Médecine

Sciences
Ameérique

Revue francophone d'information en sciences de la santé

Numéro
Carrefour Biotransfert 2011

BIOTRANSFERT

Recherche et développement en sciences de
la vie- Biotechnologies

Vol.1 n°2




NUMERO MSA/BIOTRANSFERT 2011

Table des matiéeres

Nouvelle

Nouvelle méthode de purification d’ARN par affinité avec I'étiquette ARiBo
Geneviéve di Tomasso, Pascale Legault

La prohibitine : un nouveau bio-marqueur sanguin pour le diagnostic précoce de I'arthrose
Jean-Francois Lavoie, Cynthia Picard, Alain Moreau

Moduler la diversification des anticorps pour combattre certaines maladies
Alexandre Orthwein, Javier di Noia

La médecine personnalisée grace aux signatures d’expression génique : 'exemple du cancer du sein
Laurent Sansregret, Alain Nepveu

Page

15

24



NUMERO MSA/BIOTRANSFERT 2011

Introduction au Cm’refour Bio"fmnsfert

Le Carrefour BioTransfert, événement annuel, propose une sélection des meilleures avancées
dans le domaine des biotechnologies et des progrés thérapeutiques en santé humaine.

Chaque année, plusieurs universités et organismes canadiens oeuvrant en recherche et
développement en sciences de la vie présentent une sélection de leurs meilleures technologies
aux différents partenaires industriels susceptibles de devenir de potentiels récepteurs pour ces
technologies.

En 2011, trois grands groupes étaient présents : le Conseil national de recherches du Canada,
représenté par son Institut de recherche en biotechnologie (IRB-CNRC) et son Institut des
sciences biologiques (ISB-CNRC), I'Université McGill et Univalor de I'Université de Montréal.

Tel qu’il est mentionné sur le site internet du Carrefour BioTransfert (http://www.biotransfer.ca/),
les technologies présentées ciblent les domaines suivants :
* Nouveaux composés biopharmaceutiques et pharmaceutiques: cancer, systéme
cardiovasculaire, maladies infectieuses et allergies,
* Nouveaux vaccins et adjuvants,
* Biomarqueurs pour applications diagnostiques et théranostiques,
* Plateformes de technologies pour la découverte, le développement et la production de
produits thérapeutiques : expression de protéines et administration de médicaments,

Médecine Sciences Amérique était présent au Carrefour BioTransfert 2011 et offre dans ce
numeéro une sélection des meilleures présentations.

Image de couverture :
L’'image de couverture nous a été fournie par le Carrefour BioTransfert.

Numeéro ISNN Médecine Sciences Amérique : 1927-5897
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Plusieurs ARN non codants sont maintenant
reconnus pour jouer des rdles considérables
dans le contréle de I'expression génétique.
Parmi ceux-ci, les microARN associés a la
régulation de la traduction se révélent trés
importants dans le développement humain

et leur dysfonctionnement est associé a

diverses maladies. Conséquemment,
plusieurs  laboratoires de  recherche
s'intéressent a la caractérisation

biochimique et structurale de ces ARN. Les
ARN sont généralement synthétisés in vitro
avec la polymérase a ARN du
bactériophage T7. Cette enzyme génére,
outre le transcrit désire, des transcrits
abortifs et parfois méme des produits de
plus grandes tailles [1]. L'ARN désiré doit
étre purifié et cela se fait généralement par
migration sur gel de polyacrylamide
dénaturant, une méthode qui présente
plusieurs inconvénients, particulierement
lorsque plusieurs mg d'ARN doivent étre
purifiés [2, 3]. La grande taille des gels et le

nombre de gels nécessaires rendent le

Genevieve Di Tomasso et coll.

processus trés ardu, ce qui peut demander
plusieurs jours, voire plusieurs semaines de
travail. De plus, les gels de polyacrylamide
en présence d'urée dénaturent
systématiquement I'ARN, et cela peut nuire
a la caractérisation biochimique et
structurale de la forme biologiquement
active [2]. Une étape de purification
additionnelle est également indispensable
pour décontaminer les échantillons d'ARN
des oligomeéres d'acrylamide. Etant donné
ces désavantages, plusieurs méthodes
alternatives ont récemment été développées
pour purifier 'ARN plus rapidement, et ce,
dans des conditions non dénaturantes. La
purification par affinité représente une
alternative trés prometteuse [4-8] puisqu'elle
offre une rapidité exceptionnelle et est
facilement adaptable aux applications a haut
débit. Nous avons donc développé une
nouvelle méthode de purification d'ARN par
affinité en vue de rendre le processus de

purification plus rapide et performant [8].
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Stratégie de purification ARN par
affinité avec ['étiquette ARiBo

Un schéma de la purification par affinité
avec étiquette ARiIBo est présenté a la

Figure 1A [8]. L'ARN

premierement transcrit avec une étiquette

d'intérét est

ARiBo a son extrémité 3' (Figure 1B). Une

L'appellation ARiBo provient de l'anglais et
signifie Activatable Ribozyme and BoxB
RNA. La séquence de I'étiquette ARiBo est
dérivée du ribozyme gimS de Bacillus
anthracis, un ribozyme qui s'autoclive
rapidement et efficacement en amont du
résidu guanine a son extrémité 5. Ce
clivage est strictement dépendant d'un petit

métabolite, la glucosamine-6-phosphate.

Genevieve Di Tomasso et coll.

fois synthétisé, 'ARN de fusion est lié¢ a une
protéine de fusion GST/AN et le complexe
résultant est capturé sur résine GSH-
Sépharose. A la suite de plusieurs lavages
pour enlever les impuretés, 'ARN est élué
avec de la glucosamine-6-phosphate. Au
besoin, la résine peut étre régénérée pour

usages subséquents.

Figures1 AetB

A. Schéma représentant la stratégie de
la méthode (voir texte).

B. L'étiquette  ARiBo1 contient la
séquence du ribozyme g/ImS de Bacillus
anthracis sauf pour une substitution de
sa tige P1 par I'ARN boxB du
bactériophage A.

