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Préambule 

L’objectif de notre travail de thèse est d’identifier des protéines impliquées dans la 

prolifération cellulaire tumorale, et d’analyser leur fonction, et leurs mécanismes d’activation. 

Nos modèles d’études sont les sarcomes, une famille de tumeurs mésenchymateuses rares 

d’origine mésodermique, qui représentent environ 1 à 2 % de l’ensemble des tumeurs 

malignes des tissus conjonctifs (Clark et al., 2005) et pour lesquelles les progrès dans la 

caractérisation des anomalies moléculaires causales ont permis le développement de plusieurs 

thérapeutiques ciblées in vivo chez le patient atteint de cancer. 

Les anomalies moléculaires récurrentes de sous types de sarcomes guident la classification 

nosologique et désormais le traitement de ces tumeurs, notamment le choix de la 

chimiothérapie cytotoxique et surtout le développement des thérapeutiques ciblées. 

Cependant, environ 50% des sarcomes ne présentent pas d’anomalies moléculaires 

caractéristiques mais des altérations cytogénétiques complexes, avec pertes et gains multiples 

de segments chromosomiques. Les léiomyosarcomes, les sarcomes pléomorphes et les 

fibrohistiocytomes malins (MFH) rentrent dans ce sous-groupe.   

L’objectif de notre travail était d’identifier des cibles moléculaires potentielles pour les 

thérapeutiques ciblées dans ces sarcomes, en nous focalisant sur les léiomyosarcomes. Nous 

avons entrepris cette exploration par une approche protéomique, en sélectionnant les cibles 

ainsi identifiées sur des tumeurs fraîches, pour une analyse fonctionnelle sur des lignées de 

même histologie.  

Dans notre introduction bibliographique, nous présentons l’état des connaissances sur ces 

tumeurs, en mettant l’accent sur l’entité nosologique léiomyosarcome, afin de poser le 

problème, avant d’exposer l’état des connaissances sur les récepteurs tyrosine kinases que 

nous avons identifiés lors de notre travail de thèse, notamment sur la famille des récepteurs 

TAM, particulièrement Tyro-3.    
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Introduction 

I- Les sarcomes des tissus mous (STM) et des viscères 

1.1 Classification histologique  

Les sarcomes des tissus mous constituent un ensemble de maladies hétérogènes sur les plans 

histologique, cytologique et moléculaire. Contrairement aux cancers épithéliaux, qui se 

développent dans des organes spécifiques, les sarcomes peuvent apparaître dans tous les 

endroits du corps sous la forme d’un tissu mou différencié adipeux, fibreux, musculaire lisse 

ou strié. Dérivés de tissus d’origine mésodermique, plus rarement ectodermique, les STM sont 

généralement classés selon les tissus auxquels ils ressemblent : on parle ainsi de 

léiomyosarcomes lorsque les cellules tumorales ont des caractéristiques cytologiques et 

phénotypiques proches de celles des cellules musculaires lisses normales.  

L’incidence annuelle des sarcomes, tous sites confondus, est mal connue, mais les chiffres 

habituellement proposés sont certainement en deçà de la réalité. On estime qu'entre 5 et 7 

nouveaux cas pour 100 000 habitants sont diagnostiqués chaque année, dont ¾ sont des 

sarcomes des tissus mous (STM) et des viscères. 

Il existe plus de 50 sous-types histopathologiques de sarcomes de tissus mous (Christopher 

D.M, word health classification of tumour, 2002). Le tableau 1 présente les principaux types 

histologiques à l’intérieur desquels existent des sous-types caractérisés par des anomalies 

génétiques et une histoire naturelle parfois totalement différente. Le concept de la 

classification des sarcomes des tissus mous (STS), introduit pour la première fois par Russel 

et al. en 1977 (Russell et al., 1977), constitue le facteur le plus important de leur classification 

clinico-pathologique. Les deux paramètres les plus importants sont l’index mitotique et 

l’étendue de la nécrose tumorale (Trojani et al., 1984), (van Unnik et al., 1993).  

Le principal élément pronostique dans l’histologie des STM est le grade histopronostique. 

Plusieurs classifications ont été proposées. La classification française, en 3 grades, est la plus 

généralement utilisée (Coindre et al., 2001). Elle est basée sur l’index mitotique, la présence 

de nécrose et la différenciation cellulaire. Cette classification a une valeur pronostique pour le 

risque de rechute locale, métastatique et le risque de décès. Les patients porteurs de tumeurs 
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de grade 1, 2 et 3 ont une espérance de vie à 5 ans voisine de 95%, 75% et 45 % 

respectivement (Coindre et al., 1996). La classification histologique des sarcomes est en 

constante évolution : certaines entités telles que les fibrohistiocytomes malins (MFH), qui 

représentaient un des principaux sous-types histologiques dans les grandes séries, sont 

actuellement en démembrement et seront probablement reclassés dans les autres sous-types 

histologiques sur la base de nouveaux marqueurs phénotypiques en immunohistochimie ou 

d’anomalies moléculaires spécifiques de sous-types histologiques. Certaines entités telles que 

les léiomyosarcomes du tube digestif ont été reclassées en tumeurs des progéniteurs des 

cellules de Cajal, ou tumeurs stromales gastro intestinales (GIST), caractérisées par 

l’expression du récepteur tyrosine kinase c-kit. Il est probable que de nouvelles entités 

anatomopathologiques et moléculaires émergeront avec la généralisation des nouvelles 

techniques de biologie moléculaire (Nielsen et al., 2002). 

Tableau 1: Principaux sous types de sarcomes des parties molles adultes 

     (Coindre et al., 1996)

_______________________________ 
  

Type histologique   % 

Fibrosarcome ou MFH  43% 

Liposarcomes   13% 

Synovialosarcomes   9% 

Léiomyosarcomes   8% 

Rhabdomyosarcomes  5%  

Neurosarcomes   4% 

Inclassables    5% 

Autres (inclassables)  9% 

_______________________________

1.2 Classification moléculaire 

Les sarcomes des tissus mous présentent des anomalies moléculaires récurrentes entre les 

sous-types histologiques, et parfois spécifiques de sous types histologiques. Ces anomalies 

portent sur les gènes p53 et Rb, ainsi que sur les gènes qui contrôlent l’entrée dans le cycle 

cellulaire, notamment le passage au point de restriction de fin de phase G1 du cycle 

cellulaire : sont notamment affectés les gènes codant pour les cyclines (amplification de 

cycline D), les kinases dépendantes des cyclines (cdk2), ou les protéines inhibitrices des 
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kinases dépendantes des cyclines (p16). Les mutations de p53, Rb, cycline D ont une valeur 

pronostique dans certains sous types histologiques.  

