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Profiling protéique
SELDI-TOF

et cancer du sein

> Les progres significatifs enregistrés ou atten-
dus dans le diagnostic précoce, la prédiction
du pronostic, de la réponse thérapeutique ou
de la toxicité, ainsi que I'identification de nou-
velles cibles thérapeutiques devraient permet-
tre "amélioration de la survie des cancers du
sein. 'apparition des technologies d’analyse du
protéome, incluant la spectrométrie de masse
SELDI-TOF (surface enhanced laser desorption/
ionization-time of flight), sont des outils émer-
gents qui peuvent contribuer a atteindre ces
objectifs capitaux. <
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Avec pres de 42 000 nouveaux cas par an, et envi-
ron 11000 décés annuels, le cancer du sein repré-
sente un probleme majeur de santé publique en
France, comme dans le reste du monde. Bien que
des progres substantiels aient été enregistrés ces
derniéres années, en relation avec les programmes
de dépistage et les traitements post-opératoires
dits adjuvants (radiothérapie, chimiothérapie cyto-
toxique, hormonothérapie, thérapie moléculaire
ciblée telle que I’Herceptine® ou trastuzumab), un
nombre significatif de patientes évolue encore vers
la rechute métastatique, qui demeure incurable a
I’heure actuelle.

Parmi les principaux défis a relever pour améliorer
la survie des patientes, figure I’amélioration de
I’identification précoce des formes sporadiques par
le dépistage de masse et des formes héréditaires
par I’identification des populations génétiquement
a haut risque, pouvant bénéficier des stratégies de
surveillance renforcée et/ou de prévention. Une fois
le diagnostic posé, il s’agit de déterminer avec plus
de précisions le pronostic des patientes (risque élevé
ou faible de rechute) et d’identifier les facteurs pré-
dictifs de la réponse aux différentes thérapeutiques
disponibles. Il s’agit aussi d’appréhender de fagon
plus précise les mécanismes moléculaires en cause
dans la survenue et la progression de ces cancers
afin d’identifier de nouvelles cibles potentielles pour
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de nouvelles appro-
ches thérapeutiques,

plus spécifiques, plus
efficaces et moins
toxiques.

Technologies
d’analyse
moléculaire

a haut débit

et grande échelle
et spectrométrie

de masse SELDI-TOF

Les cancers du sein
sont un groupe hété-
rogene de maladies
dont la complexité
moléculaire n’est
qu'incomplétement
saisie par les outils
cliniques ou histolo-
giques convention-
nels. Cette maladie
est en fait I'associa-

tion de plusieurs entités moléculaires distinctes,
avec des phénotypes et des évolutions cliniques

spécifiques [1].
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Les nouvelles technologies d’analyse moléculaire a grande
échelle - qui étudient plusieurs milliers de molécules simulta-
nément dans un échantillon en une seule expérience - permet-
tent d’aborder la complexité moléculaire des cancers. Parmi ces
nouveaux outils d’analyse, qui comprennent notamment I’étude
du génome (ADN) et du transcriptome (ARN messager, ARNm),
I’analyse du niveau protéique (protéome) présente un certain
nombre d’intéréts majeurs : les niveaux d’ARNm ne corrélent pas
nécessairement avec la quantité de protéines ; un niveau supplé-
mentaire de complexité moléculaire est conféré a I’étage protéi-
que par I'existence de modifications post-traductionnelles qui ne
sont pas détectées par les techniques d’analyse du génome ou du
transcriptome ; les protéines représentent des cibles thérapeuti-
ques plus accessibles que les acides nucléiques [2].

La détection de profils protéiques d’utilité diagnostique et
pronostique dans les sérums et les tumeurs de patients suscite
depuis peu un intérét considérable. Ce champ d’investigation
est actuellement dominé par la technologie de spectrométrie de
masse SELDI-TOF (surface enhanced laser desorption/ionization
time of flight). |l ’agit d’une approche particulierement adaptée
aux stratégies de profiling protéique a haut débit d’échantillons
biologiques complexes, notamment d’échantillons cliniques, en
limitant considérablement le nombre d’étapes pré-analytiques
[3]. Elle peut concerner des lignées cellulaires ou du matériel
tissulaire, mais également des fluides biologiques tels que le
sérum, le plasma, les urines ou le liquide céphalo-rachidien. Ces
fluides biologiques peuvent étre considérés comme des réservoirs
biologiques et notamment protéiques, contenant potentiellement

