacune des composantes
dans les différentes tumeurs. Ainsi, cette analyse nous montre clairement que, en se basant sur
I’expression des genes de la signature AC/Sq, les tumeurs mixtes ASq se comportent comme
de «vrais » mélanges AC et Sq, les deux composantes étant représentées en proportions

variables d’une ASq a une autre.

Dans un deuxiéme temps, nous avons recherché si les tumeurs mixtes présentaient des
spécificités moléculaires par rapport aux AC, et par rapport aux Sq, en recherchant s’il existait
des signatures AC/ASq et ASq/Sq. Ces deux signatures ont été trouvées et analysées (figures
14B et 14C). Elles ne présentent aucun géne commun, indiquant que les tumeurs ASq ont des
spécificités moléculaires par rapport aux AC d’une part, et aux Sq d’autre part, mais qu’elles
n’ont pas de spécificité moléculaire par rapport au groupe de tumeurs AC + Sq. Par ailleurs,
les signatures AC/ASq et ASq/Sq présentent respectivement 2 et 4 génes communs avec la
signature AC/Sq, soulignant que ces nouveaux profils transcriptomiques correspondent bien a
des geénes dont 1’expression est spécifique des tumeurs mixtes. A notre connaissance, cette
analyse transcriptomique des ASq mettant en évidence leur spécificité moléculaire, est
unique.

Comparés aux Sq, les ASq expriment plus faiblement les génes Gata6 et Hoxc4
impliqués dans la différenciation de 1’épithélium respiratoire et des kératinocytes [288, 289],
données en accord avec une composante €pithéliale squameuse moins représentée dans les
ASq que dans les Sq. Le géne Notch2, associé aux cellules pulmonaires non-neuroendocrines,
induit la répression transcriptionnelle des genes de la différenciation neuroendocrine [290]. Sa
sous-expression dans les ASq par rapport aux Sq indique que ces tumeurs mixtes pourraient
appartenir a la minorit¢ des CBNPC qui présentent un profil de différenciation
neuroendocrine [291]. La signature ASq/Sq contient également plusieurs génes de la voie des
MAPK, sur-exprimés dans les ASq (figure 15) : le facteur de croissance Fgf4, les protéines G
Gngl2 et Gnas et la MAPKKK Mos, qui conduisent a 1’activation de ERK. De maniére

concordante, le géne codant pour la phosphatase Ptprf, qui inhibe la transduction du signal
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entre Fgfr et Grb2 par phosphorylation, est sous-exprimé dans les ASq. La cascade des
MAPK active la prolifération cellulaire et peut jouer un rdéle dans la transformation maligne et
la carcinogenese pulmonaire [292]. L’activation des voies JNK, p38MAPK et ERK a
précédemment été observée dans les CBNPC [293-295]. L’expression des geénes de la
signature montre ici que [Dactivation de la voie ERK pourrait étre impliquée

préférentiellement dans les ASq par rapport aux Sq.
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Figure 15 Régulation de la voie ERK. En rouge, les genes sur-exprimés dans les ASq par

rapport aux Sq, en vert, le gene sous-exprimé.

La sur-expression protéique de 1’oncogéne MOS et la mutation du géne BRAF (ou RafB) ont
plus précisément été associées a 1’action de K-RAS (Ras) pour ’activation de la voie ERK
dans les tumeurs pulmonaires humaines CBNPC [296, 297]. Le géne K-RAS, qui est
I’activateur dominant de cette voie, peut étre constitutivement activé par mutation [298].
L’analyse par séquencage de K-Ras dans I’ensemble des tumeurs radon-induites de rat a été
réalisée apres amplification par PCR (amorce sens : GCCTGCTGAAAATGACTGAGTAT,
amorce anti-sens : AAAGAAAGCCCTCCCCAGTT, TM : 60°C, 1,7 mM MgCl,) mais n’a
révélé aucune mutation. Afin de préciser I’'implication préférentielle de cette voie dans les
ASq de rat, il serait maintenant intéressant d’étudier 1’expression de Mos au niveau protéique
et de définir le statut mutationnel de RafB.

Dans la signature AC/ASq, I’expression différentielle des marqueurs spécifiques Mucl
(mucin) et Sftpal (surfactant protein) indique que les AC ont une différenciation glandulaire
plus marquée que les ASq. Ces résultats sont, encore une fois, en accord avec une composante

épithéliale glandulaire moins représentée dans les ASq que dans les AC. En terme de

91



Chapitre ITI Caractérisation des tumeurs mixtes ASq Résultats

différenciation neuroendocrine, le géne Mstl (Macrophage stimulating 1) est sous-exprimé
dans les ASq par rapport aux AC. Ce géne, impliqué dans [’apoptose des cellules
neuroendocrines, n’est pas exprimé dans les CBPC humains [299]. Sa plus faible expression
dans les ASq laisse supposer la présence d'un contingent plus important de cellules
neuroendocrines dans ces tumeurs. Cette hypothése est confortée par la sur-expression du
récepteur cholinergique Chrna7 associé a la croissance de lignées pulmonaires
neuroendocrines [300] et par la sur-expression de I’amphiphysine (Amphl) également
associée aux cellules endocrines et marqueur des tumeurs gastro-intestinales neuroendocrines
[301]. L’analyse immunohistochimique des marqueurs neuroendocrines dans les AC et les Sq
a précédemment montré que les AC pouvaient exprimer ces protéines [302]. La signature
AC/ASq montre donc que les ASq possedent non seulement un profil neuroendocrine plus
marqué que les Sq mais aussi plus marqué que les AC. Elle met en évidence des spécificités
d’expression neuroendocrine pour les ASq qui n’ont jamais été décrites auparavant et qui
different du profil neuroendocrine des AC. Plusieurs études menées sur des CBNPC humains
ont mis en évidence une corrélation entre les marqueurs de différenciation neuroendocrine
dans les AC ou les CPGC et le pronostic clinique, les tumeurs les plus « neuroendocrines »
étant les plus agressives [303, 304]. Si le caractére neuroendocrine différentiel que nous
observons dans les trois types de tumeurs de rat se vérifie chez I’homme, il pourrait apporter
un élément de réponse quant a la forte agressivité des ASq par rapport aux AC et aux Sq.