D’autres anomalies moléculaires sont spécifiques de sous types histologiques (PS Meltzer, 

Enzinger and Weiss ‘s Soft Tissue Tumors – 4th ed. St Louis MO, USA, Mosby. 2001). Six 

sous-types de tumeurs conjonctives ont ainsi été identifiés, en fonction des anomalies 

moléculaires rencontrées : 

1) translocations spécifiques aboutissant à la constitution de gènes de fusion codant 

des modulateurs de transcription ou des protéines qui agissent comme des facteurs de 

croissance (EWS/Flil dans le sarcome d'Ewing, PDGF-COL1A1 dans le 

dermatofibrosarcome de Darier-Ferrand -DFSP) (Prieur et al., 2004); (McArthur et al., 

2005). Les principales translocations sont décrites dans le tableau 2.  

Tableau 2 : Translocations observées dans les sarcomes 

Sarcome   Translocation     Gene (fusion)             Incidence (%)  

Ewing/PNET   t(11;22)(q24;q12) EWS-FLI1  85  

     t(21;22)(q22;q12) EWS-ERG  10  

     t(7;22)(p22;q12) EWS-ETV1  Rare  

     t(17;22)(q12;q12) EWS-E1AF  Rare  

     t(2;22)(q33;q12) EWS-FEV  Rare  

DSRCT   t(11;22)(p13;q12) EWS-WT1  95  

Liposarcomes myxoïdes t(12;16)(q13;p11) TLS-CHOP  95  

     t(12;22)(q13;q12) EWS-CHOP  5  

Chondrosarcomes  

extrasquelettiques myxoïdes   t(9;22)(q22;q12) EWS-CHN 75  

Mélanome malin des tissus  

Mous (sarcomes  

à cellules claires)                   t(12;22)(q13;q12)          EWS-ATF1  NK  

Sarcomas synoviaux  t(X;18)(p11.23;q11) SYT-SSX1  65  
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     t(X;18)(p11.21;q11) SYT-SSX2  35  

Rhabdomyosarcomes  

alvéolaires   t(2;13)(q35;q14) PAX3-FKHR  75  

     t(1;13)(p36;q14) PAX7-FKHR  10  

Dermatofibrosarcomes t(17;22)(q22;q13) COL1A1-PDGFB NK 
_________________________________________________________________________________

Ces translocations peuvent désormais être détectées par des techniques de biologie 

moléculaire de type PCR sur les échantillons cliniques et constituent un outil essentiel de 

diagnostic à l’heure actuelle.  

2) Anomalies moléculaires touchant des gènes codant des cytokines ou des 

récepteurs tyrosine kinase de ces cytokines : mutations touchant les récepteurs tyrosine 

kinases (KIT et PDGFRA dans les GIST) (Hirota et al., 1998) (Heinrich et al., 2003b). Les 

tumeurs stromales gastro-intestinales sont ainsi caractérisées par de fréquentes mutations 

du gène KIT, le récepteur du stem cell factor (SCF), qui confèrent à la tyrosine kinase une 

activation constitutionnelle essentielle dans le processus d’oncogenèse pour ces tumeurs. 

3) Délétion de gènes suppresseurs de tumeur (NF1 impliqué dans la 

neurofibromatose de type 1 ou INI1 dans les tumeurs rhabdoïdes)(Korf, 2001; Rousseau-

Merck et al., 2005). 

4) altérations génétiques simples (amplification de mdm2/cdk4 dans les liposarcomes 

bien différenciés ou dédifférenciés) (Italiano et al., 2007; Sirvent et al., 2007) 

5) altérations génétiques plus grossières (comme dans le cas du léiomyosarcome) 

(Levy et al., 2000; Otano-Joos et al., 2000) 

 6) altération des voies de l’adhésion cellulaire (délétion du gène APC ou mutation de 

la く-caténine dans les fibromatoses agressives) (Domont J, ASCO Meeting Abstracts 2008; 

(Jilong et al., 2007). 
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1.3 La prise en charge des sarcomes : diagnostic, chirurgie, 

traitements médicaux 

1.3.1 Diagnostic:  

La rareté de ces tumeurs, qui représentent approximativement 1% des cancers de l’adulte, 

ainsi que la variété des présentations cliniques rendent difficile la gestion et le diagnostic des 

cas. 

Le diagnostic des sarcomes est généralement basé sur l’étude histopathologique et, dans 

certains cas, sur les techniques d’immunohistochimie et de diagnostic moléculaire. La biopsie 

est une étape essentielle de la prise en charge du patient. Elle doit faire l’objet d’un avis 

spécialisé pour toute tumeur de plus de 5 cm des tissus mous dont l’étiologie n’est pas 

évidente. Elle doit être réalisée par le chirurgien qui effectuera l’exérèse radicale, selon une 

incision dans l’axe du membre, de petite taille, en prévoyant la résection de la cicatrice lors du 

geste chirurgical secondaire. Les prélèvements doivent être confiés à l’anatomo-pathologiste, 

qui prévoira des techniques particulières de conservation pour des études de biologie 

moléculaire. Dans certains cas, sur des indications bien sélectionnées par une équipe 

entraînée, un prélèvement biopsique sous repérage échographique ou tomodensitométrique 

peut être envisagé. 

1.3.2 Prise en charge thérapeutique : 

Le traitement standard des STM associe la chirurgie et la radiothérapie adjuvante (Morgan 

JA, Eur.J Cancer.Suppl. 2006 ; Wagner AJ, ASCO Meeting Abstracts 2008). Sauf dans le cas 

du sarcome d'Ewing des parties molles ou des rhabdomyosarcomes alvéolaires ou 

embryonnaires des tissus mous, la chimiothérapie adjuvante n'a pas apporté à ce jour de 

bénéfice thérapeutique tangible sur la survie. Les résultats d'une importante méta-analyse ont 

montré une amélioration de la survie sans progression locale ou à distance chez les patients 

traités par chimiothérapie adjuvante, mais sans bénéfice significatif en ce qui concerne la 

survie globale (Dematteo RP, ASCO Meeting Abstracts 2007). Une étude récente conduite par 

le Groupe Sarcomes italien a montré une amélioration significative de la survie globale chez 

les patients porteurs de sarcomes des extrémités à haut risque recevant une chimiothérapie 

adjuvante à base d'ifosfamide (Casali et al., 2008). Cependant, ce bénéfice de survie globale 

n'a pas été retrouvé à long terme. Les variations individuelles du risque de rechute, le respect 
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de la dose intensité ou d'autres facteurs qui restent à déterminer peuvent expliquer ces 

différences. La plus grande étude de chimiothérapie adjuvante par doxorubicine-ifosfamide 

dans les STM, conduite en 2007 par le groupe Sarcomes de l'EORTC (EORTC STBSG) et 

présentée à l'ASCO en 2007 et 2008, n'a pas mis en évidence de bénéfice significatif (Yang et 

al., 1998). 

