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Des approches multi-omiques
dévoilent de nouvelles

cibles thérapeutiques

pour le traitement

du cancer du pancréas

Rémy Nicollel, Yuna Blum!, Laetitia Marisal, Nelson Dusetti?,

Juan lovanna?

Les faux espoirs de la génomique

de ’adénocarcinome pancréatique
fondés sur les mutations génétiques
Au cours des dernieres décennies,
analyse génétique détaillée des
tumeurs a permis I'identification et
la validation de genes mutés et fré-
quemment dérégulés dans les tumeurs,
indiquant une dépendance génétique
de leur développement. Les données
recueillies ont ainsi suggéré qu’il serait
possible de tirer parti de ces mutations
pour un ciblage thérapeutique lorsque
des médicaments spécifiques étaient
disponibles. Aprés une période tres
enthousiaste, il s’avere que ces cibles
ne peuvent, en fait, étre exploitées que
chez un faible pourcentage de patients,
soit parce que les médicaments per-
tinents ne sont pas disponibles, soit
parce que les genes mutés ne sont
pas accessibles par des approches
pharmacologiques. Les mutations de
genes observées dans les adénocarci-
nomes pancréatiques sont relativement
conservées entre les tumeurs (KRAS,
P53, SMAD4, CDKN2A, MLL3, TGFBRZ,
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ARIDIA et SF3BI)!, mais les génes sus-
ceptibles d’étre ciblés restent extré-
mement rares. La majorité d’entre eux
ne sont en effet pas associés a une
activité enzymatique ou, lorsqu’elle
existe, elle est souvent fondée sur une
interaction protéine-protéine qui reste
techniquement difficile a déstabiliser.

Ladénocarcinome pancréatique, une
maladie extrémement hétérogéne
'adénocarcinome pancréatique (AP)
est I'une des affections malignes les
plus meurtriéres. Il est la cause d’envi-
ron 350000 déces par an dans le monde
[1]. Le pronostic de cette maladie est
trés mauvais avec environ seulement
5 % des patients ayant une survie supé-
rieure @ 5 ans aprés le diagnostic [1].
Les nombreux essais cliniques n’ont pas

! Ces mutations affectent les génes : KRAS (Kirsten rat sar-
coma virus), P53, SMAD4 (mothers against decapentaplegic
homolog 4), CDKN2A (cyclin—dependent kinase Za/plé), MLL3
(lysine methyltransferase 2C), TGFBR2 (transforming growth
factor, beta receptor 1), ARID1A (AT rich interactive domain
1A [SWI-like]) et SF3B1 (splicing factor 3b subunit 1).
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démontré de bénéfices significatifs en
termes de survie, probablement parce
que les populations de patients incluses
dans ces études sont tres hétérogenes.
Cette hétérogénéité est illustrée par
I’évolution clinique que présentent les
patients, avec un temps de survie apres
le diagnostic variant de 2-3 mois a plus
de 5 ans, ainsi qu’une forte différence de
sensibilité aux traitements. Par exemple,
on observe un taux de réponse objective
de 31,6 % chez les patients traités par le
folfirinox et de 9,4 % chez ceux traités
par la gemcitabine, ce qui correspond
respectivement a environ 70 % et 90 %
de non-répondeurs a ces traitements
[2, 3]. Cette hétérogénéité tumorale
s’explique également par le fait que
chaque AP est contr6lé par la combinai-
son de plusieurs voies intracellulaires
différentes, ce qui entrafne une sus-
ceptibilité variable aux médicaments,
au développement de métastases, et
donc a la survie [4-6]. Par manque
de connaissance de I'importance de
cette hétérogénéité de réponses aux
traitements, les protocoles cliniques
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Figure 1. Modeéle de développement du cancer pancréatique. Le cancer pancréatique est une maladie qui progresse par étapes successives (méta-

plasie, PanIN [pancreatic intraepithelial neoplasia] et cancer) comme conséquence de la combinaison de certaines mutations génétiques succes-

sives. Deux sous-types principaux de cancer pancréatique (classique et basal) se développent. Les anomalies génétiques sont similaires entre ces

deux sous-types, mais leur développement différentiel est régulé au niveau épigénétique (par les miARN [microARN] et IncARN [long non-coding