Deux transporteurs calciques, régulant la concentration du calcium cytoplasmique, sont sur-
exprimés dans les ASq de rat (Atp2bl et Ryrl), sur-expression associée a celle des récepteurs
Chrna7 et Trhr, qui permettent également I’entrée du calcium dans la cellule. La mobilisation
du calcium est un élément clé dans l'initiation des différentes cascades mitogéniques [305,
306] et joue un rdle fondamental dans la prolifération des cellules de CBPC [307]. La
surexpression de ces genes dans les ASq pourrait refléter le role important, dans ces tumeurs,
des voies mitogéniques régulées par le calcium, comme par exemple la voie ERK
précédemment ciblée dans la signature ASq/Sq (figure 15). La présence de trois génes du
métabolisme des acides gras dans cette signature (Echdcl, Acsll et Lep) va également dans le
sens d'une activation de la prolifération. Les acides gras fournissent, en effet, une réserve en
énergie pour de nombreux processus de biosynthése, tels que la synthése des acides
nucléiques ou des acides aminés, nécessaires a la croissance et a la prolifération cellulaire.
Toutes ces données suggerent que le développement des AC et des ASq pourrait faire

intervenir des voies de prolifération différentes.
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En conclusion, cette analyse transcriptomique des ASq au regard des AC et des Sq
révele pour la premiere fois que ces tumeurs complexes correspondent effectivement a un
« mélange » des profils AC et Sq sur le plan moléculaire mais qu’elles présentent également
des caractéristiques moléculaires propres. Le niveau de différenciation neuroendocrine et les
voies de prolifération ERK et Ca2+, préférentiellement activées dans ces tumeurs, méritent
des analyses plus approfondies afin de définir si ces spécificités peuvent jouer un rdle dans le

caractere plus agressif et invasif des ASq par rapport aux AC et aux Sq.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Par des approches génomique, moléculaire et transcriptomique, ce travail nous a
permis de mieux caractériser les tumeurs pulmonaires chez le rat, qui présentent de fortes
homologies avec les tumeurs pulmonaires humaines [CBNP(.

Tout d’abord, au regard des critéres anatomo-pathologiques, les profils transcriptomiques des
tumeurs AC, Sq et ASq de rat confirment les similarités observées avec les tumeurs humaines.
Comparés aux ASq, les AC sur-expriment le marqueur glandulaire Mucl et la protéine du
surfactant Sftpal, qui sont des marqueurs des cellules de Clara et des pneumocytes II chez
I’homme, confirmant 1’origine alvéolaire et la nature muco-sécrétante de ces tumeurs. Les Sq,
issus de la métaplasie de cellules bronchiolaires chez le rat, ont un profil transcriptomique de
différenciation similaire aux Sq bronchiques humains ; par rapport aux AC, ils sur-expriment
des marqueurs d’épithélium squameux tels que les constituants des desmosomes et la kératine
5. Etant donné la faible incidence des tumeurs ASq chez ’homme, les données disponibles
sont principalement histologiques et cliniques. Ces tumeurs mixtes se caractérisent par un
mélange de composantes cellulaires AC et Sq et par une forte agressivité clinique. Une grande
proportion d’ASq chez le rat permet une étude approfondie de ces tumeurs sur le plan
moléculaire. Entre autre, notre analyse transcriptomique comparative des ASq avec les AC et
les Sq a permis de confirmer que les tumeurs mixtes possédent un profil d’expression qui
répond a la définition de mélange. De plus, des spécificités ont ét€¢ mises en €vidence telles
que la sur-expression de marqueurs neuroendocrines ou l’activation de la voie Erk, qui
pourraient apporter des ¢léments de réponse quant au caractére fortement agressif de ces
tumeurs.

Sur le plan génomique, 1’é¢tude par CGH des tumeurs pulmonaires de rat a révélé un profil
complexe. Les gains et pertes chromosomiques les plus récurrents chez le rat sont
homologues a des régions subissant des déséquilibres chromosomiques fréquents chez
I’homme. Ainsi, les régions 5q31-35, 15q et 15p, perdues dans plus de 20 % des tumeurs
pulmonaires de rat, correspondent respectivement aux régions humaines 9p21-23, 13q14-32 et
3p14 perdues dans 36 a 83 % des CBNPC [98, 125]. La région 7q34-ter gagnée dans 18 %
des tumeurs de notre modele est homologue au 8q24 humain amplifié¢ dans 10 % des CBNPC
[98]. Ces régions sont porteuses de génes majeurs de la carcinogenése pulmonaire humaine
tels que pl6Ink4a/pl4Arf, Rbl ou c-Myc, qui se révelent étre autant de génes candidats pour
la carcinogenese pulmonaire chez le rat. Plus précisément, 1’analyse moléculaire du locus

pl6Ink4a/p19Arf a mis en évidence une perte allélique dans 50 % des tumeurs, associée le
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plus souvent a une diminution de 1’expression de pl6Ink4a. Ces résultats sont en accord avec
les études de LOH sur les CBNPC humains dans lesquels on retrouve une perte allélique du
locus pl6Ink4a/pl9Arf dans plus de 50 % des tumeurs [127, 128]. Cette homologie se

6Ink4a

confirme au niveau protéique puisque pl n’est détectée par immunohistochimie que dans

50 % des cas chez le rat et I’homme [131]. Nous retrouvons également, dans les deux especes,

Pl . . . , - Ink4
une corrélation inverse entre les expressions protéiques de p16™™

et pRb. Enfin, la fréquence
de la perte de pRb chez le rat (45 %) est équivalente a celle atteinte dans les CBNPC humains

[132].

L’ensemble de ces similarités entre ’homme et le rat font de ces tumeurs induites chez
le rongeur un outil de choix pour étudier I’effet des faibles doses d’irradiation sur le
développement des tumeurs pulmonaires. En effet, a ’heure actuelle, aucune donnée solide ne
permet de déterminer s’il existe un risque de cancer aux faibles doses d’irradiation. Quel que
soit le type d’irradiation, les approches épidémiologiques pour évaluer ce risque donnent des
résultats souvent contradictoires et les données chez 1’animal sont limitées. Par principe de
précaution, la CIPR base ses recommandations sur une relation dose-effet linéaire sans seuil
en appliquant une extrapolation, aux faibles doses, des effets observés chez les survivants
d’Hiroshima et de Nagasaki exposés a une irradiation externe aigué a fortes doses et fort débit
de dose. L’estimation du risque de cancer a faibles doses revient a rechercher, s’il existe, un
évenement peu fréquent, ce qui nécessite, pour étre statistiquement robuste, I’étude de
cohortes importantes, difficiles a constituer et a suivre. De plus, le débit de dose, rarement
pris en compte dans les études épidémiologiques, pourrait avoir un effet sur la fréquence des
cancers, comme cela fut proposé a fortes doses chez le rat aprés inhalation d’émetteurs a [61,
66] : ’augmentation du débit de dose, provoquant une augmentation du nombre de dommages
simultanés de I’ADN par cellule, pourrait provoquer la saturation des mécanismes de
réparation et le déclanchement de la mort apoptotique des cellules 1ésées. Enfin, I’exposition
des populations a des co-carcinogeénes pulmonaires, le plus répandu étant la fumée de
cigarette, et I’existence d’une variabilité inter-individuelle de la réponse cellulaire aux
radiations augmentent aussi les difficultés rencontrées dans 1’appréciation du risque et dans la
compréhension des mécanismes de la carcinogenése pulmonaire. Dans ce sens, 1’étude des
tumeurs pulmonaires chez le rat permet de limiter les complexités rencontrées chez I’homme.
Les rats d’une méme souche, possédant un fond génétique maitrisé, présentent trés peu de