Chez les patients métastatiques, une chimiothérapie combinée comprenant la doxorubicine 

reste le traitement standard dans la plupart des sous-types histologiques, même si des taux de 

réponses de seulement 25 à 35% ont été obtenus dans la plupart des séries, avec une médiane 

de survie sans progression de 6 mois et une médiane de survie globale de 12 mois (Pisters et 

al., 1996) (Woll PJ, ASCO Meeting Abstracts 2007). Ces données ont peu ou pas évolué 

depuis vingt ans. La plupart des combinaisons ont présenté une toxicité trop importante pour 

les patients sans, le plus souvent, augmenter significativement le taux de survie par rapport à 

la doxorubicine utilisée seule. Par ailleurs, quel que soit le protocole utilisé, un petit nombre 

de patients de stade avancé survivent à long terme ; la proportion atteint 20% chez les patients 

en réponse complète après traitement de première ligne, mais seulement 3 à 4% chez ceux qui 

présentent au mieux, une réponse partielle ou une stabilisation de la maladie (Antman et al., 

1993). Les sarcomes de stade avancé doivent par conséquent être considérés comme curables, 

même si le nombre de patients effectivement guéris en 2008 reste modeste.  

Il reste par conséquent de nombreux progrès à faire dans la prise en charge des sarcomes des 

tissus mous ; les traitements les plus novateurs concernent actuellement les formes 

métastatiques. Cependant, il faut garder à l'esprit que les premières étapes de la prise en 

charge, lorsque la maladie est encore localisée, sont cruciales pour prévenir les rechutes et 

améliorer la survie des patients. Pour les sarcomes opérables, l'amélioration de la prise en 

charge passe par une modification de la stratégie thérapeutique et l'intervention d'équipes 

pluridisciplinaires dans des centres spécialisés (Edmonson et al., 1993; Helman and Meltzer, 

2003; van Glabbeke et al., 1999). 

1.4 Les thérapeutiques ciblées des sarcomes 

L'évolution des connaissances en matière de biologie des sarcomes a permis le développement 

de traitements spécifiques adaptés à chaque sous-type histologique. A ce jour, et sans surprise, 

la mise en évidence d'une anomalie moléculaire activatrice – ou récurrente – dans un sous-
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type histologique donné s'est montrée bien plus efficace pour l'élaboration d'un traitement que 

la simple expression d'un marqueur spécifique (Blay et al., 2005b).  

1.4.1 GIST et Imatinib : le modèle de thérapeutique ciblée pour une tumeur 

solide 

Les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) sont des sarcomes d’individualisation 

récente, auparavant classés dans les léiomyosarcomes du tube digestif. Ces tumeurs ont un  

phénotype particulier, exprimant CD34 dans 72% des cas et c-kit, CD117, la tyrosine kinase 

récepteur du stem cell factor dans 95% des cas. Dans cette tumeur, les gènes KIT (75%) ou 

PDGFRA (5%) sont le siège de mutations activatrices probablement responsables de la 

transformation tumorale dans la majorité des GIST. 

Ces sarcomes sont uniformément résistants aux chimiothérapies cytotoxiques. Depuis 2001, il 

a été démontré que le STI571 ou imatinib (Glivec ®), un inhibiteur de c-abl, bcr-abl, c-kit et 

du récepteur du PDGF utilisé dans le traitement des leucémies myéloïdes chroniques était 

capable d’induire un taux de non progression à un an voisin de 80% dans cette affection (Blay 

et al., 2005a). Il s’agit d’un premier modèle de thérapeutique ciblée sur l’anomalie 

moléculaire causale dans une tumeur solide (Blay et al., 2005a). Ce médicament est 

actuellement étudié en situation adjuvante dans le cadre d’une étude intergroupe EORTC/ 

GSF-GETO/ FFCD. En octobre 2006, le sunitinib a obtenu une indication de deuxième ligne 

pour les patients porteurs de GIST avancés en échappement post Imatinib. 

1.4.2 Dermatofibrosarcome protuberans 

Le dermatofibrosarcome protuberans de Darier-Ferrand (DFSP) est un sarcome cutané rare à 

évolution lente et essentiellement locale (McArthur et al., 2005). Il est caractérisé par une 

translocation juxtaposant le gène du col1A1 et le gène du PDGFa, produisant ainsi une 

protéine de fusion exprimée en excès dans les cellules tumorales et agissant comme facteur de 

croissance autocrine (McArthur et al., 2005). Plusieurs études rétrospectives ou prospectives 

basées sur l'activité inhibitrice de l'imatinib sur le PDGFRA ont été conduites. Elles ont 

démontré une activité antitumorale significative de l'imanitib dans cette pathologie, aussi bien 

dans les formes localisées ou localement avancées que dans les formes métastatiques 

(McArthur et al., 2005) (Maki et al., 2002). Après deux essais de phase II conduits par 
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l'EORTC (62027) et le SARC, l'efficacité de l'imatinib a été reconnue dans cette indication. Il 

est à noter qu'aucun autre agent n'avait jusque là été testé prospectivement ni n'avait démontré 

d'efficacité dans ces tumeurs rares.  

1.4.3 Le rôle de l'imatinib dans le traitement des synovites villonodulaires 

pigmentées ou tumeurs tenosynoviales à cellules géantes 

La synovite villonodulaire pigmentée (SVNP), appelée également tumeur tenosynoviale à 

cellules géantes (TTCG), est une maladie rare qui se caractérise par une prolifération 

cellulaire se développant aux dépens de la synoviale et qui concerne essentiellement les 

jeunes adultes. Elle a longtemps été considérée comme un phénomène inflammatoire mais des 

observations récentes ont montré qu'il s'agissait en fait d'une tumeur bénigne associée à des 

altérations génétiques spécifiques (West et al., 2006). Une partie des cellules tumorales de 

SNVP/TTCG présentent une translocation t(1;2) spécifique impliquant le gène du collagène 

6A3 et le gène M-CSF (CSF1) (sur le chromosome 1p13). Ce gène de fusion, exprimé par une 

partie des cellules, code une protéine de fusion qui cible les cellules non néoplasiques, M-

CSFR, de façon paracrine. Le traitement des SNVP/TTCG repose généralement 

exclusivement sur la chirurgie. Cependant, en cas de rechute, une nouvelle intervention peut 

être nécessaire, ce qui risque d'entraîner des séquelles fonctionnelles importantes. En plus de 

son activité inhibitrice de BCR-ABL, KIT et PDGFRA, il a récemment été montré que 

l'imatinib utilisé à doses thérapeutiques, permettait de bloquer l'activation de M-CSFR (Dewar 

et al., 2005). L'imatinib a donc été testé en traitement de seconde ligne chez un patient porteur 

de SNVP/TTCG en rechute après chirurgie. Le patient a présenté une rémission complète, 

mais des études plus approfondies seront nécessaires pour confirmer l'activité de l'imatinib 

dans cette indication (Blay et al., 2008).  

