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ENSEIGNEMENT

Cours : Oncologie, de I'empirisme a la biologie moderne?

La chaire nouvellement créée d’Oncologie cellulaire et moléculaire se propose
d’explorer les maladies cancéreuses dans leurs multiples facettes biologiques.
L’étude du cancer a permis la découverte de trées nombreux mécanismes
fondamentaux de la biologie des cellules normales. En effet, les déréglements
cellulaires associés aux maladies « malignes » touchent presque tous les aspects de
la vie de la cellule et des relations des cellules de 1’organisme entre elles. Ces
connaissances commencent a étre utilisées pour mieux prendre en charge les
patients. L’enseignement de la chaire portera une attention particuliere aux
approches dites « translationnelles », ces interfaces entre études cliniques et
biologiques qui ont permis des progres spectaculaires, mais malheureusement
encore trop restreints a des pathologies rares.

Lalegon inaugurale, intitulée « Oncologie, de I’empirisme a la biologie moderne »,
a eu lieu le 8 janvier 2015°. Les cours se sont ensuite déroulés jusqu’a la mi-février.
Dans cette premiere série de cours, j’ai voulu proposer une perspective historique
des recherches sur le cancer, de la naissance de 1’anatomie pathologique au
XVII® siecle, a I’explosion actuelle de la génomique.

Ce premier cours a ainsi dressé un panorama de 1’histoire de la connaissance des
tumeurs, depuis le rdle joué par la microscopie dans leur définition, jusqu’a la

a. Les enregistrements des cours sont disponibles en audio et en vidéo sur le site internet
du College de France : http://www.college-de-france.fr/site/hugues-de-the/course-2014-2015.
htm [NdE].

b. La lecon inaugurale est publiée sous forme imprimée (College de France/Fayard, 2015)
et prochainement numérique (https://books.openedition.org/cdf/156). L’enregistrement de la
lecon inaugurale est disponible en audio et vidéo sur le site internet du College de France :
http://www.college-de-france.fr/site/hugues-de-the/inaugural-lecture-2015-01-08-18h00.htm
[NdE].
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génomique et le cancer expérimental chez I’animal. J’ai ensuite insisté sur
I’importance des travaux épidémiologiques menés a partir des années 1950 dans
I’identification des facteurs de risques des cancers prévalant chez I’homme. Le rdle
majeur des infections virales et de I’intoxication tabagique a alors été souligné. J’ai
ensuite présenté les apports de la virologie, en particulier celle des rétrovirus, a
I’identification des premiers geénes du cancer (oncogenes). Les études des virus
ayant un génome constitué d’ADN ont permis la découverte des anti-oncogenes (en
particulier p53, gene maitre de la réponse au stress, et RB, régulateur principal de
la prolifération) qui sont souvent liés et inactivés par des protéines virales. Ces
anti-oncogeénes peuvent aussi €tre inactivés par des mutations présentes des la
conception (mutations germinales) dans de rares formes familiales de cancers.

La cancérogénese repose largement sur 1’acquisition de mutations géniques
(activatrices ou inactivatrices) tout au long de la vie de I’individu. Le passage d’une
cellule normale a une cellule transformée nécessite en effet une étroite coopération
entre oncogenes et anti-oncogénes. La cancérisation est donc un processus
multiétapes dans lequel une cellule va progressivement acquérir des lésions de son
patrimoine génétique. Le plus souvent celles-ci n’ont pas de conséquences. Elles
conduisent parfois a la mort de la cellule. Plus rarement, elles vont conférer un
avantage sélectif de survie ou de prolifération. Ce modele de maladie génétique
progressivement acquise de la cellule explique l’incidence tardive des tumeurs
spontanées chez 1’homme.