Nous avons incorporé I'ARN boxB du
bactériophage lambda dans la tige-boucle
variable P1 du ribozyme g/imS. Cet ARN
forme une interaction de haute affinité avec
un peptide AN de type sauvage (Kp ~2-20
nM) et d'une encore plus haute affinité avec
un mutant du peptide AN (AN*; Kp ~10 pM)
[9].
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Maximiser [e rendement et [a pureté
de [ARN purifié

Parmi les procédures de purification d'ARN
par affinité rapportées, jusqu'a maintenant,
seule notre méthode avec étiquette ARiBo a
été développée pour maximiser le
rendement de I'ARN et sa pureté [8]. Pour
se faire, nous avons préparé et testé
plusieurs protéines de fusion GST/AN. Ces
protéines de fusion différent principalement
par la position du peptide AN, soit a
I'extrémité carboxyle ou amine de Ia
protéine GST, et par la séquence du peptide
N, soit le type sauvage (AN) ou le variant de
haute affinit¢ (AN'). Parmi toutes les

protéines testées, celle qui offre les

Genevieve Di Tomasso et coll.

meilleurs résultats en terme de rendement
et de pureté est la protéine AN'-L*-GST
(Figure 1C), une fusion du peptide AN de
haute affinité (AN+) a I'extrémité amine de la
protéine GST via un linker de 20 acides
aminés. Nos analyses par gel
d'électrophorése démontrent qu'avec cette
protéine de fusion, il y a 15% ou moins de
perte d'ARN de fusion au cours des étapes
de lavage. Mais, plus important encore,
'ARN désiré est obtenu avec un bon
rendement et une pureté exceptionnelle,
puisque 65% de I'ARN transcrit est élué
sous forme libre avec plus de 99% de
pureté (Figure 1D). D'aussi bons résultats
n'ont jamais été rapportés auparavant pour

la purification d'ARN par affinité.
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Figures1 CetD

C. Diagramme de la protéine de fusion AN™-L"-
GST, qui contient le peptide N du bactériophage
A modifié pour lier TARN boxB avec une haute
affinité (AN+) fusionné a l'extrémité amine de la
protéine GST via le linker (Gly-Ala)o.

D. Gel typique de purification par affinité d'un
mutant du riborégulateur & adénine de Bacillus
subtilis (RSAyesc; [8]. Des échantillons de
chaque étape de purification ont été chargés sur
le gel de polyacrylamide, incluant les étapes de
lavage (LS, W1, W2 et W3), les étapes d'élution

Avantages de [a nouvelle méthode

La nouvelle méthode de purification par
affinité avec étiquette ARiBo présente de
multiples avantages. Par comparaison avec

la méthode traditionnelle de purification par

Genevieve Di Tomasso et coll.

(E1, E2 et E3) et I'étape de régénération de la
résine (NaCl). Les échantillons 1X
correspondent a 50ng de I'ARN de fusion
RSAssc-ARIBo présent dans la transcription ou
a 16 ng de RSAyesc a étre purifie. De plus, des
quantitéts connues de la réaction de
transcription, d'ARN purifié et d'une réaction de
transcription traitée avec la GIcN6P (RSAyessc
clivé dans la Tx) ont été chargées a titre de
contrble pour [l'analyse quantitative de Ia

méthode

gels, elle peut étre réalisée beaucoup plus
rapidement, surtout pour la purification de
grandes quantités d'ARN. Par exemple,
pour purifier 10 mg d'ARN, 2 a 3 semaines
sont habituellement requises avec la

méthode par gels, tandis qu'il ne faut que
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3 heures pour la purification par affinité. De
plus, un échantillon d'’ARN d'une trés grande
pureté peut étre obtenu sous forme native
avec des rendements comparables a la
méthode par gels. Pour obtenir de tels
rendements, il est nécessaire d'utiliser un
exceés molaire de protéine de fusion de 5
fois la quantité d’ARN a purifier et donc de
préparer au préalable des quantités
suffisantes de cette protéine.

La purification par affinité a été démontrée
en mode batch, c’est-a-dire en incubant
I’ARN, la protéine de fusion AN*-L*-GST et
la résine GSH-Sépharose dans un récipient
au lieu d’utiliser une colonne, et cela
présente plusieurs avantages en terme
d'adaptabilité. Par exemple, ce mode de
purification  permet l'incorporation de
procédures enzymatiques et peut étre
adapté aux applications a haut débit. De
plus, l'utilisation de la GSH-Sépharose, une
des résines d'affinité les moins chéres et les
plus versatiles sur le marché, peut étre
adaptée aux méthodologies connexes, tel
que les résines magnetisables, les plaques
de 96 puits et les colonnes de

centrifugation.

Genevieve Di Tomasso et coll.

ﬂyy(ications potentieffes :un avenir

yrometteur

La méthode de purification par affinité avec
étiquette ARiIBo a été réalisée avec succes
dans notre laboratoire pour la purification de
quelques ug a plusieurs mg d'ARN et ce
pour divers types d'ARN, tels de petits ARN
en tige-boucle, des riborégulateurs, des
ribozymes et des précurseurs de micro
ARN. Nous envisageons un avenir
prometteur pour cette nouvelle
méthodologie pour la purification d'ARN
synthétisé in vifro ou pour toute autre
application  potentielle  qui  nécessite
l'immobilisation ou la purification d'ARN. Par
exemple, la méthodologie pourrait étre
adaptée a certaines applications a haut
débit comme le criblage d'ARN pour la
cristallogenése ainsi qu'a la purification de
complexes ARN/protéines a partir de
cellules vivantes.
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L’arthrose est la maladie articulaire la
plus répandue dans le monde, affectant
plus de 20 millions de personnes aux
Etats-Unis seulement. De plus, le
vieillissement accru des populations et
laugmentation de la prévalence de
'obésité au niveau mondial rendent
prévisible une augmentation de ce
nombre dans les prochaines années.
Chez les personnes souffrant d’arthrose,
le cartilage articulaire, qui n’est
normalement pas vascularisé, devient
minéralisé et vascularisé. |l en résulte
une dégradation du cartilage (perte
nette de son épaisseur), une réponse
inflammatoire et une sclérose de l'os
sous-chondral. L’arthrose a ceci de
particulier que I'importance des douleurs
ressenties n’est pas corrélée avec la
séverité des symptdomes anatomiques.
Aucun test génétique ou biochimique
n'est a ce jour disponible sur le marché
pour la détection précoce de l'arthrose,
ni méme pour I'évaluation des risques
de progression et de seévérité a une
étape précoce de la maladie. Par
conséquent, I'application des
traitements est retardée jusqu’a un
stade avancé de dégradation du
cartilage. La recherche d’un

médicament pour le traitement de

Jean-Francois Lavoie et coll.

larthrose est largement freinée par
lincapacité a identifier a un stade
précoce les patients qui pourraient
bénéficier de traitements. Un grand
besoin d’innovation existe donc dans le
domaine des tests cliniques afin de
pouvoir identifier les individus
asymptomatiques. De méme, il importe
d’identifier, parmi les patients qui en
ressentent les symptdbmes, ceux qui
risquent de voir progresser la maladie.