1.4.4 Ciblage de HER1 dans les sarcomes synoviaux et les tumeurs des 

gaines nerveuses périphériques (MPNST) 

L'analyse du profil d'expression génique et l'analyse par « microarrays » ont montré que 

plusieurs sous-types histologiques de sarcomes, en particulier les sarcomes synoviaux et les 

tumeurs des gaines nerveuses périphériques, exprimaient fortement EGFR (Nagayama et al., 

2002). Deux études de phase II ont été conduites dans les STM avancés avec des inhibiteurs 

de tyrosine kinase : gefitinib dans les sarcomes synoviaux et erlotinib dans les tumeurs des 
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gaines nerveuses périphériques. Aucun des deux traitements n'a montré d'efficacité dans ces 

indications (Ray-Coquard et al., 2008) (Albritton KH, ASCO Meeting Abstracts 2006). Cela 

montre bien qu'il n'existe pas, dans ce modèle, de corrélation systématique entre expression de 

la cible et rôle de cette cible dans la progression tumorale. Une seule étude a rapporté 

l'expression de HER2 dans les sarcomes synoviaux et a montré une corrélation entre 

surexpression de la protéine et amélioration du pronostic, contrairement aux observations 

rapportées dans le cancer du sein (Nuciforo et al., 2003). Un essai clinique testant l'efficacité 

du trastuzumab seul dans les sarcomes synoviaux de stade avancé ou métastatique est en 

cours (étude SWOG-S0346).  

1.4.5 Utilisation de l'IGF1R dans les sarcomes d'Ewing et les autres 

sarcomes 

Des gènes de fusion codant pour des facteurs transcriptionnels impliqués dans la régulation du 

gène IGFBP3 ont été identifiés dans les sarcomes d'Ewing. L'expression d’IGFBP3 est 

inhibée par la protéine de fusion. Le gène est impliqué dans la régulation du système 

IGF1/IGF1R. Les facteurs de croissance « insuline-like » (IGF) et leurs récepteurs (IGFR) 

sont des facteurs de croissance qui jouent un rôle essentiel dans de nombreux processus 

métaboliques et dans la prolifération cellulaire. Par son interaction avec l’IGF1 et le gène 

recombinant, IGFBP3 inhibe la prolifération des cellules et favorise l'apoptose dans les 

lignées de sarcome d'Ewing (Prieur et al., 2004). Sur la base de ces données biologiques, des 

essais de phase I et II utilisant un anticorps IGF1R ont été initiés. Les résultats préliminaires 

montrent que le traitement permet d'obtenir un contrôle tumoral chez 40 à 50% des patients 

réfractaires (Olmos D, ASCO Meeting Abstracts 2008; Atzori F, ASCO Meeting Abstracts

2008). Bien que cette tumeur soit très rare (3 à 5 cas par million et par an), plusieurs essais 

cliniques sont en cours.  

1.4.6 Ciblage de CDK4 MDM2 dans les liposarcomes  

Dans la même optique, l'amplification constante du gène mdm2 et celle, plus occasionnelle, 

de CDK4 dans les liposarcomes bien différenciés et dédifférenciés suggère un intérêt 

thérapeutique potentiel des inhibiteurs de la protéine dans cette indication (Italiano et al., 

2007; Sirvent et al., 2007). Des inhibiteurs de CDK4 ont été testés dans des études de phase I, 

mais aucune activité antitumorale n'a été montrée à ce jour (Soni et al., 2000). Des études de 
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phase I utilisant des inhibiteurs de mdm2 (les nutlines) ont également été initiées (Vassilev et 

al., 2004). Il serait également intéressant d'analyser dans ces modèles les altérations 

moléculaires secondaires du gène JUN récemment décrites (Mariani et al., 2007). 

1.4.7 Antagonistes des estrogènes et imatinib dans les tumeurs desmoides  

Les tumeurs desmoides sont des tumeurs invasives développées à partir des fibroblastes et des 

myofibroblastes. Elles sont associées à un taux de récidive locale ou locorégionale 

significatif, mais le risque de métastase est le plus souvent nul (Phillips et al., 2004; Posner et 

al., 1989). La caractérisation biologique de ces tumeurs n'a été effectuée que très récemment 

et les traitements ont donc été le plus souvent basés sur des données empiriques avec des 

niveaux de preuve limités. Les tumeurs desmoides présentent des altérations moléculaires 

caractéristiques de la voie APC-く caténine. La く-caténine apparaît mutée dans plus de 85% 

des fibromatoses desmoides, tandis qu'un sous-groupe de tumeurs desmoides intra 

abdominales est associé à la mutation du gène APC chez les patients porteurs du syndrome de 

Gardner (Domont J, ASCO Meeting Abstracts 2008; (Jilong et al., 2007). Initialement 

considérées comme des sarcomes de bas grade, la plupart de ces tumeurs peuvent évoluer très 

lentement ou même présenter des régressions spontanées. Par conséquent les traitements 

proposés dans la littérature sont très disparates (Janinis et al., 2003; Lanari, 1983). Cependant, 

un certain nombre de tumeurs finissent par progresser et entraîner la mort des patients, en 

particulier les tumeurs abdominales (jusqu'à 30%) et, quoique moins fréquemment, celles qui 

apparaissent au niveau des membres (10%) (Bonvalot et al., 2008; Merchant et al., 1999). 

Plusieurs traitements systémiques ont démontré une activité antitumorale dans cette 

indication : les AINS (anti-inflammatoires non stéroïdiens), les traitements hormonaux, les 

cytotoxiques utilisés à doses faible ou standard, ou encore l'imatinib. Bien que reconnue 

depuis longtemps (Janinis et al., 2003; Lanari, 1983), l'activité des anti-estrogènes reste 

toutefois difficilement explicable au niveau moléculaire. Il a récemment été montré que les 

tumeurs desmoides exprimaient fortement le récepteur des estrogènes ERく mais pas ERg

(Deyrup et al., 2006). De la même manière, l'imatinib a démontré une activité antitumorale 

significative et les résultats de deux essais cliniques ont montré des taux de réponse de 15% et 

des taux de survie sans progression de 40 et 65% (Heinrich et al., 2006) (Penel N, ASCO 

Meeting Abstracts 2006). Les mécanismes biologiques régulant l'activité antitumorale de 

l'imatinib dans les tumeurs desmoïdes restent inexpliqués. Des études sont en cours. Les 
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premiers essais utilisant l'imatinib étaient fondés sur l'identification d'une surexpression de 

KIT dans les cellules tumorales (due cependant à un possible artéfact lors de l'extraction de 

l'antigène). Une survie sans progression prolongée a été observée chez certains patients 

préalablement progressifs. Le traitement devra faire l'objet d'un essai randomisé afin d’établir 

la preuve de son activité antitumorale.  

L’ensemble de ces modèles montre bien l’importance de la compréhension biologique de la 

maladie pour le développement efficace de thérapeutiques ciblées dans ces tumeurs. Afin 

d’éviter les écueils observés dans les synovialosarcomes et les tumeurs desmoïdes, nous nous 

sommes donc attachés à identifier une (des) cible(s) clé(s) de la prolifération tumorale dans 

les léiomyosarcomes. Nous décrivons ci-après plus précisément cette entité nosologique, en 

partie hétérogène. 