des traces moléculaires informatives provenant des
organes qu’ils traversent ou dont ils sont issus. On
parle alors de surrogate tissue ou tissu de substi-
tution.
Sur le plan méthodologique, I’approche SELDI-TOF
comporte plusieurs étapes. La premiere est une
étape de séparation/simplification de I’échantillon
fondée essentiellement sur "utilisation de surfaces
a propriétés chromatographiques, les ProteinChip
arrays, de format miniaturisé, avec lesquelles
I’échantillon a analyser est incubé. Cette premiére
étape est suivie de I’analyse en spectrométrie de
masse time of flight relativement conventionnelle,
ou les protéines retenues sur les ProteinChips vont
€tre caractérisées par leur ratio masse sur charge
(ratio m/z) qui est fonction de leur temps de vol. La
troisieme étape est le traitement bioinformatique
et biostatistique des données visant a confronter
les spectrogrammes obtenus aprés analyse de cha-
que échantillon, aux parameétres cliniques ou phé-
notypiques dont on dispose. Le but est de détecter
les biomarqueurs individuels ou les combinaisons
de biomarqueurs (profils) qui sont associés a tel ou
tel phénotype clinique ou biologique (par exemple,
patients cancéreux et patients sains). La derniére
étape est I’identification des biomarqueurs d’in-
térét a I'aide des technologies de spectrométrie de
masse conventionnelle précédemment décrites.
Cette approche méthodologique a sus-

cité beaucoup d’enthousiasme avec la
publication en 2002 de résultats spec-
taculaires illustrant les potentialités
diagnostiques du profil protéique séri-
que pour I'identification de patients
atteints de cancer ovarien, y compris
de stade précoce [4]. Ces résultats
initiaux se sont rapidement associés
a d’autres études concernant égale-
ment le diagnostic des cancers ova-

riens, mais aussi diverses localisations
cancéreuses et notamment les can-
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Figure 1. Identification d’une signature protéique pronostique dans le sérum post-opératoire de
patientes atteintes d’un cancer du sein localisé a haut risque par la technologie de spectrométrie
de masse SELDI-TOF. A. (1) Une protéine avec un ratio m/z de 9179 (spectrogramme) est en
quantité augmentée dans le sérum post-opératoire de patientes avec évolution métastatique
ultérieure (M+) comparativement aux patientes vivantes sans rechute métastatique a long terme
(M-). (2) Une protéine avec un ratio m/z de 8936 est diminuée chez les patientes M+ comparés
aux patientes M- (gel). B. Courbes de survie sans métastase en fonction du groupe pronostique
dérivé du profil protéique sérique post-opératoire (Kaplan-Meier) (adapté de [2]).
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cers prostatiques, rénaux, mammaires,
pancréatiques ou de la sphére ORL.
Certaines de ces études ont conduit a
I’identification de biomarqueurs dia-
gnostiques potentiels qui restent a
valider [5, 6]. Analysées globalement,
ces études confirment les potentialités
de I’approche méthodologique, mais
ont suscité un certain nombre de criti-
ques et de controverses qui persistent
encore @ I’heure actuelle.



Ces réserves concernent quatre domaines [7, 8]. Le
premier est la reproductibilité des données générées.
€n effet, si la variabilité intra-essai de la technologie
reste acceptable, la variabilité inter-essai et dans le
temps semblent plus importantes. Ces aspects sont
théoriquement surmontables par I’évolution technolo-
gique qui est en cours.

Le second concerne la fenétre d’analyse protéique
sérique. Les biomarqueurs identifiés jusqu'a présent
semblent largement dominés par des protéines séri-
ques trés abondantes ou relativement abondantes,
et notamment des protéines de la réponse inflamma-
toire de I’hote, qui font douter de la spécificité des
profils décrits. La encore, I’évolution technologique
devrait permettre de mieux fractionner les échan-
tillons et de se débarrasser de fagon plus efficace
des protéines abondantes, qui limitent I'acces aux
protéines spécifiquement tumorales relarguées en
quantité limitée dans le sérum notamment aux
phases précoces de la maladie. Cependant, il parait
également possible, que certaines protéines rela-
tivement abondantes dans le sérum et peu spécifi-
ques, puissent faire ’objet de modifications post-
traductionnelles induites de fagon spécifique par
un processus tumoral donné et donc servir d’outils
diagnostiques efficaces.

La troisieme réserve est liée au caractére rétrospectif
de la plupart des études publiées a I’heure actuelle. Ces
études sont susceptibles d’étre biaisées par les condi-
tions d’échantillonnage, les modalités de conservation
et I'absence de controle qualité de nombreux autres
parametres pré-analytiques.

La derniére réserve est le défaut d’expertise dans le
traitement biostatistique des données générées, ol
de trés nombreux parameétres sont mesurés dans un
nombre relativement faible d’échantillons, faisant
émerger un biais d’interprétation connu sous le nom
d’overfitting.

SELDI-TOF et cancer du sein

Dans le domaine des cancers du sein, la technologie
SELDI a été appliquée aux fluides biologiques que sont
le sérum, le plasma mais également a du liquide d’as-
piration mammelonaire et du tissu tumoral, dans le but
d’identifier des biomarqueurs d’intérét diagnostique
et/ou pronostique.