ARN], et par méthylation de I’ADN, etc.). La composante stromale de chacun de ces deux sous-types est spécifique et un dialogue moléculaire

unique entre les cellules cancéreuses et stromales s’établit. L'analyse multi-omique permet I'identification de cibles thérapeutiques spécifiques.

Le modele de xénogreffes dérivées des tumeurs de patients (PDTX) permet, & la fois, d’identifier les cibles et de les valider. Les PDTX représentent

une source quasi-infinie de matériel vivant gardant les caractéristiques de la tumeur d’origine. KRAS : Kirsten rat sarcoma virus ; SMAD4 : mothers

against decapentaplegic homolog 4 ; CDKN2A : cyclin-dependent kinase 2a/plé ; MyC est un facteur de transcription.

de traitements des AP proposés jusqu’a
présent ne la prennent pas en compte.
Les médicaments sont choisis en fonc-
tion de I’état général du patient et du
stade d’avancement de sa maladie.

Stratification des tumeurs par des
approches multi-omiques

La stratification des tumeurs a I'aide
de profils moléculaires a I’échelle du
génome complet s’est révélée utile pour
prédire les réponses thérapeutiques et
I’évolution clinique de certaines mala-
dies néoplasiques. Cependant, tres
peu d’études génomiques (I’étude de
I’ensemble des mutations et remanie-
ments/altérations de I’ADN) et trans-
criptomiques (I’étude de I'expression de
I’ensemble des génes) ont été réalisées
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sur I’AP. La cause principale de ce manque
d’études est la difficulté d’obtention
de séries fiables d’échantillons d’AP. Un
obstacle majeur est la nécessité de dis-
poser d’échantillons chirurgicaux, ce qui
entrafne immédiatement I'exclusion de
85 % des patients dont les tumeurs ne
sont pas résécables. Un deuxieme écueil
est la présence d’une proportion variable
(entre 15 et 90 %) de cellules stromales
non transformées qui infiltrent la tumeur,
ce qui rend difficile "analyse des pro-

cessus spécifiques a (=) Voir la Nouvelle

la transformation [7] deC. Seiller et
(-)) B. Dubois, m/s
o
Enfin, le matériel bio- " 10, octobre 2013,
page 463

logique est restreint. Il
ne permet pas d’entreprendre des ana-
lyses simultanées omiques et fonction-

nelles. Il est donc impossible d’asso-
cier les caractéristiques moléculaires et
fonctionnelles pour une méme tumeur.

Les xénogreffes dérivées des tumeurs de
patients (PDTX) apparaissent de plus
en plus comme une approche privilé-
giée pour des études précliniques. Les
xénogreffes consistent a implanter un
fragment de tumeur directement a un
animal hote, une souris immunodépri-
mée en général, sans passage préalable
par des cultures cellulaires in vitro. Les
PDTX montrent certains avantages sur les
lignées cellulaires comme, par exemple,
la préservation de I'organisation en 3
dimensions, conservant ainsi une mor-
phologie et une hétérogénéité proches de
la tumeur d’origine du patient. Une autre
caractéristique importante des PDTX est



qu’elles permettent, simultanément avec
la caractérisation détaillée de la tumeur,
des études in vivo grace a des passages
successifs chez la souris. Tout en présen-
tant certaines limitations, en particulier
celles dues a I'environnement hote, les
PDTX sont actuellement les modeéles les
plus proches de la maladie humaine. Un
autre avantage exceptionnel des PDTX est
la possibilité de les produire a partir d’un
nombre tres limité de cellules recueillies,
par exemple au cours d’une biopsie écho-
endoscopique, un examen qui est pratiqué
chez tous les patients a des fins diagnos-
tiques. Pour la premiere fois, une parfaite
représentativité de toute la panoplie des
AP existants a pu étre obtenue et est
ainsi disponible [8]. Nous avons déve-
loppé et caractérisé, par des approches
multi-omiques, une banque d’environ 200
PDTX pancréatiques qui nous a permis de
tirer un certain nombre de conclusions, et
d’identifier de nombreuses cibles théra-
peutiques nouvelles (Figure 1).