II- Les Léiomyosarcomes 

2.1   Définition :  

Les léiomyosarcomes sont des tumeurs malignes mésenchymateuses composées de cellules à 

différentiation musculaire lisse. Elles se caractérisent sur le plan histologique par la présence 

de cellules épithéloïdes et  fusiformes exprimant l’actine musculaire lisse, la desmine et la 

vimentine. Elles représentent 10 à 15% de l’ensemble des sarcomes (The histology of tumors 

of the soft tissues. WHO Classification). 

 2.2 Epidémiologie :  

Les léiomyosarcomes des tissus mous surviennent habituellement chez les personnes adultes 

plus de 50 ans. Ce sont les sarcomes prédominants des vaisseaux sanguins (Berlin et al., 

1984) (Leu and Makek, 1986) (Varela-Duran et al., 1979) et ils constituent une grande partie 

des sarcomes rétro péritonéaux (Hashimoto et al., 1985) (Rajani et al., 1999) (Ranchod and 

Kempson, 1977) (Shmookler and Lauer, 1983) (Wile et al., 1981) et 10 à 15 % des sarcomes 

des membres.  
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2.3 Caractéristiques cliniques : 

Les léiomyosarcomes des tissus mous se présentent en général comme des lésions massiques. 

Les études d’imagerie montrent des masses de tissus mous non spécifiques mais suffisantes 

pour prédire la connexion aux structures adjacentes, particulièrement dans le rétropéritonéum. 

Dans les cas de léiomyosarcomes d’origine veineuse, le veinogramme pourrait montrer un 

composant intraluminal.  

2.4 Histologie : 

Il est difficile de prédire le comportement clinique des léiomyosarcomes en utilisant le 

système de grade standard utilisé pour le diagnostic des sarcomes des tissus mous. Ce dernier 

est basé sur les caractéristiques morphologiques telles que le pléomorphisme des cellules 

tumorales, l’activité mitotique, le degré de la cellularité, la formation de matrice et la présence 

de nécrose (Guillou and Coindre, 1997). Bien que certaines études aient montré une 

corrélation entre la taille, le grade histologique de la tumeur de léiomyosarcome et son 

agressivité, les pathologistes ont eu recours à d’autres approches de classification de ces 

tumeurs pour mieux comprendre et prédire leurs comportements cliniques. 

2.5 Localisation des léiomyosarcomes 

Les léiomyosarcomes surviennent au niveau de cinq sites anatomiques distincts. Les 

principaux sites tumoraux sont les membres, le rétropéritoine, l’utérus, les vaisseaux sanguins 

(notamment la veine cave inférieure et les veines larges des extrémités inférieures) (Farshid et 

al., 2002) et la peau (Dahl and Angervall, 1974; Hashimoto et al., 1986) (Stout and HILL, 

1958). Les sarcomes touchant les artères notamment l’artère pulmonaire et les autres artères 

larges ne possèdent pas les caractéristiques des léiomyosarcomes et sont souvent classés 

comme sarcomes intimaux.  

Les léiomyosarcomes présentent de multiples altérations génétiques et un caryotype très 

complexe avec plusieurs gains et pertes de fragments chromosomiques.  

Aucune altération moléculaire spécifique, telle que la mutation d’un récepteur tyrosine kinase, 

pouvant guider une thérapeutique ciblée n’est identifiée à ce jour. 
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Cependant, de nombreuses anomalies cytogénétiques et moléculaires sont décrites. Nous les 

décrirons dans les chapitres suivants. 

2.6 Génétique des léiomyosarcomes:  

Dans ce chapitre, nous décrivons les études cytogénétiques qui ont fourni de nombreuses 

données sur l’existence des anomalies chromosomiques dans les léiomyosarcomes. 

Les premières études de caryotypage standard et des techniques d’hybridation fluorescente in 

situ dans les léiomyosarcomes ont montré des modifications génétiques complexes telles que 

des réarrangements structuraux au niveau des chromosomes 1, 7, 10, 13, 14, 16 et 17. 

(Boghosian et al., 1989), (Saunders et al., 1996). 

En 2001, une analyse du caryotype de 11 léiomyosarcomes a montré une complexité au 

niveau de la plupart des caryotypes et une absence d’anomalies chromosomiques récurrentes, 

telles que des gains ou des pertes de matériel chromosomique (Wang et al., 2001). De plus, 

aucune corrélation n’a été trouvée entre le nombre ou le type d’anomalies avec la survie des 

patients. 

Les puces à ADN, permettant l’évaluation des gains et pertes de segments de chromosomes, 

ont été utilisées par plusieurs groupes pour l’identification de marqueurs pronostiques dans les 

léiomyosarcomes.

Nous classons ces études par les profils d’expression génétique obtenus par des analyses de 

CGH array, des profils corrélés à l’histologie de la tumeur, des profils d’expression identifiant 

des gènes connus.  

2.6.1 CGH Array  

Une étude d’évaluation des modifications du nombre de copies d’ADN dans 29 

léiomyosarcomes par CGH (Comparative Genomic Hybridization) array a montré une 

fréquence élevée de perte de segments d’ADN dans les chromosomes 10q et 13q, où sont 

localisés les gènes suppresseurs de tumeurs PTEN et Rb, et des gains dans le chromosome 

17p (contenant le gène p53). De plus, des amplifications ont été détectées au niveau des 

chromosomes 17p et 8q. Ces modifications cytogénétiques étaient corrélées à la taille des 

tumeurs dans cette étude (El Rifai et al., 1998). Ces résultats ont été retrouvés dans une étude 

portant sur 14 cas de léiomyosarcomes identifiant les mêmes gains et pertes chromosomiques 
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(Otano-Joos et al., 2000). D’autres analyses ont révélé une délétion au niveau du chromosome 

19p dans toutes les tumeurs d’une série de 10 léiomyosarcomes analysés (Riva et al., 2000), 

ainsi qu’une délétion du chromosome 22 dans 6 des 10 tumeurs. D’une manière intéressante, 

p16INK4a et ARF, régulateurs critiques de RB et de p53 sont localisés sur le chromosome 19, 

d’où l’hypothèse que la délétion de ce chromosome contribuerait à la perte de ces gènes 

suppresseurs de tumeurs dans les léiomyosarcomes.  

Dans une étude portant sur 27 tumeurs de léiomyosarcomes analysées par CGH, il est montré 

une forte amplification d’ADN dans 20 régions différentes dont les plus récurrentes sont 

1p34, q21, 12q13-15, 17p et 22q. Les gains de segments chromosomiques les plus 

fréquemment retrouvés impliquent les chromosomes 1p3, 1q21, 15q12-15, 16p, 17p, 17q, 19, 

20q, 22q et Xp. Des pertes significatives ont été trouvées sur le chromosome 13 dans 19/27 

tumeurs avec une région commune au niveau de 13q14-21. D’autres pertes chromosomiques 

ont été aussi trouvées dans les chromosomes 1q, 2p, 2q, 4q, 9p, 10p, 10q, 11p, 11q23 et 16q 

(Derre et al., 2001)."