variabilité interindividuelle et peuvent étre exposés a des doses et des débits de doses de
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rayonnements ionisants parfaitement définis dans un environnement contrdlé, soit exempt de

co-carcinogene pulmonaire, soit volontairement enrichi d’un co-facteur.

Au vu des nombreux avantages du modele pulmonaire de rat et de ses nombreuses
homologies moléculaires avec les tumeurs pulmonaires humaines, plusieurs axes de recherche
peuvent étre approfondis.

L’exposition de rats a une gamme de faibles doses d’irradiation devrait permettre de
définir I’existence ou non d’un risque de cancer du poumon a ces niveaux de dose. S’il existe,
il sera alors possible de 1’évaluer et ainsi de modéliser la relation entre la dose et la fréquence
de cancers pulmonaires chez le rat, jusqu’aux plus faibles doses. Ce travail pourrait permettre
de préciser si cette relation est de type linéaire sans seuil, comme proposé dans les études sur
les cohortes exposées au radon minier ou domestique, ou si elle présente un seuil comme
observé chez le rat apres inhalation de Pu. Certains auteurs suggérent méme que cette relation
peut étre quadratique ou sublinéaire pour des doses trés faibles. Nos données sur les tumeurs
pulmonaires induites a 100 WLM (0,5 Gy) peuvent des a présent constituer un point de départ
pour I’étude du risque de cancer pulmonaire a de faibles doses de radon chez le rat, cette dose
étant équivalente aux plus faibles doses rencontrées chez les mineurs. La gamme de doses a
étudier pourrait alors descendre jusqu’a quelques WLM (< 50 mGy), correspondant aux plus
faibles doses rencontrées dans les cas d’exposition au radon domestique.

Il serait également intéressant de vérifier s’il existe une variation de cette relation
dose-effet entre une irradiation par contamination interne, hétérogeéne et chronique (car
dépendante de la répartition biologique et de la clairance du radioélément), et une irradiation
externe, homogéne et aigué. Pour une méme dose cumulée finale, le débit de dose serait en
effet plus faible aprés contamination qu’apres irradiation, problématique qui souléve la
question de I’effet du débit de dose sur la fréquence de cancer. Ce type d’étude apporterait des
¢léments de réponse quant a la pertinence d’une extrapolation des données sur les survivants
d’Hiroshima et Nagasaki aux cas de contamination interne (par exemple apres exposition au
radon ou au plutonium). Dans ce contexte, nos tumeurs peuvent constituer le groupe de
tumeurs induites par contamination interne qui devra étre comparé a un groupe de tumeurs
pulmonaires induites par irradiation externe aux rayons X ou y, par exemple.

L’hypotheése d’une spécificité moléculaire des tumeurs pulmonaires radio-induites
peut également se poser. En effet, jusqu’a présent, aucune signature moléculaire spécifique
capable de refléter la nature radio-induite des tumeurs pulmonaires n’a été mise en évidence,

la plupart des études menées en ce sens s’étant focalisées sur la recherche de mutations
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ponctuelles sur les genes Tp53 et K-Ras. Une approche moléculaire basée sur des analyses
génomiques plus globales chez le rat permettrait de mettre plus facilement en évidence
d’éventuelles distinctions moléculaires entre les tumeurs pulmonaires radio-induites et les
tumeurs induites par d’autres carcinogénes. Aujourd’hui, le développement de la technique de
séquencage par hybridation sur puces a oligonucléotides permet la recherche de mutations
ponctuelles a grande échelle (substitutions, insertions ou petites délétions), ou la mise en
évidence de sites de polymorphismes spécifiques touchant un unique nucléotide (SNP pour
Single Nucleotide Polymorphisms). Une analyse génomique comparative de ce type pourrait
par exemple étre menée entre un groupe de tumeurs pulmonaires radio-induites incluant, entre
autres les tumeurs radon-induites analysées dans ce travail de thése, et un groupe de tumeurs
pulmonaires induites chimiquement, comme par exemple les tumeurs induites par 1’agent
spécifique de la fumée de cigarette (nitrosamine 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanone ou NNK) fréquemment étudiées chez le rongeur. Si une signature moléculaire
existe, elle aurait la particularité de mettre a jour un profil d’altérations génétiques spécifique
au développement des tumeurs radio-induites chez le rat qui, si il se vérifie chez ’homme,
permettrait de générer un outil d’épidémiologie moléculaire pour aider a I’identification des

tumeurs pulmonaires radio-induites, en particulier aux faibles doses.
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ANNEXES

Annexe 1

Dispositif d’exposition au radon et nature des tumeurs pulmonaires induites chez le rat

Dans le cadre d’études sur les effets carcinogénes du radon et de ses descendants, des rats
males de souche Sprague Dawley ou Wistar Furth/Fischer F344 (IFFA CREDO, animaux
exempts d’organismes pathogénes spécifiques) ont été exposés au radon et a ses descendants.
Les chambres d’inhalation installées au Laboratoire de Pathologie Pulmonaire Expérimentale
(LPPE) du CEA-Universit¢ de Limoges (Razes) étaient reliées a une source de radon
conditionnée en sous-sol : une cuve souterraine étanche renfermant des résidus de minerai
d’uranium d’ou le radon s’échappait naturellement (figure 16). Un protocole détaillé a
précédemment été décrit par Monchaux et coll. [308]. Des doses de 100 a 1500 WLM ont été
regues par les animaux avec un niveau d’exposition variant de 15 a 150 WL. Une fois
rapatriés au Laboratoire de Cancérologie Expérimentale (LCE) du CEA (Fontenay-aux-
Roses), les rats ont été fournis en eau et nourriture a volonté et ont été suivis jusqu’a leur mort
ou jusqu’a ce qu’ils présentent un état moribond nécessitant alors leur euthanasie par du CO,.
Ces expériences ont ¢té¢ réalisées en accord avec la législation francaise et les directives