Les PDTX reproduisent I’hétérogénéité

des AP

Lune des principales spécificités d’une
PDTX est la possibilité d’observer une
infiltration des cellules cancéreuses
humaines greffées par les cellules stro-
males murines hotes. €n différenciant
les signaux provenant des deux espéces
(homme et souris), il est ainsi possible
d’étudier indépendamment les profils
moléculaires des cellules cancéreuses et
du stroma. U'analyse des profils molé-
culaires spécifiques des cellules can-
céreuses, exemptes des signaux non
néoplasiques, a permis de dévoiler pour
la premiére fois une convergence entre
les profils épigénétiques et transcripto-
miques des cellules d’AP, a "inverse des
altérations génétiques qui n'ont pas pu
étre associées aux différents sous-types
d’AP. Cette constatation est cruciale car
elle révele la notion d’une identité épi-
génétique des sous-types d’AP. Ainsi, les
mutations, amplifications et délétions
génétiques seraient les responsables
du processus de transformation des AP,
alors que la réponse aux traitements
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et le phénotype des tumeurs seraient
trés probablement contrdlés au niveau
épigénétique. Cette constatation est
d’une pertinence clinique exceptionnelle
puisque les médicaments épigénétiques
émergents pourront étre utilisés pour
cibler ces caractéristiques tumorales et
les modifier. Ces données ouvrent par
conséquent une voie prometteuse dans
le traitement des patients présentant un
AP. On peut imaginer qu’un traitement
épigénétique approprié puisse transfor-
mer une tumeur d’évolution clinique trés
défavorable en un phénotype de meilleur
pronostique, ou méme qu’une tumeur
résistante puisse devenir sensible a un
médicament. Au-dela de la description
des voies de signalisation altérées dans
les AP par ces approches multi-omiques,
la distinction entre I’expression génique
des cellules cancéreuses humaines et
celle des cellules stromales murines
infiltrées permet une analyse précise
du dialogue moléculaire qu’elles éta-
blissent. 'analyse de la diversité du
stroma recruté par les cellules cancé-
reuses a révélé une convergence parfaite
avec les sous-types d’AP, ce qui indique-
rait que la composition et la fonction du
microenvironnement tumoral seraient
controlées par les cellules tumorales.

AP de sous-type basal

La dissociation entre cellules cancé-
reuses et stroma, obtenue par traite-
ment bio-informatique et fondée sur
les profils transcriptomiques, offre la
possibilité d’analyser finement les pro-
cessus cellulaires de chaque sous-type
et d’en déduire leurs interactions. Le
sous-type basal, le plus agressif associé
a une plus courte survie des patients,
a révélé des dérégulations importantes
dans les voies liées a I"oncogenese, au
cycle cellulaire et une plus forte activa-
tion de la glycolyse. Ce résultat conforte
I"hypothese selon laquelle la diversité
des AP est régulée au niveau épigéné-
tique et non génétique. L'analyse des
voies stromales du sous-type basal a
démontré que les génes impliqués dans
les adhérences focales et le guidage des

axones sont surexprimés par le com-
partiment stromal. Cette observation
sous-entend un type de communication
spécifique entre les cellules cancéreuses
et les fibroblastes adjacents. €Enfin, la
voie de signalisation WNT (wingless) est
activée dans les cellules cancéreuses
de maniére autocrine, mais également
paracrine, par la production de ligands
WNT différents. La majorité des genes
impliqués dans ces voies sont également
associés a un profil de méthylation de
’ADN et a une dérégulation des miARN
(microARN) qui les contrdlent.