2.6.2 Corrélation génotype/histologie 

Une corrélation a été montrée entre le caryotype et le type histologique de la tumeur, dans une 

étude de 15 cas de léiomyosarcomes ; toutes les tumeurs ayant un caryotype normal possèdent 

un type histologique classique alors que certaines tumeurs présentant un caryotype anormal 

sont du type pléomorphe ou myxoïde (Miyajima et al., 2002). Ceci suggère que certaines 

anomalies chromosomiques surviennent à des stades tardifs de la tumorigenèse dans les 

léiomyosarcomes ce qui pourrait modifier la morphologie de la tumeur. Les anomalies 

identifiées touchent les chromosomes 3p, 3q, 6q, 7p, 7q, 9p, 10p, 11p, 11q, 12p, 16q, 17p et 

19q. Des gains dans les chromosomes 2, 5, 18, 20, 21, 22 et X ont aussi été identifiés (Man et 

al., 1996). Le chromosome 11q contient une mutation dans le gène d’ataxia telangiectasia 

(ATM) qui est impliqué dans le point de contrôle des phases G1-S du cycle cellulaire via la 

voie de signalisation de p53. D’ailleurs, des niveaux élevés de perte d’hétérozygotie du gène 

d’ATM ont été détectés dans le cancer du sein et l’insuffisance de ce gène pourrait 

promouvoir la progression tumorale (Bogdanova et al., 2009).

Une perte d’hétérozygotie sur le chromosome 3p14.2-23 a aussi été reportée dans ces tumeurs 

(Peng et al., 2003). Des modifications chromosomiques clonales ont été trouvées dans 14 sur 

35 tumeurs de léiomyosarcome à cellules fusiformes et dans 3 sur 7 de type pléiomorphique 

(Mandahl et al., 1999)).  
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2.6.3 Profils d’expression génique dans les LMS 

Ces analyses portent sur les anomalies de l’expression des gènes et non pas sur les anomalies 

quantitatives de l’ADN. Bien qu’une étude ait montré un profil d’expression génique 

homogène de 17 léiomyosarcomes (Baird et al., 2005), la plupart des études de profils 

d’expression génique  des léiomyosarcomes montrent que ces tumeurs possèdent des profils 

d’expression génique hétérogènes qui se regroupent dans certains cas avec les sarcomes 

pléomorphes tels que les histiocytofibromes malins (MFH) (Nielsen et al., 2002) (Francis et 

al., 2007) (Lee et al., 2003). La majorité des gènes trouvés fortement exprimés dans les 

léiomyosarcomes dans ces études, sont impliqués dans la différentiation musculaire lisse 

comme par exemple les gènes CALD1, MYL4 et SLMAP. La surexpression de ces gènes n’a 

pas été retrouvée dans l’ensemble des léiomyosarcomes analysés indiquant l’existence d’une 

variabilité significative au sein de ces tumeurs. Cela suggère aussi que certaines voies de 

signalisation pourraient être dérégulées dans certains sous-groupes mais pas dans d’autres.  

Dans le même contexte, Pérot et al. (Perot et al., 2009) ont démontré l’amplification de la 

région chromosomique 17p11.2-17p12 et l’expression de MYOCD comme cible de cette 

amplification dans les léiomyosarcomes localisés dans le rétropéritonéum en particulier, 

suggérant que la génétique de ces tumeurs pourrait être liée à leur localisation.  MYOCD est 

un cofacteur transcriptionnel de SRF (serum response factor) qui régule le développement et 

la différentiation du muscle lisse (Du et al., 2003; Pipes et al., 2006; Wang et al., 2003; Wang 

et al., 2004). D’une manière intéressante, ils ont montré que ce gène induisait la 

différentiation musculaire lisse ainsi que la migration cellulaire dans des lignées de sarcome, 

évoquant que la différentiation de ces tumeurs bien différenciées pourrait être une 

conséquence d’une altération génomique acquise.  

D’autres groupes de gènes ont permis de classer les léiomyosarcomes selon leur degré de 

différentiation ou leur pouvoir métastatique. Ceci est illustré dans une étude d’analyse 

génétique de 11 cas de léiomyosarcomes distinguant trois groupes de tumeurs classées selon 

leur profil d’expression génique (Boghosian et al., 1989; Ren et al., 2003). Ces profils 

d’expression corrélaient avec la différentiation et l’agressivité de la tumeur.  

1. Le premier groupe, comprenant les léiomyosarcomes bien différenciés, est 

représenté par la surexpression des gènes liés à la différentiation neurale et la à 

signalisation du calcium. 
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2. Le deuxième groupe, incluant les tumeurs métastatiques avec une rechute clinique, 

est caractérisé par une forte diminution d’expression de plusieurs gènes comme celui 

de l’intégrine alpha 7, une protéine essentielle au maintien du contact cellulaire 

physiologique. 

3. Le troisième groupe englobe les cas de léiomyosarcomes peu différenciés qui sont 

caractérisés par la surexpression des gènes liés à la réponse inflammatoire  

2.6.4 Altérations moléculaires :  

Dans cette deuxième partie, nous exposons les voies fréquemment altérées dans les 

léiomyosarcomes notamment celles de Rb-E2f et de MDM2-p53.  

La famille des protéines RB comprenant les protéines pRB, p107 et p130 joue un rôle 

important dans le contrôle de la transition G1/S du cycle cellulaire et le maintien des cellules 

différenciées dans un état de quiescence réversible ou de sénescence permanente.    (Cobrinik, 

2005; Weinberg, 1995). Cette voie est altérée dans la plupart des cancers humains (Gillett et 

al., 1994; Schauer et al., 1994), incluant les sarcomes (Cance et al., 1990; Karpeh et al., 1995; 

Stratton et al., 1990). L’inactivation de pRb, un processus très commun dans les sarcomes, 

peut être la conséquence d’une perte d’hétérozygotie ou d’une modification post-

translationnelle comme l’hyper-phosphorylation. Ces deux mécanismes sont associés à la 

prolifération cellulaire de la tumeur et à la mauvaise survie des patients  (Polsky et al., 2006).  

De même, l’absence d’expression de pRb a été trouvée dans 90% d’une série de 23 tumeurs 

de léiomyosarcomes, constituant une anomalie moléculaire intéressante dans ces sous-types 

de sarcomes (Dei Tos et al., 1996). 

P53: 

p53, un gène suppresseur de tumeurs, code pour un facteur de transcription qui s’active en 

réponse à tous les signaux de stress associés au cancer, comprenant le dommage de l’ADN et 

l’activation des oncogènes. Dans des conditions normales (cellules non stressées), les taux 

protéiques de p53 sont faibles et la protéine est inactive ; elle est associée avec l’oncoprotéine 

Mdm2, qui provoque son transport du noyau vers le cytoplasme et sa dégradation par la voie 

ubiquitine/protéasome (Murray-Zmijewski et al., 2008). 