européennes concernant 1’utilisation et les soins a apporter aux animaux de laboratoire.
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Figure 16 Schéma simplifié des chambres d’inhalation de radon et de ses descendants
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Apres sacrifice, une fraction de chaque tumeur pulmonaire détectée a I’autopsie a été
prélevée et conservée a —80°C pour de futures extractions d’ADN et d’ARN. L’ensemble des
poumons de I’animal avec le tissu tumoral restant a été lavé au sérum physiologique, fixé
dans une solution tamponnée de formol et inclus en paraffine pour permettre 1’examen
histologique a partir de sections de tissu colorées a I’Hémalun/Eosine/Safran. Pour tous les
¢chantillons, le diagnostic anatomopathologique a ¢ét¢ déterminé en fonction de la
classification établie par ’EULEP (pour European Late Effets Project Group) [84]. Notre
¢tude porte sur 40 tumeurs collectées sur 18 rats Sprague Dawley et 20 rats Wistar
Furth/Fischer F344 (rats hybrides). Cette sériec de tumeurs comporte 14 adénocarcinomes
(AC), 21 carcinomes adénosquameux (ASq) et 5 carcinomes épidermoides (Sq). La quantité
limitée de matériel ne nous a pas permis d’utiliser la totalité¢ des tumeurs pour I’ensemble des
¢tudes menées au cours de cette thése. Des sous-groupes de tumeurs ont di étre constitués

pour chaque étude tout en conservant une majorité de tumeurs communes.
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Annexe 2

Technique de CGH pour I’analyse cytogénétique des tumeurs pulmonaires

La technique d’hybridation génomique comparative (CGH) a permis de mettre en
évidence les déséquilibres chromosomiques présents dans les tumeurs pulmonaires radon-
induites de notre série. Elle est basée sur la comparaison de deux génomes (ADN tumoral et
ADN de tissu sain) marqués différentiellement puis hybridés simultanément, en quantités

équimolaires, sur une préparation de chromosomes métaphasiques normaux [309].

1. Préparation de chromosomes métaphasiques normaux

La préparation des chromosomes métaphasiques a été obtenue a partir de cultures
primaires de fibroblastes de foetus de rat male suivant un protocole standard de mise en
culture d’explants. Les cellules en phase de croissance exponentielle ont été arrétées en
métaphase par un traitement de deux heures a la colcemide (0,03 pg/ml). Les cellules ont
ensuite été récoltées par dissociation enzymatique a la trypsine puis mises en suspension dans
une solution hypotonique (0,075 M de KCI) pendant 30 minutes a 37°C. Apres des fixations
successives par un mélange méthanol / acide acétique (3/1), les suspensions ont été étalées sur

des lames de verre propres, humides et froides.

2. Extraction et marquage différentiel des ADN génomiques

L’ADN génomique a été isolé a partir de broyats de tumeurs congelées, selon un
protocole standard d’extraction au phénol/chloroforme. L'ADN de tissu sain a été traité de
facon identique. Les marquages différentiels de I’ADN normal et tumoral ont ét¢ obtenus par
« translation de coupure » (nick translation) selon un protocole décrit par El-Rifai et coll.
[310]. Cette technique permet 1’incorporation de deux types de nucléotides directement
couplés a un fluorochrome, respectivement le Texas Red-5-dUTP et le FITC-12-dUTP. Tous
les marquages ont été réalisés a partir de 1 ug d’ADN génomique en utilisant un mix de nick
translation (Roche Applied Science). La durée de chaque réaction enzymatique (45 a 120

minutes) a été déterminée afin d'obtenir des fragments d’ADN de 500 a 2000 pb.

100



Annexe 2 Technigue de C6H Annexes

3. Hybridation des sondes génomiques

Pour chaque expérience d’hybridation, des quantités égales (500 ng) d’ADN tumoral
marqué au FITC (fluorescence verte) et d’ADN normal marqué au Texas Red (fluorescence
rouge) ont été mélangées a un excés d’ADN Cot-1 de rat non marqué (10 pg) (Rat Hybloc
competitor DNA, Insight Biotechnology, UK). Aprés précipitation, chaque culot a été repris
dans 10 pl de solution d’hybridation (50 % formamide, 2X SSC, 10 % sulfate de dextran, 10
mM phosphate de sodium, pH 7) puis dénaturé a 95°C pendant 5 minutes. Aprés une
incubation d’une heure a 42°C, les échantillons ont été déposés sur les métaphases normales
de rat (figure 17). Ces métaphases étaient préalablement traitées a la Rnase A (100 pg/ml - 2X
SSC) pendant 1 heure a 37°C, dénaturées dans une solution de 70 % formamide / 2X SSC
pendant 2 minutes a 70°C, puis fixées dans des bains successifs d’éthanol froid 50 %, 75 %
puis 100 %.

Aprés une hybridation de 72 heures a 42°C en atmosphére humide, les lames ont été lavées
par des solutions successives de 50 % formamide / 2X SSC (3 fois), de 2X SSC (2 fois), de
0,1X SSC (1 fois) et de tampon BT (0,15M NaHCO3, 0,1 % Tween 20, pH 8,3) contenant
0,05 % de BSA (pour Bovine Serum Albumin). Enfin, une contre-coloration des chromosomes
normaux de rat en pseudo-bandes G a été obtenue par immersion des lames dans une solution
BT/BSA contenant 1 pg/ml de DAPI (4°,6-diamino-2-phenylindole) pendant 7 minutes.
Aprés un rapide ringage en solution BT, les lames ont ét¢é montées avec une goutte de

Vectashield (Vector laboratories).
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ADN génomique test:
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de capture et d'analyse d'images) .- -

quantification des intensités
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32 V/R<0,85: perte (délétion) '

4: exclusion de I'analyse des régions chromosomiques
péricentromérigues et hétérochromatiques

Annexes

Figure 17 Principe de la technique d’hybridation génomique comparative (CGH)

4. Acquisition et analyse des images, interprétation des profils CGH

L’acquisition des images des métaphases hybridées a été réalisée a I’aide d’un

microscope a fluorescence couplé a une caméra et équipé de filtres a bandes passantes

spécifiques de chacun des trois fluorochromes (FITC, Texas Red, DAPI). L’analyse de

I’image composite de chacune des métaphases a 1’aide du module CGH du logiciel QUIPS
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(Vysis) permet le classement des chromosomes en bandes G puis la quantification
automatique du rapport de fluorescence vert/rouge (V/R) le long de chaque chromosome.
Pour chaque tumeur, I’interprétation de la CGH a été réalisée a partir de la compilation de
profils provenant de 15 a 20 métaphases correctement hybridées. Les déséquilibres
chromosomiques sont indiqués par les déviations du profil CGH moyen par rapport a la valeur
V/R =1, qui correspond a une absence d’altération (figure 17). Une région chromosomique
est considérée comme étant sur-représentée dans une tumeur lorsque le rapport V/R est
supérieur a 1,15 (gains) et sous-représentée lorsque ce rapport est inférieur a 0,85 (pertes).
Ces valeurs seuils ont été définies a partir d’analyses préalables, incluant des hybridations
témoins de deux ADN normaux male et femelle, et des hybridations controles réalisées avec
des ADN provenant de tumeurs entierement caractérisées sur le plan caryotypique. Les
hybridations témoins ont permis de définir des régions chromosomiques présentant des
déviations aspécifiques (1g21, 3p, 9ql12, 11p, 12p, 15p13, 16ql12.4, 17q12.3, 19p et Y).