J’ai ensuite tenté d’apporter un éclairage sur la réversibilité de 1’état transformé,
comme sur la possibilité d’un ciblage des protéines assurant la permanence de cet
état. A travers le modele d’une leucémie, que j’étudie depuis plus de 25 ans, j’ai
voulu montrer que la destruction de la protéine maitresse de la transformation
cellulaire (la fusion PML/RARA) permettait d’obtenir la guérison de cette maladie
par 1’association d’une hormone, ’acide rétinoique et d’un toxique pro-oxydant,
I’arsenic, qui se fixent tous deux sur la protéine PML/RARA. La fixation de ces
médicaments sur la protéine PML/RARA induit la dégradation de -celle-ci,
I’activation de la protéine p53 et la disparition rapide du clone leucémique. Acide
rétinoique et arsenic constituent les premieres thérapeutiques ciblées capables
d’induire des guérisons définitives par I’élimination du moteur moléculaire de la
maladie. J’ai ensuite présenté une perspective du domaine, en particulier de la
puissance des approches d’analyse du génome qui permettent aujourd’hui une
description individuelle des tumeurs humaines. Ces technologies pourraient conduire
a un meilleur ciblage des anomalies génétiques responsables de la transformation
cellulaire, ciblage dont on pourrait espérer des bénéfices cliniques importants.

Le premier cours a repris les aspects historiques esquissés dans la lecon inaugurale.
I1 a en particulier mis en évidence les apports de 1’analyse microscopique des tissus
a la définition des différents stades de la maladie. Il a aussi détaillé les criteres
morphologiques propres aux cellules transformées, comme les anomalies du noyau
de la cellule et de ses chromosomes. J’ai présenté les preuves de 1’origine clonale
des cancers, qui dérivent d’une seule cellule d’origine, méme s’il existe ensuite une
hétérogénéité intratumorale acquise avec 1’évolution de la maladie, qu’elle soit
spontanée ou sous traitement. L’étude des effets cancérigenes de substances
chimiques ou des rayonnements sur des animaux a permis d’établir le lien direct
entre pouvoir mutagene et pouvoir cancérigene. Il existe néanmoins des cancérigenes
chimiques qui ne sont pas mutagenes, comme les hormones qui favorisent la
croissance des cellules. C’est I’épidémiologie qui a permis une approche pertinente
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des cancers humains. Elle a en particulier montré 1’importance du vieillissement
dans I’incidence des cancers. La diversité des prévalences des cancers dans les
différents pays suggérait ’existence de facteurs favorisants majeurs inégalement
répartis dans le monde. Le tabagisme et les infections virales ont été les premiers
facteurs a étre mis en évidence. Ceci souligne le rdle essentiel que jouent les virus
et les mutagénes dans la transformation cellulaire chez ’homme. J’ai présenté le
cas des tumeurs familiales et les modélisations mathématiques de Knudson qui
démontraient I’existence de déterminants génétiques héréditaires dans de rares
cancers humains, bien avant la découverte de mutations germinales d’anti-
oncogenes. Le mode de vie joue aussi un rdle important, comme 1’ont montré les
études de migrations de population. On ne sait pas aujourd’hui quels sont les
facteurs exacts impliqués dans le mode de vie. Il pourrait s’agir d’une conjonction
de plusieurs facteurs différents. Cette grande hétérogénéité géographique des
cancers implique que nombre d’entre eux, peut-&tre jusqu'a la moitié, seraient
évitables. Toutefois, avec le vieillissement de la population, I’incidence des cancers
va nécessairement continuer a augmenter.

Le deuxieme et le troisieme cours ont été consacrés a 1’oncogénese virale. Deés
le début du XX€ siecle, plusieurs modeles expérimentaux ont permis formellement
de démontrer que certaines tumeurs chez 1’animal étaient transmissibles par des
agents ultra-filtrants, dont on sait aujourd’hui qu’ils correspondent a des virus.
L’exemple le mieux étudi€ est le sarcome de Rous. Les rétrovirus, par leur capacité
a capturer des genes de la cellule-hote infectée, ont permis la découverte des
premiers oncogenes dominants. Mais les rétrovirus, par leur capacité a s’intégrer a
proximité de genes cellulaires, peuvent aussi conduire a la surexpression de
régulateurs clés de la croissance, comme le géne Myc. C’est la mutagénese
d’insertion. La capture d’oncogenes, ou l'insertion de provirus au voisinage de
ceux-ci, sont des mécanismes exceptionnels chez I’homme. Il existe toutefois un
rétrovirus oncogene HTLV-I. Sa biologie a été présentée en détail, en particulier le
role de son activateur transcriptionnel Tax dans la prolifération des cellules infectées
ou leucémiques.