D’une manière intéressante, l’amplification du chromosome 17p contenant le gène 

suppresseur de tumeur p53 est trouvé amplifié dans les léiomyosarcomes (Wang et al., 2001). 
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Néanmoins, la délétion fréquente du chromosome 19p, sur lequel est localisé un autre gène 

suppresseur de tumeurs, ARF, suggère que l’inactivation de la voie p53 pourrait survenir via 

un mécanisme différent. De même, le gène COPS3 localisé sur la région 17p11-12 du 

chromosome 17 code pour une protéine capable de cibler la protéine p53 et de stimuler sa 

dégradation par la voie du protéasome, dans les ostéosarcomes (Henriksen et al., 2003). Nous 

pouvons donc imaginer un mécanisme semblable de dégradation de p53 dans les 

léiomyosarcomes disposant d’une amplification de 17p. De plus, une analyse de la pertinence 

clinique de la surexpression de p53 dans divers types de sarcomes de tissus mous, comprenant 

des léiomyosarcomes, a été réalisée par Marija Drobnjak et al. (Drobnjak et al., 1994). Cette 

équipe a rapporté une corrélation entre la surexpression de p53 et un index de prolifération 

élevé et le mauvais pronostic des patients dont 20 à 30 % de léiomyosarcomes.   

Des mutations au niveau du gène p53 ont également été identifiées dans les léiomyosarcomes. 

Pollock et al (29) ont transfecté la lignée SK-LMS-1,  qui présente une mutation au niveau du 

gène p53, par la forme sauvage de celui-ci pour voir si ce simple changement pourrait altérer 

le phénotype malin. Effectivement, une diminution de la prolifération et de la formation de 

colonies en agar mou in vitro, ainsi qu’une diminution de la tumorigénicité chez la souris in 

vivo ont été observées chez les cellules SK-LMS-1 transfectées par p53 sauvage d’une 

manière stable, suggérant un rôle de p53 dans la tumorigenèse des léiomyosarcomes. 

MDM2 : 

MDM2 (murine double minute protein 2), un régulateur négatif de p53, fonctionne comme 

une E3 ubiquitine ligase qui reconnaît le domaine de transactivation N-terminal (TAD) de p53  

et comme inhibiteur de l’activation transcriptionnelle de celle-ci. 

La surexpression de MDM2 conduisant à l’inactivation de p53 est reportée dans un tiers des 

sarcomes (Keleti et al., 1996; Taylor et al., 2000). Une recherche d’altération des gènes 

CDK4, MDM2, GLI et SAS localisés dans  la région 12q13-15 a été menée au sein de 29 

LMS et, dans 45% des cas, une amplification d’un ou plusieurs de ces gènes associée à une 

surexpression des protéines correspondantes était observée (Ragazzini et al., 2004). 

Cependant, une autre étude montre l’absence d’amplification au niveau de MDM2 et CDK4 

dans tous les léiomyosarcomes testés (Shimada et al., 2006). Il est admis que l’amplification 

de mdm2 est essentiellement retrouvée dans les sarcomes de type liposarcomes bien 

différenciés et dédifférenciés (Binh et al., 2005).
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p16INK4g /CDKN2A: Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 

L’expression d’un autre gène suppresseur de tumeur a été également analysée dans les 

léiomyosarcomes : p16INK4g/CDKN2A. CDKIN2A, aussi connu sous le nom de p16 ou 

MTS1, est un gène suppresseur de tumeurs fréquemment muté dans les cancers. La protéine 

se lie aux kinases CDK4 et CDK6, inhibant ainsi leur interaction avec la cycline D et la 

phosphorylation de la protéine RB par CDK4. Ceci conduit à l’arrêt du cycle cellulaire en G1. 

Une seule étude a montré une diminution de son expression dans les 25 tumeurs de 

léiomyosarcomes sur 77 examinés (Kawaguchi et al., 2003). Cette diminution d’expression de 

p16 a été significativement corrélée avec la taille des tumeurs et constituait le seul facteur 

pronostic indépendant pour un résultat clinique non favorable. L’inactivation du gène 

p16INK4g dans cette étude n’est pas liée à des mutations dans les 49 léiomyosarcomes 

analysés. Cependant 15 tumeurs présentant une diminution d’expression de p16 ont révélé une 

méthylation du promoteur de son gène, un fait associé avec son inactivation et corrélé avec le 

mauvais pronostic.  

DAP kinase: Death-associated protein kinase 

Cette serine/thréonine kinase contient un domaine de mort et induit l’apoptose par différents 

mécanismes cellulaires, notamment en interagissant avec ERK (Chen et al., 2005)ou suite à 

un stress du réticulum endoplasmique (Gozuacik et al., 2008). 

Par ailleurs, il y a quelques années, l’étude de l’altération génétique de DAP kinase (Death-

associated protein kinase) et son rôle potentiel dans les léiomyosarcomes ont été examinés 

(Kawaguchi et al., 2004). Une série de 45 tumeurs a été étudiée ;  29 % des tumeurs 

exprimaient faiblement la DAP kinase. 54 % de ces dernières présentaient une délétion 

homozygote du gène ou une méthylation du promoteur, ce qui pourrait présenter un 

mécanisme alternatif expliquant la perte de fonction de la DAP kinase dans les 

léiomyosarcomes. Les altérations liées à la DAP kinase ou à p53, bien que rares, sont 

associées à un mauvais pronostic. Ceci suggère l’association de ces altérations pourraient  

favoriser la progression tumorale des léiomyosarcomes. 

L’expression de gènes dans les léiomyosarcomes a été comparée à celle retrouvée dans le 

myomètre normal et 18 autres tissus. Ceci implique la surexpression des gènes CDKN2A, 

diaphanous-3, doublecortine, calpaïne 6, interleukine 17B et protéolipide 1 et la sous-

expression des gènes alcohol dehydrogenase 1B-polypeptide, insulin-like growth factor 1, c-

jun, c-fos et TU3A (Hamosh et al., 2000; Lukas et al., 1995; Skubitz and Skubitz, 2003). Des 
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délétions ou des mutations de CDKIN2A ont été trouvées dans des tumeurs et des lignées 

cellulaires (Hamosh et al., 2000) (Kamb et al., 1994). Des anomalies de méthylation de 

l’ADN ont été détectées dans les léiomyosarcomes au niveau des gènes suppresseurs de 

tumeurs RASSF1A, p16, MLH1, un mécanisme qui pourrait refléter leur état d’inactivation 

(Seidel et al., 2005). Une délétion homozygote de PTEN ainsi qu’une méthylation de son 

promoteur ont été aussi montrées dans certains cas de léiomyosarcomes (Kawaguchi et al., 

2005).  