Toutes les altérations impliquant ces régions ont donc été analysées avec précaution.
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Annexe 3
Technique des puces a ADN pour I’analyse transcriptomique des tumeurs pulmonaires

1. Définition et principe expérimental des puces 4 ADN

Une «puce» a ADN est constituée de fragments d’ADN ou d’oligonucléotides
(sondes) immobilisés sur un support solide selon une disposition organisée. Une puce
comporte quelques centaines a plusieurs dizaines de milliers d’unités d’hybridation (spots),
chacune étant constituée d’un dépot de fragments d’ADN ou d’oligonucléotides
correspondant a la séquence d’un géne donné. L hybridation de la puce avec un échantillon
biologique d’ADN ou d’ARN, marqué par un radioélément ou par une molécule fluorescente,
permet de détecter et de quantifier I’ensemble des cibles qu’il contient en une seule
expérience. D’abord congues sur des membranes poreuses de nylon (appelées parfois «
macroarrays » par opposition aux « microarrays »), les puces a ADN ont été progressivement
mises au point sur lames de verre a la fin des années 90.

Notre approche, dans le cadre de ce travail de thése, est basée sur I'utilisation de puces
«microarray » portant des oligonucléotides 50 mers de rat. La collection de sondes se
compose de 10 000 oligonucléotides de synthése (Rat 10K Oligo Set, Ocimum Biosolutions)
correspondant a 6100 genes de fonction connue, 3560 EST, 100 doublons et 169 contrdles
négatifs Arabidopsis. Le dépot des sondes a été effectué sur lames de verre par la plate-forme

génomique du CEA (Evry), avec I’appareil MicroGrid II (Biorobotics).

Le principe expérimental utilisé ici a consist¢ a hybrider, de maniére simultanée,
I’ADNc de chaque tumeur avec un ADNc de « référence », compos¢ d’un mélange d’ADNc
de plusieurs tissus de rat, détaillé plus loin. Cet ADNc de référence, commun a toutes les
expériences du laboratoire menées sur le rat, permet d'obtenir un niveau d’expression de base
pour ’ensemble des sondes, et de comparer les résultats de plusieurs expériences.

Le principe du protocole d’hybridation est le suivant. Apres extraction et amplification des
ARNm tumoraux et références, les brins d’ADNc sont synthétisés en présence de nucléotides
modifiés couplés a un marqueur fluorescent. L’échantillon tumoral et I’échantillon de
référence, marqués par des fluorochromes a spectres d’émission distincts (cyanines Cy3 et
Cy5), sont co-hybridés de maniére €équimolaire sur une méme puce. Au contact de la puce, les

brins d'ADNc marqués s'apparient avec les sondes de séquence complémentaire de la lame.
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La mesure du rapport d’intensité¢ des signaux fluorescents émis sur chaque spot permet ainsi

d’estimer le taux d’expression différentiel du gene correspondant.

2. Extraction des ARN, amplification et marquage des ADNc

L’ARN tumoral a été obtenu aprés broyage et extraction au RNAplus (MP
Biomedicals Q-BlOgene) selon le protocole recommandé par le fabriquant. L’ARN de
référence, compos¢ d'un mélange équimolaire d’ARN provenant de différents tissus sains
(poumon, foie, rate, muscle, cerveau) et de lignées cellulaires de rat (rein : NRK52F et os :
CRL 1661 et 1663) (ATCC), a été préparé selon la méme procédure.

Des quantités égales d’ARN tumoral et d’ARN de référence (5 pg) ont été¢ amplifices
selon les conditions du kit MessageAmp' " aRNA (Ambion). Cette amplification comporte les
étapes de synthése de deux brins d’ADNc a partir des ARNm, suivies d'une transcription in
vitro pendant une nuit & 37°C en présence de T7 ARN Polymerase. Les ARN amplifiés ainsi
obtenus sont des ARN anti-sens (ARNa). Une transcription inverse (Superscript II,
GibcoBRL), réalisée a partir de 5 pg d’ARNa, conduit a I'obtention d'ADNc sens. La synthése
des seconds brins d'ADNc anti-sens marqués, complémentaires des oligonucléotides sens
déposés sur la puce, a été obtenue par amorgage aléatoire (Random Priming - Roche
Diagnostics). La réaction se déroule dans un volume final de 50 pl pendant une nuit a 37°C
en présence de dATP, dGTP et dCTP (200 uM final), de dTTP (130 uM final) et de Cy3-
dUTP ou Cy5-dUTP (70 uM final, Amersham). L'ensemble de ces étapes nous a permis
d'hybrider des solutions d'ADNc, moins sujets a la dégradation que les ARN.

3. Hybridation des cibles d’ADNc¢

Pour chaque échantillon expérimental, deux hybridations croisées sont recommandées
en inversant les fluorochromes (dye-swap) [311, 312] (figure 18). Une premic¢re hybridation
est effectuée avec 5 pg d’ADNc tumoral marqué au Cy3 et 5 pg d’ADNc référence marqué au
CyS5. La seconde hybridation est réalisée sur une deuxi¢me lame avec les marquages inverses.
Lors du traitement du signal, cette hybridation en double inverse permet de détecter et de
corriger les facteurs de variabilité tels que la différence d’incorporation des fluorochromes, les
rendements de fluorescence ou les variations expérimentales dues aux prélevements, aux

dosages des ARN...
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Tumeur Extraction deiARN totaux Référence
Amplification
(ARNm anti-sens)
/\/\/ Transcription inverse /\/\/
Synthése du second brin d’ADNc
Cy 3 l Cy 5 l Incorporation d’un nucléotide modifié l Cy 5 l Cy 3

couplé a un fluorochrome

Hybridation différentielle en « dye swap »

v

Acquisition des images par
un scanner a fluorescence

v

Superposition des images Cy3 et Cy5

Figure 18 Principe de I’hybridation sur puces a ADN

Hybridation différentielle en « dye-swap »