Ce constat d’échec découle du fait que
larthrose progresse lentement et
souvent de fagon phasique, ce qui rend
difficile lidentification des déterminants
moléculaires  précoces déclenchant
cette maladie. De plus, I'hétérogénéité
de la maladie engendre beaucoup de
controverses quant a son étiologie et
aux mécanismes moléculaires
responsables de sa progression. La
nature multifactorielle de [larthrose
primaire est bien acceptée et des
facteurs génétiques ont maintenant été
identifiés comme déterminants
importants de [larthrose [1-6]. Ces
études ont également mis en évidence
des différences potentielles dans le
degré d’héritabilité de l'arthrose, selon le
sexe et larticulation affectée (arthrose

de la main vs arthrose du genou ou de
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la hanche) [7, 8]. Cette diversité suggere
un niveau élevé d’hétérogénéité dans la
nature des génes de susceptibilité pour
l'arthrose, comme en témoigne Ile
nombre croissant de loci et de genes
candidats identifiéss a ce jour dans
'ensemble du génome humain [2].
Toutefois, I'importance fonctionnelle de
chacun des génes de susceptibilité n'a
pas encore été déterminée, illustrant
notre connaissance incomplete de la

biologie et de la génétique de I'arthrose.

Les marqueurs présentement associés
a [larthrose sont pour la plupart
décelables a des stades avancés de la
maladie, lorsque les lésions sont dans la
grande majorité des cas irréversibles.
Ces marqueurs biochimiques sont
associés de fagon non spécifique a la
dégradation du cartilage, a
I'hypertrophie des chondrocytes ou tout
simplement a linflammation. Par
conseéquent leur utilité clinique s’en
trouve fortement limitée. Afin d’identifier
des marqueurs plus précoces de
'arthrose, nous avons cherché 3a
identifier des génes et des protéines
régulant I'homéostasie du cartilage.
Dans ce contexte, nous avons identifié

le facteur de transcription PITX1, dont la

Jean-Francois Lavoie et coll.

diminution de [I'expression entraine
l'apparition de symptomes similaires a
ceux de l'arthrose dans un modéle de
souris transgénique ayant perdu une
copie du gene PITX1 [9]. Au niveau
clinique, cette perte d’expression
survient également au niveau des
chondrocytes articulaires des patients
atteints d’arthrose primaire du genou ou
de la hanche [9]. Dans le but de
déterminer le mécanisme responsable
de cette perte d’expression, nous avons
identifi¢ par différentes approches
expérimentales la prohibitine (PHB1)
dans un complexe répresseur présent
sur le promoteur du géne PITX1 chez
les patients atteints d’arthrose primaire.

PHB1 fait partie de la superfamille
SPFH (Stomatine, Prohibitine, Flotiline
et HfIK/C), qui regroupe des protéines
membranaires possédant un domaine
appelé PHB. Bien que ces protéines
soient hautement conservées dans les
cellules eucaryotes, la fonction de PHB1
in vivo n’est pas claire [10]. PHB1 est
principalement présente a la membrane
interne des mitochondries, ou elle forme
des complexes hétéro-oligoméres avec
la prohibitone (PHB2) et ou elle semble
jouer un rdle de chaperon moléculaire

pour les protéines associées a la chaine

10
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de transport des électrons. De plus,
PHB1 peut aussi se localiser dans le
noyau, ou elle régule la transcription de
plusieurs génes et inhibe la prolifération
cellulaire [10]. Nous avons observé une
accumulation de PHB1 nucléaire au
niveau des chondrocytes articulaires
des patients  atteints  d’arthrose
(43 patients conseécutifs atteints
d’arthrose ont été analysés lors d’une
étude pilote et comparés a 7 sujets
témoins agés n’ayant aucun probléme
articulaire ou osseux). Cette observation
nous a conduits a confirmer le role de
PHB1 comme répresseur
transcriptionnel de PITX1 en sur-
exprimant PHB1 dans des cellules
normales et par atténuation
transcriptionnelle (gene silencing) dans
les chondrocytes de patients atteints
d’arthrose. Puisque PHB1 est une
protéine ubiquitaire, nous avons émis
'hypothése que d’autres types
cellulaires plus accessibles, comme les
leucocytes, pourraient également subir
une accumulation nucléaire de PHB1
chez les patients atteints d’arthrose et
les sujets a risque de développer
l'arthrose.

Gréace a une subvention de

démonstration des principes accordée

Jean-Francois Lavoie et coll.

par les Instituts de recherche en santé
du Canada en 2010, le D" Moreau et son
équipe meénent actuellement des
recherches pour déterminer Si
'accumulation nucléaire de PHB1 dans
les cellules sanguines pourrait servir de
bio-marqueur pour prévoir et évaluer
'apparition précoce et [I'évolution de
l'arthrose. Les tests peuvent étre
réalisés a partir d’'une prise de sang
provenant de sujets asymptomatiques
ou de patients présentant des
symptdmes, de concert (ou non) avec
lanalyse de [I'histoire familiale, de
données cliniques ou de signes
radiographiques, pour identifier les
patients a risque de progression de
l'arthrose.

Les résultats obtenus a ce jour par les
techniques d’immunodétection,
notamment la microscopie confocale,
sont fort prometteurs. Ills démontrent
que PHB1 s’accumule dans les noyaux
des leucocytes (monocytes,
lymphocytes et neutrophiles) des
patients atteints d’arthrose (13 sujets
consecutifs), ce qui contraste avec les
niveaux observés chez les sujets sains
(7 sujets consécutifs), nettement
inférieurs ou sous le seuil de détection

(Figure 1).

