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CDK4, cible thérapeutique
des adénocarcinomes
pulmonaires porteurs d’une
mutation de I’oncogene KRAS

Pierre Dubus

Thérapie ciblée

des adénocarcinomes pulmonaires

La compréhension de la biologie des
cancers a permis I’émergence de théra-
pies a la carte, ciblées en fonction du
profil moléculaire de la tumeur [15]. La
recherche de mutations du gene EGFR
(epidermal growth factor receptor) [1]
fait partie de "arbre thérapeutique déci-
sionnel de prise en charge des adéno-
carcinomes pulmonaires et peut débou-
cher sur la prescription d’inhibiteurs de
tyrosines kinases comme le Géfitinib
(Iressa) ou I’€rlotinib (Tarceva). La mise
en évidence dans 20 a 30 % des cas
d’une mutation activatrice de KRAS reste
un facteur d’exclusion de ces thérapies
ciblées [16].

KRAS,

une cible pharmacologique difficile

La protéine KRAS est une GTPase recru-
tée a la membrane aprés activation de
divers récepteurs par des stimulus extra-
cellulaires. La forme activée, KRAS-GTP
va réguler de multiples fonctions cel-
lulaires comme la division, la mobi-
lité, I'apoptose, la transcription, la
traduction, I"adhésion, I’endocytose et
le trafic intracellulaire (pour revue, voir
[2]). Dans les cancers, les mutations
du gene KRAS touchent préférentiel-
lement les codons 12 et 13 et ont pour
conséquence une trés forte réduction
de I'activité GTPase. De fait, la protéine
oncogénique se présente sous sa forme
KRAS-GTP constitutivement active. Sur le
plan pharmacologique, il est plus facile
d’obtenir des inhibiteurs d’une activité
enzymatique que de restaurer une acti-
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vité défaillante, telle 'activité GTPase.
Ainsi des approches indirectes ciblées sur
les régulateurs et les effecteurs en aval
de KRAS sont activement recherchées.

Modéles précliniques

de tumeurs pulmonaires

associées a une mutation de Kras
’équipe de Mariano Barbacid a déve-
loppé un modeéle murin Kras*/tStV126geo,
RERTE™et [3] permettant une activa-
tion conditionnelle et post-natale de la
mutation Kras®'?¥ dans un petit nombre
de cellules afin de modéliser un évé-
nement moléculaire retrouvé dans de
nombreux cancers humains, tels que les
carcinomes pancréatiques, coliques et
pulmonaires (Figure 1). Plusieurs mois
apres I'activation de I"oncogéne Kras,
ces souris développent exclusivement des
tumeurs pulmonaires de type adénomes
et adénocarcinomes conduisant a leur
mort [3]. Ces animaux constituent un
modele préclinique de cancérogenese
pulmonaire d’intérét pour I’évaluation de
thérapies ciblant la signalisation de I’on-
cogéne KRAS : on peut citer I'inactivation
de la CAAX farnésyltransférase! [4] ou
I’inhibition des kinases RAF, MEK et ERK.

Les kinases

dépendantes des cyclines (CDK),

cibles thérapeutiques

potentielles en oncologie
L'inactivation génique spécifique des
différentes kinases dépendantes des

!La CAAX farnésyltransférase est une enzyme hétérodiméri-
que qui lie un groupe farnésyl a une cystéine dans des pro-
téines contenant une boite CAAX (C, cystéine ; A, acide aminé
aliphatique ; X, méthionine ou sérine).

cyclines régulant le cycle cellulaire (Cdk1,
Cdk2, Cdk4 et Cdké) a permis d’affiner la
compréhension de leurs fonctions [5].
Seule Cdk1 est strictement indispensable
au cycle cellulaire et a la mitose [6]. Par
contre, I'absence de I'une ou de plusieurs
des Cdk2, 4 et 6 est compensée in vivo
par la présence de complexes dits illégi-
times associant la cycline partenaire de
la Cdk absente a une autre Cdk. Il existe
cependant des types cellulaires dont la
prolifération reste spécifiquement liée
a une ou deux Cdk. Ainsi, la prolifération
post-natale des cellules B pancréatiques
est dépendante de I’activité de Cdk4 [7]
et celle des cardiomyocytes de la pré-
sence de Cdk4 ou de Cdk2 [8]. D’apres
ces données, 'inhibition pharmacolo-
gique des CDK devrait conduire a une
toxicité prévisible acceptable vis-a-vis
de la majorité des cellules normales et
a la possibilité d’une action efficace
ciblée sur certaines populations cellu-
laires tumorales qui, du fait d’anomalies
acquises, seraient devenues dépendan-
tes de I’activité d’une de ces CDK. Ainsi,
I’analyse des profils moléculaires de
glioblastomes humains a permis de pré-
dire la sensibilité des cellules tumorales
en culture ou de xénogreffes tumorales a
un inhibiteur pharmacologique de CDK4
et de CDK6 [9, 10].