L’hybridation compétitive des échantillons sur puce a donc nécessité la préparation de
deux mélanges équimolaires d’ADNc tumoraux et référentiels marqués respectivement en
Cy3 et en Cy5, et inversement. Chaque mélange a ensuite été purifié par précipitation
alcoolique en présence de séquences poly(A) (20png), d’ARNt de levure (yeast tRNA, 20ug)
et d’ADN Cot-1 de rat (20 pg) (Rat Hybloc competitor DNA, Insight Biotechnology, UK).
Aprées précipitation, chaque culot a été repris dans 50 pl de solution d’hybridation (50 %
formamide / 10X SSC /0,2 % SDS) et dénaturé a 95°C pendant 5 minutes. Aprés une heure a
42°C, les échantillons ont été déposés sur les lames d’oligonucléotides préalablement traitées
avec un tampon de pré-hybridation (1% BSA / 5X SSC / 0.1% SDS). L’hybridation se
déroule en atmosphére humide a 42°C sur une nuit. Les lames sont ensuite lavées par des
solutions successives de 1X SSC / 0,2 % SDS (42°C), de 0,1X SSC / 0,2 % SDS, de 0,1X

SSC et d’eau, puis séchées par centrifugation.
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4. Acquisition et analyse des données

A/ Acquisition des images

Apres hybridation, chaque lame est scannée a une résolution de 10 um avec un
scanner confocal (Scan array Express, PerkinElmer) aux deux longueurs d'ondes (Cy3 = 532
nm et Cy5 = 635 nm), correspondant aux marquages des deux échantillons hybridés. Pour
chaque longueur d'onde d'excitation, deux acquisitions sont effectuées avec des réglages de
puissance laser et de gains de photomultiplicateur différents, favorisant respectivement les
spots faiblement hybridés (les spots fortement hybridés sont saturés) et les spots fortement
hybridés (les spots faiblement hybridés sont invisibles).
Deux images sont obtenues pour chaque marquage au format TIFF codant sur 16 bits compris
entre 0 (noir) et 65535 (blanc) niveaux de gris. La gamme d’intensité du signal d'hybridation
détecté est étendue par chevauchement des signaux provenant des deux images. Les étapes
suivantes, allant du traitement des images a la détermination des rapports d’expression pour
chaque gene, ont été effectuées par Nicolas Ugolin a 1’aide de logiciels développés par

I’équipe de bio-informatique du laboratoire.

B/ Quantification et normalisation des rapports d’expression des génes

a) Elimination du bruit de fond

La position de chaque spot est automatiquement déterminée pour chaque image a
I’aide d’un systeme de positionnement de grilles basé sur 1’algorithme SurfView (Image-
analysis spot-tracking software - patent US 10/173,672 June, 19, 2002; CA 2,389,901 June,
20, 2002) qui utilise la périodicité du dépot.
Pour chaque image, les pixels provenant de chaque spot, circonscrits dans un cercle, sont
segmentés en bruit de fond local et signaux d’hybridation, selon un algorithme spécifique
d’estimation-maximisation. L’intensité d’hybridation est estimée comme 1’intensité moyenne

des pixels d’hybridation soustraite a I’intensité moyenne des pixels du bruit de fond.

b) Calcul d’un facteur de reproductibilité

La co-hybridation d’ADNc tumoraux et référentiels décrite précédemment implique

que chaque niveau d’expression tumoral sera exprimé en fonction d’un niveau de référence.
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Dans la suite de 1’exposé, 1’échantillon tumoral sera noté « Exp » (expérience) et 1’échantillon
de référence sera noté « Ref ».
Une hybridation en double inverse permet, pour chaque sonde, de normaliser et de réduire
I’erreur commise entre les deux mesures réalisées pour 1’échantillon tumoral et pour la
référence. En effet, I’analyse puce de chaque tumeur aboutit a la mesure de quatre valeurs :
» hybridation 1: I’échantillon tumoral (Exp) marqué au Cy5 est hybridé avec
I’échantillon de référence (Ref) marqué au Cy3.
» hybridation 2: 1’échantillon tumoral (Exp) marqué au Cy3 est hybridé avec
I’échantillon de référence (Ref) marqué au CyS5.
Les valeurs mesurées peuvent étre affectées d’un biais induit par des facteurs tels que la
variation du dépdt des sondes sur la puce, la variation de puissance du laser ou
I’inhomogénéité du marquage par les fluorochromes Cy3 et Cy5. L’impact du biais sur les
mesures est minimisé grace aux couples de valeurs Ref Cy3 / Ref Cy5 ou Exp Cy3 / Exp Cy5
de I’hybridation en double inverse. Chaque couple est placé sur un diagramme (figure 19) et
un nuage de points est obtenu dont on peut calculer la régression linéaire. L’écart entre cette
régression linéaire et la droite de pente 1 et d’origine O est représentative de I’erreur
systématique commise. Afin de minimiser cette erreur, les paramétres de la rotation et de la
translation nécessaires pour ramener la droite de régression vers une droite de pente 1 et

d’origine 0 sont appliqués a I’ensemble des couples de mesures.
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Figure 19 Determination de la reproductibilité du couple de valeurs Exp Cy3 / Exp Cy5
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La dispersion du nuage de points autour de la droite de régression est représentative des
erreurs sporadiques commises. Ces erreurs sont liées, pour chaque valeur mesurée, a des
facteurs de variabilité tels que I’incertitude de la mesure, les variations de densité de sonde
pour chaque spot ou la variation d’incorporation séquence-spécifique entre les deux
fluorochromes.

Pour chaque couple de valeurs Ref Cy3 / Ref CyS5 et Exp Cy3 / Exp Cy5 est défini un facteur

de reproductibilité Rt et Rx respectivement, tel que :

!Refl )i !EX|22 !i
Ref] Ex
Rt = z 1 et Rx; = u
(Reby); (Exp)i
> Ref, 2. Exp

(1 et 2 correspondent respectivement aux fluorochromes Cy3 et Cy5 et i indique le numéro du
spot sur les deux lames).

Ce facteur de reproductibilité représente le rapport de la fluorescence d’hybridation d’un spot
I par rapport a la fluorescence totale du signal d’hybridation et indique 1’erreur sporadique

commise sur la mesure des sondes entre les deux lames d’une hybridation en double inverse.