11
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Figure 1 : Augmentation de la localisation nucléaire de PHB1 dans les noyaux de
leucocytes chez les patients atteints d’arthrose

(A-B) Images confocales montrant le
marquage et la localisation de PHB1 dans
des sections de noyaux de leucocytes isolés
du sang de sujets sains ou diagnostiqués
pour l'arthrose par gradient de Ficoll. Une
fois les leucocytes (monocytes, lymphocytes
et polymorphonucléaires) transférés sur des
lames de microscope, la visualisation de la
localisation de PHB1 dans les noyaux est
faite par immunofluorescence a l'aide de
'anticorps Prohibitin  Ab-1 (NeoMarkers,
Fremont, CA) qui reconnait spécifiquement
la protéine PHB1. Ces complexes PHB1-
anticorps (représentés en vert) sont détectés
par immunofluorescence indirecte a Il'aide
d’'un anticorps secondaire couplé a un
fluorochrome (Alexa-488, Invitrogen,
Eugene, OR) et les noyaux sont contre-
colorés avec le colorant Hoechst

Cependant, il reste a déterminer la
sensibilité¢ et la spécificitt de PHB1
comme marqueur spécifigue de
I'arthrose, en vérifiant notamment si elle
n'est spécifique qu’a certaines formes
d’arthrose (primaire vs secondaire) ou si
elle pourrait étre impliquée dans
d’autres maladies rhumatismales. De

plus, nous ne savons pas encore a quel

Jean-Francois Lavoie et coll.

(représentés en bleu). Les images sont
obtenues par microscopie confocale (Zeiss,
LSM) en ajustant le plan focal, d’'une
épaisseur de moins de 1 um, entre le tiers
supérieur et le centre du noyau. L’échelle en
blanc dans les panneaux A et B correspond
a 5um et dans les panneaux A’ et B’ a
2um. Les fleches représentent des
exemples de cellules positives pour la
présence nucléaire de PHB1.

(C) Quantification de la proportion de
leucocytes négatifs pour la présence de
PHB1 nucléaire. Pour cette analyse, trois
sujets sains et six patients atteints d’arthrose
ont été analysés. La barre d’erreur
représente I'écart type a la moyenne pour
les sujets analysés et I'étoile représente un
résultat significatif a p = 0.016 (test de
Student bilatéral).

point I'accumulation nucléaire de PHB1
précede les premiers symptébmes
cliniques de l'arthrose (mois, années ou
décennies). Finalement, l'arthrose est
une maladie chronique avec des
épisodes symptomatiques et des
périodes de rémission qui varient au
cours de la maladie. Il reste a

déterminer si I'accumulation nucléaire

12
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de PHB1 varie aussi en fonction de ces
épisodes.

En résumé, ces résultats montrent pour
la premiére fois la possibilité d'un test
sanguin pour le diagnostic précoce de
l'arthrose. Ce test pourrait étre utilisé
pour diagnostiquer plus précocement la
maladie et pourrait servir a tester
I'efficacité de nouvelles thérapies visant
a arréter ou a moduler la progression de

I'arthrose.

Ce projet est financé par une subvention

des Instituts de recherche en santé du
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Les animaux vertébrés, en particulier les
humains, ont une tache imposante:
combattre la diversité presque illimitée de
pathogénes et d’antigénes avec un matériel
génétique limité. Les lymphocytes B ont
développé un mécanisme efficace bien que
dangereux de modification de leur
patrimoine génétique. D’abord, les génes
codant pour les anticorps sont assemblés
par recombinaison VDJ (génes variable, de
diversité et de jonction; variable, diverse,
joining). Ce processus engage un
réarrangement combinatoire de fragments
d’ADN pour former des génes codant pour
chaque chaine des anticorps. Ce
réarrangement est unique a chaque
lymphocyte B et la recombinaison VDJ crée
donc un répertoire primaire d’anticorps, dont

certains seront en mesure de reconnaftre un

Alexandre Orthwein et coll.

antigéne déterminé. Le répertoire primaire
d’anticorps compte deux limites : d’abord
ces anticorps ne reconnaissent pas un
antigéne avec une grande affinité, en plus
d’étre tous du méme isotype (IgM), ce qui
ne convient pas a toutes les situations. Un
second processus de mutagénése a lieu
pour modifier génétiquement le répertoire
primaire d’immunoglobulines (lg) quand des
lymphocytes B s’activent aprés  avoir
reconnu un antigéne. Il conduit d’'une part a
la commutation isotypique permettant le
remplacement de la région constante u des
anticorps (laquelle détermine l'isotype IgM)
par une autre région constante (y, € ou a)
déterminant des isotypes avec des
propriétés biologiques et des fonctions

effectrices différentes (Figure 1; [1]).

16




NUMERO SPECIAL MSA/BIOTRANSFERT 2011

Vue schématisée des différentes modifications
génétiques initiées par AID (activation-induced
cytidine deaminase ou cytidine déaminase
induite aprés activation) des génes des
immunoglobulines et d’autres génes. AID
introduit préférentiellement des mutations dans
les génes immunoglobulines en déaminant des
déoxycytidines en déoxyuridines. L’introduction
de ces mutations conduit au recrutement de
protéines en cause dans la réparation de 'ADN
et permet la diversification des génes
immunoglobulines par conversion génique

(mécanisme aviaire de diversification des

Alexandre Orthwein et coll.

Figure 1

anticorps), hypermutation somatique (qui
consiste en [lintroduction de mutations
ponctuelles dans la région variable des génes
des immunoglobulines) et commutation de
classe (qui conduit a la modification de la
chaine lourde de [Ianticorps). AID peut
cependant introduire des mutations dans
d’autres génes a un niveau moins important,
comme BCR-ABL, ce qui peut conduire a
'apparition de mutations pathologiques (par
exemple liées au développement de résistances
a l'imatinib, ou encore que déclenchent des

translocations des chromosomes).
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D’autre part, il permet [I'hypermutation
somatique consistant en lintroduction de
mutations ponctuelles dans la région
variable des anticorps (Figure 1) et qui,
couplée a la sélection clonale, permet une
maturation de I'affinité des anticorps pour un
antigéne donné [2].