Cdk4, talon d’Achille

des adénomes et adénocarcinomes
murins mutés pour Kras

Afin d’étudier I"importance relative des
différentes Cdk2, 4 et 6 dans le déve-
loppement et la progression des tumeurs

pulmonaires liées a I’oncogene Kras'12°,

ttp://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/201026121023
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Figure 1. L’administration d’une faible dose de
4-0H tamoxiféne aux souris Kras*/'SWV126geo -
RERT®"*"t adultes permet I'activation de la
recombinase cre au hasard dans un petit nom-
bre de cellules. 'expression de |'oncogene

KrasG”V

régulée par le promoteur endogene
est couplée a I’expression de la B-galactosi-
dase, un traceur enzymatique permettant de
repérer les cellules qui portent la mutation sur
des préparations histochimiques [3]. A. Par
exemple, deux semaines aprés I'administra-
tion de tamoxifene et malgré une histologie
pulmonaire normale, Iactivité B-galacto-

sidase permet l'identification de quelques

pneumocytes de type 2 exprimant I’oncogeéne Kras®'?Y (A : x 20 et insert x 400). B. Trois mois plus tard, une tumeur pulmonaire formée de cellules

épithéliales Kras®1?V s’

des animaux double-mutants ont été
produits par le groupe de M. Barbacid par
croisement des souris Kras*/LStV126geo.
RERTEYet quec les animaux knock-out
pour chacun des genes codant les Cdk
[11-13]. In vitro, ’absence de 'une des
Cdk2, 4 ou 6 altére la croissance de cel-
lules murines (MEF, murine embryo fibro-
blasts) portant la mutation Kras"!2C,
De méme, I'inactivation par sh(short
hairpin)ARN de CDK2, 4 ou 6 inhibe la
prolifération de lignées de cellules d’adé-
nocarcinomes pulmonaires humains por-
tant une mutation KRAS, mais n'a que
peu d’effet sur des lignées de cellules de
carcinomes pulmonaires non mutées pour
KRAS. Ces résultats ne sont que partiel-
lement confirmés in vivo.

: /LSLV126geo . t/ert
Les souris Kras* 8E0. RERTEMVEr

por-
tant une inactivation germinale de Cdk2
ou de Cdké développent des tumeurs
pulmonaires et leur survie est similaire a
celle des animaux contréles porteurs de
tumeurs Kras''%%. €n revanche, I"absence
de Cdk4 conduit a une sénescence accé-
lérée des cellules Kras'12¢ bloquant leur
prolifération ainsi que le développent
associé de tumeurs pulmonaires [14]. Si
les tumeurs sont déja installées, I'inacti-
vation génétique conditionnelle de Cdk4
conduit a une nette inhibition de la crois-
sance tumorale associée a I'expression
par les cellules tumorales de marqueurs
de sénescence ainsi qu’a une réaction
inflammatoire du stroma. Le traitement
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est développée (B : x 20).

préventif des animaux Kras*/SWY126geo,

RERTE™ert par PD0332991, un inhibiteur
pharmacologique sélectif de CDK4 et
de CDK6, permet de retarder le dévelop-
pement tumoral. Le traitement par ce
méme inhibiteur d’animaux déja porteurs
de tumeurs permet d’en ralentir signifi-
cativement la progression [14].

Perspectives

L'ensemble de ce travail démontre une
dépendance des cellules épithéliales
pulmonaires prénéoplasiques ou néo-
plasiques murines portant la mutation
Kras'12 vis-a-vis de Pactivité de Cdk4.
S’il confirme que des mutations onco-
géniques peuvent modifier les besoins
des cellules tumorales en certaines CDK,
il remet en question la valeur prédictive
des tests pharmacologiques réalisés sur
des cultures cellulaires par rapport a
I’évolution tumorale in vivo. Certes, on
peut aussi s’interroger sur la valeur d’une
réponse de tels modeles précliniques. Les
mécanismes moléculaires a I'origine des
adénocarcinomes humains restent infi-
niment plus complexes et variés que ceux
a ’ceuvre dans un modele murin. Aussi, il
sera particulierement intéressant d’ana-
lyser si I'association a la thérapeutique
d’inhibiteurs de CDK4 sera suffisante
pour améliorer la réponse clinique des
patients porteurs d’un adénocarcinome
pulmonaire avec une mutation avérée
de KRAS. ¢