Afin de placer ces facteurs de reproductibilit¢ sur une échelle relative de 0 a 1 (1 étant la
qualité¢ maximum de reproductibilité), les Rt et Rx supérieurs a 1 sont ramenés respectivement
aRt " etRx .

Un filtre-seuil a 0,6 est alors imposé sur les Rt et Rx de chaque sonde afin de ne sélectionner

que les mesures les plus reproductibles représentées en rouge sur la figure 19.

c) Calcul des niveaux d’expression

Une fois que les facteurs de reproductibilité Rt et Rx ont été calculés pour chaque spot,
il reste a définir le niveau d’expression Exp/Ref (noté x/y) pour chaque hybridation en double
inverse. Différents cas doivent étre considérés en fonction de Rt et Rx :

e quand Rt.Rx = 1 et Rt/Rx # 1, ’erreur sporadique mesurée est due a la variation
de la mesure entre les deux lames (due par exemple a une variation de densité de
la sonde entre les deux lames). Les rapports Expcys/Refcys et Expeys/Refeys sont
équivalents. La valeur finale du niveau d’expression x/y correspond alors a la
moyenne des valeurs Expcys/Refeys et Expeys/Refcys pondérée de la valeur Rf =

Rt.Rx ;
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e quand Rt.Rx # 1 et Rt/Rx = 1, ’erreur sporadique mesurée découle d’un biais
entre la tumeur et la référence (dl par exemple au biais d’incorporation entre les
fluorochromes Cy3 et CyS5). Les rapports Expcys/Refcys et Expcys/Refcys sont
équivalents. La valeur finale du niveau d’expression x/y correspond alors a la
moyenne des valeurs Expcys/Refcys et Expeys/Refcys pondérée de la valeur Rf =

Rt/Rx ;

e quand Rt.Rx = 1 et Rt/Rx ~ 1, toutes les mesures sont reproductibles, la valeur
finale du niveau d’expression x/y est alors la moyenne des valeurs intra et inter-
lames Expcys/Refcys, Expeys/Refcys, Expeys/Refeys et Expeys/Refeys pondérée de
la valeur Rf = (Rt.Rx . Rt/Rx)"?;

e quand Rt.Rx # 1 et Rt/Rx # 1, les valeurs Exp/Ref sont ¢liminées.

Une hybridation en double inverse est validée lorsque 80 % des niveaux d'expression

présentent un Rf > 0.6.

d) Normalisation

Le niveau d’expression x/y défini ci-dessus, informe sur le niveau de modulation d’un
gene donné. La distribution des niveaux d’expression de I’ensemble des genes s’étend de 0 a
+ I’infini (figure 20.1) avec un maximum normalement situ¢ a 1 qui représente la population
de geénes invariants [313], majoritaires sur une puce pangénomique. Toutefois, cette
distribution peut étre décalée en raison, par exemple, d’un déséquilibre global de la quantité
de matériel déposé entre la tumeur et la référence. Pour corriger ce biais qui persisterait méme
apres les étapes de normalisation précédentes, une homothétie est appliquée au nuage de point
x/y de telle maniere que la majorité relative des points du nuage soit localisée sur une droite
de pente 1 passant par 0.
L'erreur commise sur une répression comprise entre 0 et 1 (x<y) n'a pas la méme dimension
que celle commise sur une induction comprise entre 1 et + I’infini (x>y). Pour donner aux
erreurs, donc aux mesures, des dimensions comparables, nous calculons le rapport y/x sur
I’intervalle [0; 1] (figure 20.2). Pour manipuler et analyser les données, les ratios
d’expression sont usuellement transformés dans une échelle logarithmique qui permet de

transformer la distribution des ratios d’expression en une fonction symétrique de — I’infini a +
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I’infini, centrée sur 0 et additive, ce qui facilite les analyses statistiques. Les rapports
d’expression X sont donc définis tels que X = -In(y/x) pour une répression et X = In(x/y) pour

une induction (figure 20.3).

y/x

x/ -In(y/x) In (x/y)
a0 —> \

0 1 + oo + 1 +
Réprimé Induit
3
-0 0 + o0
Réprimé Induit

Figure 20 Normalisation des rapports d’expression d’une hybridation en double inverse

e) Construction des profils d’expression_des génes entre les

différents cas

Les niveaux d'expression de I’ensemble des génes pour toutes les tumeurs sont alors
regroupées et organisées dans une matrice N.P, ou les lignes N représentent les genes et les
colonnes P représentent les tumeurs. Chaque ligne de la matrice correspond aux niveaux
d’expressions d’un gene entre les différentes tumeurs (assimilable a un point dans un espace a
P dimensions). Pour éliminer le niveau de modulation de base des génes, qui n'intervient pas
pour l'analyse souhaitée, chaque profil est centré par rapport a sa moyenne. Cela permet
d’analyser un géne donné entre toutes les conditions et de fixer un référentiel commun pour
I’ensemble des profils.
L’analyse effectuée sur cette matrice dépend ensuite de la question posée. Dans le cas présent,
nous recherchons les profils de geénes exprimés différemment entre deux types de tumeurs
mais invariants pour un méme type. La difficult¢ est de minimiser le nombre de genes

présentant de tels profils par hasard et cela malgré le petit nombre de tumeurs. Un premier
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filtre, consistant a réaliser un t-test entre les deux types de tumeurs A et B, permet d’éliminer
rapidement les génes ne correspondant pas au profil souhaité et de ne conserver que les génes
dont la moyenne d’expression différe entre les deux types. La limite d’élimination d’un géne
est fixée automatiquement a partir d’un seuil calculé sur toutes les permutations possibles
entre les deux types A et B.

Toutefois, suite a ce premier tri, certains des génes conservés peuvent présenter des erreurs
ponctuelles dans leur profil, alors méme que les moyennes pour les deux groupes sont
significativement différentes. Pour éliminer ce type de géne, il est indispensable de disposer
d’une loi de probabilité adaptée a la taille des échantillons analysés.

Afin de définir cette loi, les niveaux d’expression sont normalisés c’est-a-dire qu’ils sont
réduits d’un espace [-o0 ; o] aun espace [-1; 1] tel que :

K j'l-r'_ i
X;; —
[P ‘g
'Ilrn" «7 =1 ‘Y.l._,l

I et J représentent respectivement les index des lignes (génes) et des colonnes (tumeurs) de la
matrice N.P. X” est la valeur du niveau d’expression obtenu aprés centrage a la position (i,))
de la matrice.

Dans ce nouvel espace, la distribution des niveaux d’expression suit une loi centrée sur
0 dont la densité de probabilité est calculée en chaque point. Il devient alors possible de
définir pour la tumeur j la probabilité de trouver par hasard un niveau d’expression X”i’j dans

un intervalle donné.