La commutation isotypique et
I'hypermutation somatique sont initiées par
une méme enzyme, AID (activation-induced
cytidine deaminase ou cytidine déaminase
induite aprés activation) [1-3]. Cette enzyme
désamine 'ADN des génes Ig, changeant
des déoxycytidines en déoxyuridines [1-2],
processus mutagenique en lui-méme mais
qui n'est que [I'étape initiale de ces
mécanismes de diversification des
anticorps. En l'absence d’AID, la réponse
immunitaire chez 'homme et la souris est
grandement compromise et conduit a une
forme d’immunodéficience, le syndrome
hyper-IgM [3;5]. A linverse, des niveaux
anormalement élevés d’AID contribueraient
au développement de maladies
autoimmunes telles que le lupus et I'arthrite
rhumatoide [6]. De plus, AID peut muter des
(proto)-oncogénes ou des génes
suppresseurs de tumeur [7-8] ainsi gu’initier
une instabilité génomique causant des
translocations chromosomales (Figure 1 ;
[9-12])  qui

peuvent conduire au
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développement de leucémie/lymphome.
Notablement, dans le cas de la leucémie
myéloide chronique, AID favorise le
développement de résistance au traitement
anticancéreux [13].

De nombreux mécanismes de régulation
d’AID ont été identifiés pour s’assurer que
cette enzyme fonctionne au bon moment, au
bon endroit et aussi longtemps que
nécessaire. Pour parvenir a cet équilibre
subtil entre immunité et autoimmunité et/ou
cancer, la régulation d’AID va du contréle
des niveaux d’ARN messager et protéiques
a l'acces restreint au noyau ou au ciblage
préférentiel vers les génes des
immunoglobulines. Notre laboratoire
travaille sur la régulation post-traductionnel
d’AID, en particulier sa localisation
intracellulaire et sa stabilité au niveau
protéique qui sont des mécanismes liés [14].
AID circule constamment entre le
cytoplasme et le noyau, bien que cette
protéine soit majoritairement cytoplasmique
due a la compétition entre trois processus
que nous, et dautres, avons identifié :
limport et I'export nucléaires actifs et une
rétention cytoplasmique [15-17]. Or, AID
cytoplasmique est plus stable que dans le
noyau, un autre moyen de limiter son
activité mutagéne [14]. Il est important de

noter que des variations dans les niveaux
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d’AID affectent non seulement son impact
physiologique dans la diversification des
anticorps mais aussi son  activité
pathologique [12;18], et que AID est
exprimé dans plusieurs types de cancers
[19-22], d’ou limportance de comprendre
les mecanismes post-traductionnels
régulant les niveaux d’AlD.

Nous nous sommes donc intéressés a
identifier des partenaires cytoplasmiques
d’AID qui pourraient jouer un rdle dans sa
stabilité. Une recherche protéomique par
spectrométrie de masse a été réalisée et
nous avons observé qu’un certain nombre
de chaperons moléculaires connus comme
protéines de choc thermique (Heat shock

proteins Hsp), interagissaient avec AID
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telles que Hsp40, Hsp70 et Hsp90 et qu'ils
faisaient tous partie de la méme voie de
chaperonnage (Figure 2; [23]). Pour avoir
une mesure de la spécificité de cette
interaction (les chaperons moléculaires ne
reconnaissant normalement pas un site
défini), nous nous sommes intéressés aux
protéines Apobec, qui font partie de Ia
méme sous-famille de cytidine désaminases
quAlD et qui ont une structure
tridimensionnelle conservée et une grande
similarité de séquence (50-60%) avec AID,
en faisant d’excellents contréles. Or, aucune
des protéines Apobec testées (Apobec1t, 2
et 3G) n'interagissent avec Hsp90, au

contraire d’AlD.
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Figure 2

Vue schématisée simplifite des différentes
étapes lors de la stabilisation et de la dégradation
d’'une protéine cliente d’Hsp90. Aprés synthése
ribosomale dans le cytoplasme, AID est pris en
charge par la voie de chaperonnage. Elle interagit
en premier lieu avec Hsp40 qui recrute Hsp70

avant de transmettre AID a un complexe

Hsp90 est un candidat intéressant en ce
sens qu’il joue un rdle important dans la
maturation conformationnelle de
nombreuses protéines importantes dans la
transduction de signal ainsi que de
protéines circulant entre le noyau et le
comme les

cytoplasme récepteurs

d’hormones stéroidiennes [24]. De
nombreuses protéines clientes d'Hsp90
jouent un rdle dans la transformation

cellulaire et I'oncogenése, faisant d’Hsp90
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moléculaire contenant notamment Hsp90. Hsp90
stabilise AID par hydrolyse d’ATP. L’inhibition
d’Hsp90 par la geldanamycine ou 17-AAG conduit
au recrutement d’'une ubiquitine E3 ligase qui
polyubiquitine AID et permet sa dégradation par

le protéasome.

une cible de choix pour le développement
de traitements anticancéreux [24]. L’activité
chaperone d’Hsp90 dépend de sa capacité
d’hydrolyser 'ATP. De fait, des inhibiteurs
de l'activité ATPase d’Hsp90 tels que la
geldanamycine, ou un de ses nombreux
dérivés 17-AAG, sont des outils puissants
pour étudier les différentes fonctions
d’Hsp90 (Figure 2) [24]. L'inhibition d’Hsp90
conduit a la perte d’interaction avec AID et

correle avec une forte diminution des
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niveaux dAID endogéne dans des
cellules B immortalisées d’origine humaine,
aviaire ou murine mais aussi dans des
cellules B primaires humaines. Dans les
faits, Hsp90 stabilise AID dans Ile
cytoplasme et le traitement a Ia
geldanamycine conduit a la
polyubiquitination et a la dégradation d’AID
par le protéasome (Figure 2). L’inhibition
d’Hsp90 qui affecte la fraction
cytoplasmique d’AID a toutefois un impact
direct sur ses fonctions nucléaires.
L’utilisation de modéles cellulaires (lignée
de cellules B de poulet) [25] diversifiant
leurs anticorps par un processus initié par
AID et appelé conversion geénique (Figure
1) a montré que des doses croissantes
d’Hsp90