J’ai ensuite abordé 1I’étude des virus oncogeénes a ADN, principalement le virus
de I’hépatite B et les familles Papillomes et Herpes. Ces trois virus jouent un role
considérable dans les cancers humains. Les mécanismes impliqués dans la
transformation, en particulier celui de 1’interaction avec des protéines cellulaires
impliquées dans le contrdle de la prolifération (pS3, Rb), ont été exposés. La
complexité génétique de certains de ces virus et I’existence de mécanismes multiples
qui cooperent pour la transformation nécessitera probablement un cours ultérieur.
Méme s’ils ne semblent responsables que de 20 % des cancers humains
(principalement dans les pays en voie de développements), les cancers viro-induits
ont eu une importance considérable, car ils ont permis la découverte des premiers
genes du cancer. De plus, des stratégies vaccinales contre certains virus ont permis
des diminutions spectaculaires de 1’incidence de certains cancers, comme les
hépato-carcinomes liés a 1’infection par le virus de I’hépatite B a Taiwan.

Le dernier cours a présenté une vision synthétique de la complexité génétique du
cancer, telle que les progres de la génomique permettent aujourd’hui de
I’appréhender. S’appuyant sur la revue récente de B. Vogelstein, j’ai présenté
I’extréme hétérogénéité du nombre de mutations dans le génome des cellules
tumorales. Les tumeurs associées a une exposition aux mutagenes (poumon,
mélanomes) présentent plusieurs centaines de mutations, les tumeurs pédiatriques
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et certaines leucémies en présentent parfois moins de cing. Seule une fraction de
ces anomalies génétiques concerne des genes maitres (drivers), ceux dont les
anomalies sont associées a des effets biologiques majeurs. Parmi les 150 drivers
connus a ce jour, un a six seulement semblent étre directement impliqués dans une
tumeur donnée. De plus, beaucoup de ces drivers activent les mémes voies de
prolifération, de survie ou de signalisation. Le répertoire des voies de régulations
impliquées dans la transformation cancéreuse est donc beaucoup plus restreint que
le nombre des genes maitres identifiés a ce jour.

Les leucémies constituent une classe trées hétérogene de maladies. Néanmoins,
leur génétique est beaucoup plus simple que celles des tumeurs solides. De plus, le
systeme hématopoiétique présente de nombreux avantages: cellules faciles a
prélever, a amplifier ex vivo. Ce systéme a permis de répondre a certaines questions
clés, comme celles de I’existence de mutations silencieuses dans des cellules-
souches normales, de mutations pré-leucémiques dans le sang d’individus sains ou
de la coopération fonctionnelle de ces mutations lors de la transition vers la
leucémie. La découverte des anomalies maitresses des leucémies a été grandement
facilitée par Dexistence de translocations chromosomiques récurrentes. Ces
translocations conduisent soit a la surexpression de genes maitres de la prolifération
(comme Myc dans le lymphome de Burkitt), soit a la formation de genes de fusion
dans les leucémies myéloides. Ces anomalies chromosomiques, détectées des le
début des années 1960, ont permis I’identification des premiers oncogenes dans des
cancers humains. Plus récemment, une cartographie précise de I’ensemble de ces
mutations a pu étre établie dans les leucémies aigiies myéloides. La séquence
temporelle de ces anomalies a pu étre définie, mettant en avant le role central des
altérations précoces des régulateurs épigénétiques, ceux assurant la mémoire
cellulaire et définissant des hiérarchies parmi les progéniteurs. Dans certains cas,
des anomalies distinctes convergent fonctionnellement sur une seule voie de
prolifération ou de survie, comme cela a été démontré pour la voie NFxB dans les
lymphomes. Les techniques de séquences a trés haut débit ont enfin permis de
mettre en évidence 1’évolution darwinienne d’une population de cellules tumorales,
en particulier en réponse aux traitements génotoxiques.