CDK4, a specific target
in the treatment of lung
adenocarcinomas mutated for KRAS
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Quand les éléments
génétiques mobiles
bondissent entre
especes animales

Clément Gilbert, Sarah Schaack, Cédric Feschotte

> En 1959, une équipe de microbiolo-
gistes japonais montrait pour la pre-
miere fois que la faculté de résister
a certains antibiotiques pouvait étre
transférée d’une espece de bactérie
a une autre lorsque celles-ci étaient
cultivées dans le méme milieu de culture
[1]. Cinquante ans plus tard, aprés
avoir séquencé et analysé plus de 2 000
génomes bactériens, nous savons main-
tenant que la plupart des bactéries sont
capables d’échanger leur matériel géné-
tique (dont les geénes de résistance aux
antibiotiques) de maniére horizontale,
entre individus d’une méme espece et
entre especes plus ou moins éloignées,
sans avoir recours a la reproduction
sexuée [2]. Il est aussi désormais admis
que les transferts horizontaux de genes
ont un impact évolutif considérable sur
I’évolution des procaryotes, tant ils sont
fréquents et communs chez ces organis-
mes. L'importance de ce phénomeéne est
moins claire chez les eucaryotes. Bien
qu’un nombre grandissant de transferts
horizontaux de genes de procaryotes a
eucaryotes aient été décrits, les cas de
transferts entre eucaryotes, et notam-
ment entre eucaryotes multicellulaires,
restent rares dans la littérature [3].
Linfluence exercée par le processus de
transfert horizontal sur I’évolution des
génomes eucaryotes serait-elle donc
négligeable ?
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Influence des éléments transposables
sur I’évolution des génomes

Ce paradigme prévaut probablement pour
une majorité de biologistes. Il s’explique
en partie par I'importance - peut-étre
disproportionnée - qui a jusqu’a présent
été attribuée aux transferts de genes. Or,
contrairement a ce que I’on observe chez
les procaryotes, les génes (séquences
codantes) représentent généralement
une fraction mineure et relativement
statique des génomes eucaryotes (<2 %
du génome humain). Chez la plupart des
eucaryotes multicellulaires, le génome
nucléaire est composé principalement
d’ADN non codant, qui dérive en grande
partie de 'activité réplicative d’éléments
génétiques mobiles ou éléments trans-
posables (€T). Les €T sont des segments
d’ADN ayant la capacité de se dépla-
cer d’un chromosome a 'autre et de se
multiplier via divers mécanismes. Leur
amplification au sein des génomes est
parfois si prolifique qu’elle a pour résul-
tat la formation d’immenses familles de
séquences répétées en centaines de mil-
liers de copies et dispersées sur tous les
chromosomes. Par exemple, ces éléments
et leurs reliques moléculaires occupent
la moitié du génome humain et plus des
trois quarts du génome du mais [4, 5].
Bien que les €T puissent étre simplement
percus comme des parasites génomi-
ques - n’ayant a priori aucune utilité

16. Besse B, Le Chevalier T, Soria JC. Prédiction de la
réponse  I'lressa® : un mécanisme inattendu. Med Sci
(Paris) 2004 ; 20 : 750-1.
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pour leur hote - ou comme des agents
mutageénes déléteres, il est indéniable
que leur mobilité et leur multiplicité
sont a la base de nombreux processus de
plasticité génomique. €n ce sens, les €T
représentent une abondante source de
variation et d’innovation génétiques. Les
exemples illustrant les multiples méca-
nismes par lesquels les €T ont contribué
a la création de nouveautés génomiques
sont maintenant nombreux, que ce soit
de maniére indirecte, via leur activité
recombinogénique (source de réarran-
gements chromosomiques, de réorgani-
sation d’exons), ou encore de maniére
directe, via le recyclage (ou « domes-
tication») de leur séquence pour for-
mer de nouvelles régions régulatrices
ou de nouveaux génes [6]. Considérant
la profusion des ET et Iinfluence qu’ils
exercent sur I’évolution des génomes
eucaryotes, il semble qu’une évaluation
complete et pertinente de I'impact des
transferts horizontaux chez ces organis-
mes se doit de considérer les transferts
d’€T, en plus des transferts de genes.

Transferts horizontaux d’éléments

transposables chez les eucaryotes

Dans une synthése récente de la litté-
rature, nous avons comptabilisé plus
de 200 cas robustes de transferts hori-
zontaux d’€T décrits chez les eucaryotes
multicellulaires [7]. La liste de génomes
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