Dans le cadre du diagnostic, plusieurs études ont
tenté d’identifier des profils protéiques sériques
permettant de discriminer sujets sains et patients
porteurs de tumeurs du sein bénignes et malignes.
Ces études ont retrouvé des profils diagnostiques
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avec des sensibilités et des spécificités variant entre 76-93 % et
90-93 %, respectivement [9-11]. Cependant, aucune identifica-
tion protéique n’était disponible. Une autre étude a également
rapporté des résultats encourageants dans une petite population
de sujets porteurs d’une mutation du gene de prédisposition au
cancer du sein, le géne BRCAL. Un profil plasmatique présent chez
les patientes développant ultérieurement un cancer du sein a pu
étre suggéré, par rapport a des sujets porteurs de la mutation qui
n’ont pas développé de Iésion maligne [12]. La encore, aucune
protéine participant a ce profil n’a été identifiée. Diverses étu-
des SELDI ont également été réalisées sur des liquides d’aspi-
ration mamelonnaire ou de lavages canalaires, avec I"objectif
d’identifier des protéines différentiellement exprimées entre des
patientes porteuses ou non de tumeurs du sein. Les résultats
quoique relativement prometteurs nécessitent de fagon similaire
des études additionnelles, incluant des étapes de validation
indépendante [13-15].

Lintérét de Papproche SELDI dans le champ pronostique n’a fait
Iobjet que de peu d’études a ce jour. Au niveau sérique, nous
avons récemment décrit pour la premiere fois que le profil pro-
téique sérique pouvait porter une information pronostique chez
des patientes atteintes d’un cancer du sein localisé avec des
facteurs de mauvais pronostic [16]. €n utilisant la technologie
SELDI-TOF, nous avons rétrospectivement analysé le sérum post-
opératoire précoce de 81 patientes présentant un cancer du sein
a haut risque avec une indication de chimiothérapie adjuvante.
Les sérums collectés apres chirurgie et avant initiation de la
chimiothérapie adjuvante, ont été fractionnés en combinant
billes échangeuses d’anions et rétention sur des ProteinChips de
différentes spécificités chromatographiques, puis analysés en
spectrométrie de masse.

Les protéines différentiellement exprimées en fonction de I’évolu-
tion clinique (rechute métastatique ou non) ont été combinées au
sein d’un modele de régression logistique permettant d’engendrer
un index protéique de 40 protéines capable de prédire correcte-
ment I’évolution métastatique dans 83 % des cas et distinguant
deux groupes de patients avec des survies sans rechute métasta-
tique et globale radicalement différentes. Cet index apparaissait
en analyse multivariée comme le parametre pronostique indépen-
dant le plus significativement associé a la probabilité de rechute.
Uidentification de certaines des protéines constitutives de cet
index a été réalisée et celles-ci correspondent essentiellement a
des protéines de la réponse de I’hGte, potentiellement impliquées
dans des processus biologiques pouvant influer sur le processus
métastatique, tels que la réponse immune ou le processus de néo-
angiogeneése.

Tres récemment, une autre équipe a utilisé la technologie SELDI a
visée pronostique en étudiant les extraits cytosoliques de 60 tumeurs
du sein de bon pronostic sans envahissement ganglionnaire [17]. Des
protéines tumorales différemment exprimées en fonction de I’évolu-
tion vers la rechute ou non ont été mises en évidence, et deux d’entre
elles ont été identifiées.
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Un autre champ d’application clinique potentiel des approches de
profiling protéique sérique inclut la prédiction de la réponse thérapeu-
tique aux agents anticancéreux, lorsque ceux-ci sont utilisés en situa-
tion métastatique ou de maladie avancée. Au contraire des approches
de diagnostic précoce, I'existence d’une large masse tumorale chez
ces patients peut rendre la détection d’anomalies moléculaires séri-
ques plus aisée et plus spécifiquement informative. De telles études
sont actuellement en cours dans notre institution chez des patientes
présentant des cancers du sein métastatiques avancés, recevant un
traitement anticancéreux spécifique.

Enfin, un dernier mode d’utilisation potentiel des approches SELDI
dans le domaine des cancers du sein inclut les études pharmacody-
namiques, visant au monitoring des effets biologiques d’une molé-
cule, notamment au niveau des fluides biologiques, afin de prédire
les éventuelles toxicités ou activités antitumorales, mais également
afin de mieux comprendre le mécanisme d’action des agents antitu-
moraux.

Conclusions

Les approches protéomiques dans les cancers du sein sont encore en
phase précoce de développement quant a leur application a de larges
cohortes d’échantillons cliniques, mais il ne fait aucun doute qu’elles
sont de nature a permettre des progres immenses dans la prise en
charge moderne de ces cancers fréquents.

Les progres attendus en terme de fractionnement des échantillons
comme en termes de sensibilité et de reproductibilité des différen-
tes technologies doivent permettre d’aller vers des outils d’analyses
moléculaires simples et rapidement utilisables, générant des biomar-
queurs protéiques fiables et validés qui rendront possibles les traite-
ments personnalisés, plus efficaces et moins toxiques, que réclame la
médecine du futur. ¢

SUMMARY

Proteic profiling SELDI-TOF and breast cancer:

clinical potential applications

Significant advances in early diagnosis, prognostic markers, thera-
peutic response and toxic effect indicators, together with the identi-
fication of new potential drug targets, have improved the survival of
patients with breast cancer. Proteomic technologies, including SELDI-
TOF (surface enhanced laser desorption/ionization-time of flight)
mass spectrometry, are emerging tools that may contribute to better
reach these key objectives. ¢
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