Certaines des protéines maitresses de la transformation peuvent étre des cibles
thérapeutiques, comme BCR/ABL ou PML/RARA. Dans les deux cas, des
modélisations fines de la réponse aux traitements ont permis de déterminer les
mécanismes cellulaires des rémissions et de définir une hiérarchie fonctionnelle
parmi les cellules leucémiques. La derniere partie du cours a esquissé le role
émergeant de p53 dans la réponse thérapeutique. Les données récentes sur les
fonctions in vivo de ce gene ont également été abordées dans le séminaire.

Séminaire®

Le colloque de la chaire « Les milles et une facette de p53 » s’est déroulé le
21 mai 2015 et a réuni des spécialistes frangais et étrangers de cette protéine qui

c. Les enregistrements du séminaire sont disponibles en audio et en vidéo sur le site
internet du College de France: http://www.college-de-france.fr/site/hugues-de-the/
symposium-2014-2015.htm [NdE].
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est un des acteurs clés de la transformation maligne. Les communications ont
presque toutes abordé le role de cette protéine dans un organisme modele, la souris :

Laura Attardi (Stanford University) : « Deconstructing p53 Pathways in Vivo » ;

Franck Toledo (Institut Curie, Paris) : « p53 Is a Regulator of Telomere Metabolism » ;

Oliver Maddocks (Beatson Institute, Glasgow): « Metabolic Control of Cancer Fate
Decisions » ;

Laurent Le Cam (Inserm, Montpellier) : « The p5S3 Pathway and Metabolism: Implications
in Normal Tissue Homeostasis, Aging and Cancer Progression » ;

Arnold Levine (The Institute for advanced studies, Princeton) : « The Evolution of Tumours
in p53 Deficient Mice and Humans » ;

Gareth Bond (Oxford University, Oxford) : « Does the Broader Human Population Have
Innate Differences in p53-Mediate Tumour Suppression » ;

Robin Fahraeus (Inserm, Paris) : « p53’s Messenger RNA: The Other Side of the Coin »;

Pier Giuseppe Pelicci (European Institute of Oncology, Milan): « Regulation of Self
Renewal in Cancer Stem Cells » ;

Jean-Christophe Marine (KU Leuven) : « p53 Reactivation Therapy in Melanoma ».

ENSEIGNEMENT A L'EXTERIEUR

Deux cours ont été donnés fin mai 2015 a I’école de médecine de 1’université
JiaoTong de Shanghai, plus particulierement a 1’hopital RuilJin. C’est dans cet
hopital que furent traités les premiers patients par 1’acide rétinoique et que le
traitement combiné avec 1’arsenic a été expérimenté avec succes. Une coopération
tres étroite entre 1’hopital Saint-Louis et I’hdpital Ruilin existe depuis pres de
30 ans et a été formalisée par la création d’un laboratoire international associé du
CNRS et de I’Inserm depuis 2003.

Le premier cours a permis la présentation du College de France et a repris les
éléments de la lecon inaugurale. Il a été introduit par le Pr Wang, hématologiste
clinicien et découvreur des effets anti-leucémiques des rétinoides. L’école de
médecine de JiaoTong donne une partie de ses cours en frangais et ce cours a donc
été suivi par les nombreux enseignants et étudiants francophones. Le second cours,
plus axé sur la recherche, a présenté les avancées les plus récentes de la
physiopathologie des leucémies et les bases de la réponse thérapeutique. Ce cours
a réuni plus de quatre cents étudiants en médecine et chercheurs en sciences
biologiques.