C/ Définition d’une signature
A I’aide de la loi de distribution précédemment calculée, il est possible de sélectionner
finement les profils d’expression de geénes qui présentent une grande probabilité d’étre
différents entre les deux types de tumeurs A et B. A priori, si le t-test est significatif et si une
signature qui différencie strictement les deux groupes A et B existe, alors :

1) quelque soit le géne et le groupe, il existe une loi décrivant la distribution des
inductions qui est significativement différente de celle décrivant la distribution des
répressions ;

2) parmi les génes sélectionnés par le t-test, il existe des profils i pour lesquels toutes les

coordonnées X 4; sont significativement différentes des coordonnées X gj.
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Annexes

Ces deux propositions sont illustrées par la figure 21. Quand ces conditions sont remplies, une

signature différenciant les deux groupes A et B existe qui se décompose en deux groupes de

profils : réprimé/induit et induit/réprimé.

Tumeurs A

Tumeurs B

Loide distribution
de la population
induite

—

Profil
réprimé/induit

— >

Profil
induit/réprimé

Loide distribution
de la population
réprimée

Figure 21 Conditions nécessaires a la validation d’une signature qui différencie

les tumeurs A des tumeurs B

Pour vérifier la premicre proposition, nous recherchons s’il est possible de modéliser deux

lois de distribution qui décrivent les populations induites (X”i’j >0) et les populations

réprimées (X”i,j<0), quelque soit le groupe de tumeurs. Ces lois sont calculées par un

algorithme d’estimation-maximisation EM (développé par N. Ugolin) qui permet la

convergence par minimisation du RMS (root mean square) de la fonction bimodale de

mélange des deux lois calculées et la fonction de distribution réelle des niveaux d’expression

(figure 22).

113



Annexe 3 Technigue des puces ad ADN Annexes

Fonction bimodale

Population induite Population réprimée

Densité de probabilité

Modulation d’expression X', ;

Figure 22 Lois de distribution des populations induites et réprimées permettant de calculer la
fonction bimodale. La fonction de distribution réelle des niveaux d’expression se confond

avec la fonction bimodale calculée.

Ces lois permettent d’estimer la probabilité du niveau d’expression X’” d’un géne I donné

dans un cas j d’étre induit ou réprimé.

Disposant de ces probabilités, la seconde proposition est vérifiée s’il existe des geénes pour
lesquels il n’y a aucune contradiction entre les probabilités calculées d’induction — répression
de toutes les coordonnées d’un profil et le profil induit-réprimé ou réprimé-induit défini par le
t-test. Cette procédure permet d’évaluer automatiquement la cohérence des données sans avoir

a définir arbitrairement un seuil de p-value.
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Caractérisation moléculaire de tumeurs pulmonaires radon-induites chez le rat

Le radon est un carcinogéne pulmonaire avéré chez I’homme a fortes doses mais 1’existence d’un
risque de cancer a faibles doses n’est pas établie car les approches épidémiologiques se heurtent, a ce
niveau de doses, a de nombreux facteurs confondants. Ces données soulignent la nécessité de disposer
d’un modele d’étude des tumeurs pulmonaires chez 1’animal.

Le but de ce travail de thése est de caractériser, sur le plan moléculaire, une série de tumeurs
pulmonaires radon-induites chez le rat qui comprend des adénocarcinomes (AC), des carcinomes
épidermoides (Sq) et des carcinomes adénosquameux (ASq) formés des composantes cellulaires AC et
Sqg. Une analyse cytogénétique globale de ces tumeurs par la technique de CGH a permis de définir
des déséquilibres récurrents de régions chromosomiques, sur lesquelles ont été ciblés des génes
candidats potentiellement impliqués dans le développement des tumeurs, comme pl6Ink4a, p19ATrf,
Rb1, K-Ras ou c-Myc. Une analyse plus précise des voies pl6Ink4a/Cdk4/Rb1 et p19Arf/Mdm2/Tp53
a été menée et a permis de mettre en évidence une inactivation fréquente de la voie Rbl, par la perte
d’expression de la protéine pl6™* indiquant que cette voie joue un role majeur dans le
développement de ces tumeurs pulmonaires. Enfin, une analyse transcriptomique comparative des
trois types de tumeurs induites a révélé que les tumeurs complexes ASq ont un profil d’expression
génique qui refléte leur nature composite mais qu’elles présentent également des spécificités.
L’ensemble de ce travail a mis a jour des caractéristiques moléculaires communes aux tumeurs
pulmonaires murines et humaines qui encouragent a poursuivre 1’étude des spécificités des tumeurs
pulmonaires radio-induites chez le rat pour aider a une meilleure caractérisation de ces tumeurs chez
I’homme.

Mots-clés : cancer du poumon, radon, rat, CGH, transcriptome, p16Ink4a, carcinome adénosquameux

Molecular characterization of radon-induced rat lung tumors

The radon gas is a well known lung carcinogenic factor in human at high doses but the cancer risk at
low doses is not established. Indeed, epidemiological studies at low doses are difficult to conduct
because of the human exposure to other lung carcinogenic factors. These data underlined the necessity
to conduct experiments on lung tumors developed on animal model.

The aim of this work was to characterize rat lung tumors by working on a series of radon-induced
tumors that included adenocarcinomas (AC), squamous cell carcinomas (SCC) and adenosquamous
carcinomas (ASC), that are mixed tumors with both AC and SCC cellular components. A CGH
analysis of the three types of tumors allowed us to define chromosomal recurrent unbalances and to
target candidate genes potentially implicated in lung carcinagenesis, as pl6Ink4a, p19Arf, Rb1, K-Ras
or c-Myc. A more precise analysis of the p16Ink44/Cdk4/Rbl|and pl19Arf/Mdm2/Tp53 pathways was
performed and indicated that the Rb1l pathway was frequently inactivated through an absence of
pl16™* protein expression, indicating that it has a major role in rat lung carcinogenesis. Finally, a
comparative transcriptomic analysis of the three types of tumors allowed us to show for the first time
that the complex tumors ASC have a transcriptomic profile in accordance with their mixed nature but
that they also display their own expression profiles specificities.

This work allowed us to find molecular characteristics common to murin and human lung tumors,
indicating that the model of lung tumors in rat is pertinent to search for radiation-induced lung tumors
specificities and to help for a better molecular identification of this type of tumors in human.

Key words : lung cancer, radon, rat, CGH, transcriptome, p16Ink4a, adenosquamous carcinoma
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