proportionnellement les niveaux endogenes

d’inhibiteurs diminuent
d’AlID ce qui corrélent avec une réduction de
la conversion génique. Un effet similaire est
observable dans un modéle cellulaire
capable de diversifier les génes des
immunoglobulines par I’hypermutation
somatique. Enfin, I'inhibition chronique ou
aigué d’Hsp90, dans une lignée de cellules
de souris ou dans des cellules B primaires
de souris capable de remplacer sa chaine
lourde p pour la chaine a ou y aprés
stimulation par un cocktail de cytokines, a

montré une réduction significative de la
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commutation isotypique. Tous ces résultats
suggérent qu’Hsp90, en stabilisant Ia
fraction cytoplasmique d’AlID, détermine les
niveaux totaux de la protéine et par la méme
son niveau d’activité physiologique. Cette
observation est d’autant plus intéressante
qgu’elle pourrait étre utilisée pour diminuer
les effets pathologiques d’AID. Or, certains
résultats ont montré qu’AlD est exprimé
dans des stades avancés de leucémie
myéloide chronique et qu’elle introduit des
mutations dans I'oncogéne BCR-ABL [13].
BCR-ABL est en fait la signature
moléculaire de ce syndrome
myéloprolifératif résultant de la translocation
chromosomale entre 1le géne BCR
(breakpoint cluster region) et celui codant
pour la tyrosine kinase ABL (abelson murine
leukemia viral oncogene homolog). Cette
derniére, qui dans un contexte normal a une
activité kinase trés régulée, devient une
kinase constitutivement active aprés fusion
avec BCR, qui est en grande partie
responsable de la prolifération des cellules
leucémiques. En mutant BCR-ABL, AID
confére une résistance a l'inhibiteur imatinib
qui cible spécifiqguement l'activité tyrosine
kinase d'ABL et qui est utilisé avec
beaucoup de succés dans le traitement de
leucémie myéloide chronique [26]. Nous

nous sommes donc intéressés a savoir si
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l'association  d’inhibiteurs  d’Hsp90 a
limatinib pouvait ralentir l'apparition de
mutations dans BCR-ABL et ainsi empécher
le développement de résistance a I'imatinib
dans des cellules leucémiques myéloides
chroniques exprimant AID. L’expression
ectopique d’AID dans de telles cellules
BCR-ABL+ conduit a [lapparition d’une
sous-population résistante a I'imatinib et
sélectionnée en présence de cette drogue
[13]. L’ajout d’inhibiteurs d’Hsp90 empéche
I'apparition de cette population résistante et
correle avec une réduction d’AID et une
absence de mutations dans le géne BCR-
ABL1.

En conclusion, Hsp90 stabilise la protéine
AID dans le cytoplasme et contrdle son

activité dans la diversification des anticorps.
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Nous entrons dans l'ére de la médecine
personnalisée. En termes simples, ce type
de médecine suppose que l'application d'un
traitement spécifique ne puisse étre
généralisée a tous les patients. En effet, la
notion de traitement unique, bien que
présentant des avantages pratiques
évidents dans l'organisation d'un systéme
de santé, a graduellement été rejetée dans
le cas de certaines maladies pour faire
place au concept de «traitement sur
mesure» pour chaque patient. Le cancer du
sein, en particulier, fait figure de paradigme
dans I'établissement des principes
gouvernant le développement de Ila
meédecine personnalisée.

Une femme sur huit sera atteinte du
cancer du sein. Nous comptons
annuellement 22 000 nouveaux cas de
cancer du sein au Canada et 5500 au
Québec (Société canadienne du cancer,
statistiques 2010). Le cancer du sein est
difficile a traiter, entre autres a cause de son
hétérogénéité (1, 2). Certains types de
cancer du sein répondent bien a certains
traitements, mais pas a d'autres. Il est donc
important de choisir le bon traitement pour
chaque type. Par exemple, le trastuzumab
donne de bons résultats pour les cancers du
sein qui expriment le récepteur HER2 (3).

Les cancers HER2" représentent 10% a

Laurent Sansregret et coll.

15% de tous les cancers du sein. Dans tous
les autres cas, le trastuzumab n'a aucun
effet bénéfique. La décision de traiter ou
non avec le trastuzumab est donc basée sur
I'expression du récepteur HER2. Dans les
cas de cancer du sein qui expriment le
récepteur de l'estrogéne (RE®), on optera
pour un traitement hormonal (4, 5). De plus,
on recommandera la chimiothérapie si, lors
de la chirurgie, on a détecté l'infiltration de
cellules cancéreuses dans les ganglions
lymphatiques (GL*). Dans le cas des
patientes RE® qui ne montrent pas
d'infiltration des ganglions lymphatiques
(RE*/LN"), la décision d'ajouter ou non la
chimiothérapie est plus difficile a prendre,
d'une part parce que la chimiothérapie ne
profite qu'a environ 10% de ces patientes
(6, 7), et d'autre part parce que la
chimiothérapie produit des effets
secondaires  négatifs chez  plusieurs
patientes (8, 9). Les effets a court terme
incluent l'alopécie (perte de cheveux),
immunosuppression, la nausée et Ila
fatigue. A plus long terme, les traitements
de chimiothérapie peuvent entrainer la
meénopause précoce et un risque accru de
cardiomyopathies, neuropathies et
leucémies secondaires (10). Il est donc
important de soupeser a la fois les

bénéfices et les risques potentiels de la
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chimiothérapie pour chacune des patientes.
Pour prendre leur décision, l'oncologue et
sa patiente devront considérer une série de
parameétres cliniques et histo-pathologiques.
Au-dela de ces critéres classiques, il existe
maintenant des outils d'analyse moléculaire
qui permettent d'évaluer la probabilité de
récidive ou de progression de la maladie
(outil pronostique) ou de prédire la réponse
a un traitement spécifique (outil prédictif)
(11). En particulier, des signatures
d'expression génique ont récemment été
développées afin de mieux catégoriser les
différents types de cancer du sein et
d'évaluer la pertinence de recourir a la
chimiothérapie (12).