ACTIVITE DE RECHERCHE

Travaux de recherche de I’'équipe

L’équipe travaille depuis plus de 25 ans sur la pathogénie de la leucémie aigiie
promyélocytaire (LAP) et les bases de la réponse a I’acide rétinoique (AR) et a
I’arsenic. Ceci nous a amenés a développer des approches multiples, de biologie
cellulaire, de biochimie, de modélisations in vivo, approches toutes centrées autour
de PML/RARA ou de ses deux protéines constitutives, PML et RARA. L’étude des
mécanismes de la transformation cellulaire et de la réponse thérapeutique nous a
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permis d’entrer dans des domaines trés fondamentaux (organisation du noyau
cellulaire, controle de la protéolyse, régulation de la sumoylation) et d’y apporter,
au fil des ans, des contributions significatives. Ce résumé se focalisera donc sur les
avancées les plus récentes ou les travaux en cours. L’activité de recherche s’est
entierement déroulée sur le site de 1’hopital Saint-Louis, le transfert d’une partie de
I’équipe sur le site Berthelot n’étant effectif qu’en septembre 2015.

PML/RARA est une protéine multifonctions qui exerce des effets dominants
négatifs aussi bien sur le contrdle de la transcription par RARA que sur la biogénese
des corps nucléaires PML. Des gains de fonctions ont également été décrits, en
particulier la dérégulation de I’expression de nombreux genes qui ne sont pas
normalement sous le contrdle de RARA. Les contributions respectives de ces
différentes propriétés de PML/RARA a la transformation cellulaire restent mal
comprises. L'une des particularités faisant la puissance de ce systeme est I’existence
de deux agents thérapeutiques découverts par hasard, 1’acide rétinoique et 1’arsenic.
L’un et Iautre se fixent directement 8 PML/RARA, changeant profondément ses
fonctions biologiques : il s’agit donc de traitements ciblés. L’acide rétinoique
transforme PML/RARA d’un état de répresseur de la transcription a un activateur
de celle-ci. L’arsenic induit I’agrégation de PML et PML/RARA, permettant le
recrutement au sein des corps nucléaires PML de nombreuses protéines qui peuvent
y &tre activées, désactivées ou dégradées. Enfin, ces deux agents thérapeutiques
induisent également la destruction de PML/RARA par le protéasome, un complexe
multi-protéique spécialisé dans la dégradation régulée des protéines intracellulaires.
Les contributions respectives de ces différentes modifications moléculaires
(activation transcriptionnelle, répression, agrégation de PML...) et cellulaires
(différenciation, sénescence ou mort) en réponse a 1’acide rétinoique ou a 1’arsenic
restaient tres discutées. Elles sont pourtant trés importantes, car, d’'une maniere
générale, les fondements cellulaires de la réponse aux traitements ciblés ne sont pas
bien connus. Leur compréhension serait pourtant essentielle pour la transposition
des succes clinique de la LAP a d’autres pathologies malignes.

L’une de nos approches pour décrypter la physiopathologie de la réponse
thérapeutique de la LAP a été 1’observation inattendue du fait que 1’acide rétinoique
et I’arsenic exercent un effet synergique pour I’élimination de la maladie, mais ont
des effets antagonistes sur la différenciation cellulaire. En utilisant des approches
pharmacologiques et génétiques, nous avons formellement démontré que la
dégradation de PML/RARA est bien responsable de 1’éradication de la maladie par
la combinaison acide rétinoique/arsenic (Ablain, 2013, 2014). La dégradation de
PML/RARA permet la reformation des corps nucléaires PML et I’activation de p53,
le géne-maitre du contrdle du stress cellulaire. L’éradication de la maladie ne fait
pas appel a un programme d’apoptose (mort programmée), mais plutdt a un
mécanisme de sénescence (vieillissement accéléré). De manicre inattendue, dans les
modeles de souris, la réponse a 1’acide rétinoique nécessite la présence du gene
PML normal, qui est requis pour I’activation de p53. L’analyse de patients ayant
présenté une résistance au traitement a permis de mettre en évidence une mutation
de I’allele normal de PML sur le site de liaison a I’arsenic (Lehmann-Che, 2014).
Cette observation inattendue constitue une preuve génétique forte de 1I’implication
de PML dans la réponse thérapeutique. Ceci pourrait expliquer I’extraordinaire
efficacité clinique de I’arsenic qui agit sur PML/RARA (pour le dégrader) et sur
PML (pour reformer les corps nucléaires et activer p5S3 avant de dégrader la
protéine). La maniére dont la reformation des corps nucléaires PML active p53
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reste encore mal comprise. Il semble que PML soit capable de recruter au sein des
corps nucléaire des enzymes capables de modifier la protéine p53 en lui attachant
des résidus (acétyles, phosphates, peptides, etc.) favorisant son activation. En
regroupant dans une zone tres restreinte de la cellule des enzymes et leurs substrats
protéiques, PML aurait un role de facilitateur de ces modifications.