AP de sous-type classique

L'analyse de I’expression des genes dans
le sous-type classique a révélé I'activa-
tion de nombreuses voies. La majorité
de ces voies sont liées a la fonction
digestive pancréatique (la digestion des
graisses et des protéines, les sécrétions
pancréatique et biliaire), au métabo-
lisme (I'absorption des graisses et des
protéines, le transport de petites molé-
cules), ou aux métabolites (le glucose,
le fructose, le mannose, I'arginine, la
proline, et les acides linoléique et ara-
chidonique). Les cellules cancéreuses
classiques acquierent donc des fonctions
cellulaires habituellement imputées
a d’autres tissus gastro-intestinaux.
Elles conservent cependant certaines
fonctions digestives pancréatiques. La
pseudo-activité digestive de ces cel-
lules a été particulierement mise en évi-
dence par I'analyse métabolomique? qui
démontre une diminution du taux des
triacylglycérols associée a une augmen-
tation de I'expression des lipases avec
pour conséquence une dérégulation des
acides gras [9] (=P).
Les tumeurs clas-
siques présentent
également une aug-
mentation de la

(=») Voir la Synthése
de V. Dormoy et

T. Massfelde, m/s n° 5,
mai 2017, page 463

concentration de plusieurs glycérophos-
pholipides, indiquant une importante

? La métabolomique est I'étude de I'ensemble des méta-
bolites (petites molécules) présents dans un organite, une
cellule, un tissu, une tumeur a un temps donné et dans des
conditions données.
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dérégulation du métabolisme lipidique.
Un grand nombre de transporteurs de
petites molécules est surexprimé dans les
tumeurs classiques comme, par exemple,
ceux du glucose (SLC2A2 [solute carrier
family 2 member 2]) et de la glutamine
(SLC1AL). Les transporteurs de cholesté-
rol sont également surexprimés, comme
le régulateur de son absorption au niveau
intestinal NPCIL1 (Niemann-pick CI-like
1) dont le géne est totalement hypomé-
thylé. Lanalyse du métabolome indique
donc un niveau plus élevé d’esters de
cholestérol dans les tumeurs classiques.
U'analyse du compartiment stromal a
révélé, en paralléle, une activation des
genes impliqués dans le métabolisme
lipidique et la synthese du cholestérol.
Ces résultats illustrent le dialogue entre
les deux compartiments, avec une forte
synthése stromale de cholestérol asso-
ciée a une absorption aberrante par les
cellules cancéreuses classiques.

A la découverte de cibles
thérapeutiques originales : NPC1L1
comme preuve de concept

Comme remarqué précédemment, un
avantage important des modeles PDTX

est qu’ils sont une source perpétuelle
de matiére vivante, tout en conservant
les caractéristiques biologiques origi-
nales des cellules transplantées. Chaque
xénogreffe peut étre, simultanément,
analysée au niveau moléculaire et uti-
lisée pour tester des hypothéses biolo-
giques. Nous avons choisi comme preuve
de concept, le transporteur du cholesté-
rol NPCIL1, qui représente une cible thé-
rapeutique originale pour le traitement
de certains AP. Les tests précliniques ont
démontré que I'inhibition de sa fonc-
tion, par action de son inhibiteur spé-
cifique, I’ézétimib, avait un important
effet sur la survie des cellules greffées,
et réduisait tres fortement la croissance
tumorale. Nos données démontrent ainsi
que le transporteur NPCIL1 représente
une cible thérapeutique intéressante
et prometteuse. La conclusion la plus
importante de cette étude est que "uti-
lisation de I"approche multi-omique
permet de révéler de nouvelles options
thérapeutiques pour le traitement des
patients ayant développé un AP. ¢
Multi-omic approaches reveal new
therapeutic targets for the treatment
of pancreatic cancer
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