Les compagnies d'assurance aux
Etats-Unis ainsi que le régime d'assurance-
maladie de I'Ontario ont récemment décidé
de rembourser les colts du test
OncotypeDX®, afin de mieux cibler les
patientes de type RE'/LN" qui devraient
recevoir un traitement de chimiothérapie.
Cette décision est justifiée non seulement
par le désir de ne pas faire subir inutilement
la chimiothérapie aux patientes qui n'en
retireraient aucun bénéfice, mais aussi par
des considérations économiques. En effet,
le colt du test est d'environ 3 800 $, alors
que celui de la chimiothérapie est évalué a

environ 17 000 $ par patiente. Donc, le

Laurent Sansregret et coll.

systéme de santé épargne de l'argent si le
test permet d'éviter un traitement inutile a
25% des patientes et plus. Or, une étude
clinique a démontré que le test
OncotypeDX® développé en 2004 permet
d'identifier un groupe de patientes RE*/LN" a
faible risque pour lesquelles la
chimiothérapie n'apporte aucun bénéfice (7,
13). Ce groupe représente environ 50% de
toutes les patientes RE*/LN". Cet exemple
spectaculaire de médecine personnalisée
montre que la biologie moléculaire de pointe
permet d'améliorer la qualité des traitements
tout en diminuant les codts. Mais il est
possible de faire encore mieux. En effet, si
on considéere que 90% des patientes
RE’/LN" ne retirent aucun avantage de la
chimiothérapie et que le test permet
d’identifier seulement 50% de celles-ci, |l
reste encore une fraction importante des
patientes qui pourraient en étre épargnées.
Des chercheurs du Centre du cancer
Goodman de [luniversité McGill ont
récemment mis a jour une signature
d’expression génique capable d'évaluer la
probabilité de récidive et de progression de
plusieurs types de cancers du sein,
notamment ceux du type RE*/LN (14). La
signature a été nommée C1S (CUX1
Signature) du fait qu'elle comprend des

génes régulés par le facteur de transcription
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CUX1. Ce facteur de transcription est
surexprimé dans plusieurs types de cancer
(15-17), notamment dans le cancer du sein
(18, 19). Les génes régulés par CUX1 sont
impligués dans  plusieurs  processus
cellulaires qui jouent un réle important dans
le développement et la progression des
tumeurs. Ainsi, le facteur CUX1 accélére la
prolifération des cellules, stimule leurs
propriétés migratoires et invasives et permet
la survie de cellules dont le caryotype est
instable (14, 20-24). Des modéles de souris
transgéniques ont démontré que Ila
surexpression de CUX1 dans les cellules
épithéliales de la glande mammaire cause
'apparition de tumeurs mammaires qui
ressemblent a plusieurs types de cancer du
sein chez I'humain (25). De plus, toutes les
tumeurs mammaires induites par CUX1
présentent un haut degré d'instabilité
génétique (14). Outre I'avancement de nos
connaissances sur les mécanismes sous-
jacents a la progression tumorale, ces
recherches pourraient mener a des
applications pratiques dans le diagnostic
des cancers chez l'humain. En effet, des
tests  bio-informatiques  sur  plusieurs
banques de données de cancers du sein ont
révélé que la signature C1S pouvait
améliorer le pronostic méme aprés avoir

considéré  plusieurs  criteres  clinico-
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pathologiques tels que le grade, linfiltration
des ganglions lymphatiques et le niveau
d’expression du récepteur de I'estrogéne
(14). Des analyses comparatives ont montré
que la signature C1S était supérieure a la
signature de OncotypeDX® et de plusieurs
autres signatures récemment publiées
(Tableau 1). La qualité de ces résultats
ainsi que la possibilité de développer un test
diagnostique d’'une grande précision ont
permis l'obtention d’'une subvention de
I'Institut de recherches en santé du Canada
pour valider l'utilisation de ce test dans les
cas de cancer du sein de type RE'/LN et de
faire une étude comparative des tests C1S
et OncotypeDX®.

Nous croyons que la valeur
pronostique accrue de la signature C1S, par
rapport a d’autres signatures d’expression
génique, tient au fait que cette signature
comprend deux classes de génes impliqués
dans des processus cellulaires distincts
(26). En effet, alors que les signatures de
OncotypeDX® et de

comprennent essentiellement des génes liés

Mammaprint

a la prolifération cellulaire (27, 28), la
signature C1S inclut a la fois des génes qui
jouent un réle dans la prolifération cellulaire
et des genes qui ont un impact sur
cellules

linstabilité ~ génomique  des

cancéreuses. Or, linstabilit¢ génomique
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permet aux cellules cancéreuses d’évoluer
rapidement et ainsi de générer de larges
populations de variants génétiques. Il est
entendu que les changements d'ordre
génétique ont généralement un effet
delétére sur les cellules. Toutefois, les
populations de cellules cancéreuses qui
évoluent rapidement permettent
'émergence de rares variants génétiques
aux propriétés tumorigénes accrues. La
capacité des cellules tumorales a évoluer

rapidement  est illustrée par leur
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hétérogénéité tant histologique (29-31) que
génétique (32-35). Au plan pratique, un test
diagnostique capable a la fois d'évaluer le
potentiel de croissance d'une tumeur et de
prédire la stabilité ou l'instabilité génétique
des cellules cancéreuses fournira
linformation nécessaire aux patientes
atteintes du cancer du sein du type RE*/LN’
pour décider de la pertinence de recourir ou

non a la chimiothérapie.
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Tableau 1. Analyses univariées

Tous les cas, n=1474

Cancers RE*/GL™, n = 920

Variable Intervalle Valeurs de p Intervalle Valeurs de p
de confiance de confiance
(95% Cl) (95% Cl)

Grade 2 (vs 1) 2,25 (1,65 — 2,1x107 *** |1,69(1,09-2,63) [2,0x 107 ***
3,05)

Grade 3 (vs 1) 3,18 (2,34 - 1,4x 107 *=* [ 276 (1,73-4,39) |[1,9x 107
4,31)

Ganglion 1,51 (1,27 - 1,8x 10° *** -

lymphatiques 1,78)

HER2 1,47 (1,21 - 1,0x 10 *** | 1,38 (0,94-2,02) [9,9x 10"
1,78)

ER 1,51 (1,27 — 4,1x10° *= - -
1,80)

Signature CUX1 (14) | 2,34 (2,01 — <1x10" *** [ 273 (2,12-3,52) |6,3x 107" ***
2,73)