Ce role clé de la protéine PML normale dans la guérison de la maladie nous a
conduits a une étude approfondie de la biogénese des corps PML. Cette partie a été
plus particulierement développée par 1’équipe de Valérie Lallemand-Breitenbach
qui va bientot rejoindre le CIRB. Nous avons ainsi démontré que la polymérisation
de PML en réponse au stress oxydant permet la biogéneése de corps, suivi du
recrutement des partenaires par un mécanisme dépendant des interactions entre les
peptides SUMO et SUMO-interaction motifs (Sahin, 2014). En collaboration avec
des équipes chinoises (hopital RuiJin, Shanghai, LIA Inserm/CNRS), nous avons
aussi démontré que le domaine a doigt de zinc RING de PML s’agrege en tétrameres
dont la formation est indispensable a la biogénese des corps nucléaires, a la
sumoylation de PML et a la réponse a I’arsenic. Au niveau fonctionnel, nous avons
démontré in vivo que PML est un senseur du stress oxydant et contribue directement
a la réponse biologique a celui-ci, entre autres par 1’activation des fonctions anti-
oxydantes de p53. L’ensemble de ces travaux éclaire d’un jour nouveau la fonction
des corps nucléaires PML en dehors du contexte spécifique de la LAP.

I1 est en général admis que la différenciation des cellules leucémiques en réponse
a l’acide rétinoique résulte de 1’activation de la transcription de genes clés de la
maturation des cellules myéloides. Ce modele n’explique pas pourquoi I’arsenic,
qui n’exerce pas d’effet sur la transcription dépendante de RARA, induit aussi la
différenciation cellulaire in vivo. Nous avons démontré que la perte de PML/RARA
est non seulement responsable de la perte de 1’autorenouvellement leucémique (en
activant p53), mais aussi de la différenciation cellulaire, en libérant les promoteurs
ciblés par PML/RARA (Vitaliano-Prunier, 2014). Cette dé-répression
transcriptionnelle explique la différenciation induite par 1’arsenic et unifie ainsi le
mode d’action des deux agents thérapeutiques, acide rétinoique et arsenic.

Grace a une étroite collaboration avec 1’équipe d’Ali Bazarbachi (université
américaine de Beyrouth, soutenu par un LIA Inserm/CNRS) nous avons étendu
certaines des observations faites sur le modele des LAP a d’autres types de
leucémies. En particulier, nous avons montré que la dégradation de la protéine Tax
du virus leucémogene HTLV-I par 1’association d’interféron alpha et d’arsenic est
responsable de la mort des cellules leucémiques transformées par HTLV-I. La
dégradation de Tax répond au méme mécanisme moléculaire que celui de PML/
RARA (Dassouki, 2015). La combinaison d’interféron et d’arsenic, en association
avec un antirétroviral, a un effet clinique spectaculaire sur les formes cutanées de
cette maladie. L’acide rétinoique, comme 1’arsenic, est capable d’induire la
dégradation d’une autre protéine centrale a la transformation de certaines leucémies
myéloides, la forme mutée de NPM-1 (ElHajj, 2015). Les mécanismes biochimiques
impliqués, et I’optimisation de ’effet thérapeutique in vivo (qui reste pour 1’instant
modeste) sont en cours. Néanmoins, ces observations pourraient expliquer 1’effet
bénéfique de 1’adjonction d’acide rétinoique a la chimiothérapie chez des patients
présentant ces leucémies avec mutation de NPMI1. Ainsi, le paradigme du role
thérapeutique de la protéolyse induite pourrait progressivement s’étendre a d’autres
types de leucémies.
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