Sotiriou (12) [ 2,31 (1,97-2,71) <1 x 10" *** [ 274 (2,11-3,56) | 5,5 x107* ***

Carter (36) | 0,55 (0,48-0,64)| 1,5 x 10™* *** | 2,73 (2,12-3,52) | 6,3 x 107 ***

Liu (37) [ 1,73 (1,49-2,01) 4 x 10" *** [ 149 (1,14-1,97) [4,2x10° **

Teschendorff t52 (38) | 2,09 (1,79-2,44)| <1 x 107 *** | 226 (1,74-2,94) | 9,0 x 107 ***

van de Vijlver  (38) | 0,62 (0,39-0,85)[ 9,6 x 107™° *** | 1,58 (1,17-2,14) [29x10° **

(Mammaprint)

Chang (39) | 1,72 (1,48-2,00) 1 x 10" *** [ 164 (1,27-2,11) | 1,5x 10" ***

Paik (OncotypeDX) | 1,15 (0,71-1,02) 6,1 x 10 1,03 (0,77-1,39) |8,3x 10%

(40)

Wang (40) | 0,76 (0,65-0,88)] 2,8 x 10* *** | 0,96 (0,73-1,25) |7,4x 10"

Finak (41) | 1,15 (0,99-1,34) 6,8 x 10 1,19 (0,91-1,56) | 2,0x 10

van Vliet (42) | 0,49 (0,42-0,56)| 1 <10 *** [ 0,44 (0,34-0,57) [2,3x1070 ***

Teschendorff t17 (38) | 0,57 (0,49-0,66)| 1,8 x 10 *** | 0,65 (0,50-0,83) |6,6 x 10™

Tableau 1

Des analyses unitaires ont été effectuées pour mesurer la valeur pronostique de 12 signatures
d’expression génique pour 1474 cas de cancer du sien, provenant de 8 bases de données, et pour
lesquels les paramétres cliniques (grade, infiltration des ganglions lymphatiques, expression de HER2 et
du récepteur de l'estrogéne (RE) étaient disponibles (12, 14, 36-44). Les analyses unitaires considerent
indépendamment les signatures d’expression génique et les paramétres cliniques. La valeur pronostique
de chaque signature est calculée soit pour tous les 1474 cas (les deux colonnes a gauche) ou seulement
pour les 920 cas positifs pour le récepteur de I'estrogéne et négatifs quant a l'infiltration des ganglions
lymphatiques (RE'/GL’). La valeur pronostique des paramétres et des signatures est statistiquement
significative lorsque la valeur de p, calculée par le test de Student, est inférieure a 0,05*, 0,01** ou

0,001***,

Laurent Sansregret et coll.
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Tous les cas, n=1474

Cancers RE*/GL", n = 657

Variable Intervalle Valeurs de p Intervalle Valeurs de p
de confiance de confiance
(95% CI) (95% CI)

Grade 2 (vs 1) 1,77 (1,26-2,49) | 92x10* ***| 1,38(0,87-2,18) | 1,7 x 10
Grade 3 (vs 1) 1,58 (1,08-2,30) | 1,8x10% *| 1,54 (0,90-2,65) | 1,1x 10"
Ganglion 1,57 (1,29-1,92) | 8,5x 10° **= - -
lymphatiques
HER2 1,18 (0,91-1,53) | 2,2 x 10 0,99 (0,59-1,64) | 9,6 x 10
ER 1,08 (0,83-1,40) | 5,7x 10 - -
Signature CUX1(14) | 1,65 (1,20-2,29) | 2,4x10° **| 213 (1,28-3,55) | 3,8 x 10° **
Sotiriou (12) | 1,37 (0,92-2,04) | 1,2x 10" 1,94 (1,01-3,74) | 47x107% *
Carter (36) | 1,33 (0,89-1,97) | 1,6 x 10" 1,10 (0,59-2,04) | 7,7 x 10
Liu (37) | 1,21 (0,93-1,57) | 1,5x 10" 1,15(0,77-1,74) | 4,9x 10
Teschendorff t52 1,20 (0,87-1,65) | 2,6 x 10” 1,35(0,81-2,25) | 2,6 x10™

(38)
van de Vijver (38) | 1,17 (0,88-1,55) | 2,9x 10 1,12 (0,71-1,77) | 6,3x 10
(Mammaprint)
Chang (39) | 1,15 (0,88-1,50) | 3,0x 10" 1,03 (0,66-1,60) | 9,1 x 10
Paik (OncotypeDX) | 1,11 (0,88-1,39) | 3,8 x 10™ 1,17 (0,78-1,75) | 4,4 x 10

(40)
Wang (40) | 1,07 (0,87-1,32) | 5,3x 10" 1.,21(0,86-1,71) | 2,7 x 10"
Finak (41) | 1,03 (0,84-1,26) | 8,0x 10" 0,99 (0,69-1,40) | 9,3x 10
van Vliet (42) | 1,02 (0,71-1,46) | 9,3x 10" 1,59 (0,87-2,89) | 1,3x 10"
Teschendorff t17 1,02 (0,74-1,40) | 9,3 x 10 1,13 (0,66-1,94) | 6,6 x 10™

(38)

Tableau 2

Des analyses multivariées ont été effectuées pour mesurer la valeur pronostique de 12 signatures
d’expression génique pour 1474 cas de cancer du sien, provenant de 8 bases de données, et pour
lesquels les paramétres cliniques (grade, infiltration des ganglions lymphatiques, expression de HER2 et
de RE) étaient disponibles (12, 14, 36-44). Alors que les analyses unitaires considérent indépendamment
les signatures d’expression génique et les paramétres cliniques, les analyses multivariées considérent a
la fois les parametres cliniques ainsi que chacune des signatures d’expression génique. En d’autres
termes, les analyses multivariées vérifient si les signatures d’expression génique peuvent fournir de
l'information additionnelle au-dela des parametres cliniques. La valeur pronostique de chaque signature
est calculée soit pour tous les 1474 cas (les deux colonnes a gauche) ou seulement pour les 920 cas
positifs pour le récepteur de l'estrogéne et négatifs quant a linfiliration des ganglions lymphatiques
(RE*/GL"). La valeur pronostique des paramétres et des signatures est statistiquement significative

lorsque la valeur de p, calculée par le test de Student, est inférieure a 0,05*, 0,01** ou 0,001***.
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