L’ensemble de ces études met en évidence les multiples altérations génétiques et moléculaires 

trouvées dans les léiomyosarcomes. Certaines anomalies récurrentes, telles que celles de p53 

et de pRb, corrèlent avec les caractéristiques cliniques et le pronostic et d’autres, moins 

fréquentes, comme celles de MDM2 et de CDK4 requièrent plus d’investigation.  

Il est à noter que ces études basées sur des technologies génomiques doivent être couplées à 

des approches de validation fonctionnelle et moléculaire afin d’identifier des cibles 

thérapeutiques potentielles. Nous analyserons dans la discussion le lien potentiel entre les 

altérations génétiques décrites précédemment et le profil d’expression protéique retrouvé dans 

nos études, notamment des kinases. 

En effet, les kinases, et notamment les récepteurs tyrosine kinases, sont fréquemment activées 

de manière pathologique dans certains sarcomes des tissus mous par l’intermédiaire de 

mutations activatrices (GIST), de production de ligands anormaux (DFSP, PVNS) ou de 

transactivation de gènes codant pour des facteurs de croissance (IGF1R) par des protéines de 

fusion spécifiques (sarcomes d’Ewing, ASPS, Rhabdomyosarcomes).  

Dans le chapitre suivant, nous décrirons les principales caractéristiques des récepteurs 

tyrosine kinase.  

III- La famille des récepteurs tyrosine kinases (RTKs) 

Les récepteurs tyrosine kinases (RTK) sont des protéines transmembranaires essentielles à la 

communication cellulaire grâce à leur capacité à transduire des signaux extracellulaires. Ce 

sont des enzymes ayant une activité tyrosine kinase intrinsèque, qui catalysent le transfert 

d’un groupement phosphore d’une molécule ATP à un substrat protéique. Dans le génome 

humain, existent 58 récepteurs tyrosine kinases transmembranaires (Figure 1) et 32 protéines 

tyrosine kinases cytoplasmiques (Robinson et al., 2000). La famille des RTKs comprend les 
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récepteurs de l’insuline et de plusieurs autres facteurs de croissance, tels que l’EGF 

(Epidermal Growth Factor) et le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). 

Les « non-récepteurs » tyrosine kinases (NRTKs), ou tyrosine kinases cytoplasmiques, sont 

composés de 9 familles distinctes : Src, Jak, Abl, Fak, Fps, Csk, Syk, Pyk2 et Btk. Ces 

protéines peuvent être activées soit par les RTKs soit par d’autres récepteurs de surface 

comme les récepteurs couplés à la protéine G et les récepteurs du système immunitaire. Les 

RTKs ont un rôle fondamental dès le stade embryonnaire et au cours de la vie adulte dans de 

nombreux tissus et organes. Ils contrôlent des processus vitaux tels que la prolifération et 

différentiation cellulaire, le cycle cellulaire, la migration cellulaire, la survie cellulaire et les 

changements métaboliques (Schlessinger and Ullrich, 1992).  

Figure 1: La famille des récepteurs protéine- tyrosine kinases chez l’homme (Blume-Jensen 

and Hunter, 2001)

Le récepteur prototype de chaque famille est indiqué au-dessus de chaque schéma de 

récepteur et les autres membres sont listés en-dessous. 

Abréviations des récepteurs : EGFR, epidermal growth factor receptor ; InsR, insulin 

receptor ; PDGFR, platelet-derived growth factor receptor ; VEGFR, vascular endothelial 

growth factor receptor ; FGFR, fibroblast growth factor receptor ; KLG/CCK, colon 

carcinoma kinase ; NGFR, nerve growth factor receptor ; HGFR, hepatocyte growth factor 

receptor ; EphR, ephrin receptor ; Axl, a Tyro3 PTK ; TIE, tyrosine kinase receptor in 

endothelial cells ; RYK, receptor related to tyrosine kinases ; DDR, discoidin domain 

receptor ; Ret, rearranged during transfection ; ROS, RPTK expressed in some epithelial cell 

types ; LTK, leucocyte tyrosine kinase ; ROR, receptor orphan ; MuSK, muscle-specific 

kinase ; LMR, Lemur. 

D’autres abréviations : AB, acidic box ; CadhD, cadherin-like domain ; CRD, cystein-rich 

domain ; DiscD, discoidin-like domain ; EGFD, epidermal growth factor-like domain ; FNIII, 
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fibronectin type III-like domain ; IgD, immunoglobulin-like domain ; KrinD, Kringle-like 

domain ; LRD, leucin-rich domain.  

Les récepteurs en gras et en italique sont impliqués dans les cancers humains. Un astérisque 

indique que le récepteur est dépourvu d’activité kinase intrinsèque. 

3.1 Structure et mécanisme d’activation des RTKs:  

Un RTK comprend un domaine extracellulaire de liaison au ligand polypeptidique, un 

domaine transmembranaire et un domaine kinase cytoplasmique qui catalyse le transfert d’un 

groupement phosphate de l’ATP à un groupement hydroxyle d’un résidu tyrosine d’une 

protéine. La phosphorylation des résidus tyrosine des protéines, une modification post-

translationnelle fortement régulée, est importante dans la communication inter et intra 

cellulaire chez les métazoaires.

L’activation des RTKs requiert typiquement deux processus : le déclenchement de leur 

activité catalytique intrinsèque et la création de sites de liaison recrutant les protéines de 

signalisation en aval. La liaison au ligand induit une oligomérisation du récepteur, qui permet 

une juxtaposition des domaines tyrosine kinases cytoplasmiques (Schlessinger, 2000). Pour la 

majorité des RTKs, cette juxtaposition facilite l’autophosphorylation en trans des résidus 

tyrosine dans la  région juxta membranaire, le domaine kinase, et les régions carboxy-

terminales induisant des modifications conformationnelles nécessaires à la stabilité du 

récepteur dans son état actif (Hubbard, 2004). Ces résidus phospho-tyrosines servent de sites 

de recrutement pour de nombreuses protéines de signalisation en aval, telles que des enzymes 

et des protéines adaptatrices, via les domaines SH2 (Src homology-2) ou PTB 

(phosphotyrosine-binding) qui reconnaissent spécifiquement les résidus phospho-tyrosines 

(Pawson et al., 2001).

3.2 Les voies de transduction du signal des RTKs  

De grand progrès ont été accomplis depuis les années 1990 dans la compréhension des voies 

de signalisation intracellulaires induites par les RTKs. Récemment, de nouvelles voies de 

signalisation ont été décrites, autres que les effecteurs membranaires classiques qui activent 

les voies RAS/MAPK et PI3K/AKT (Figure 2). L’ensemble de ces voies contrôle l’expression 

des gènes dans le noyau, régulant ainsi des processus fondamentaux de la physiologie 

cellulaire comme la prolifération, la différentiation, la migration et la survie. La coordination 
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des processus biologiques variés exercés par les RTKs est sous le contrôle de multiples 

mécanismes de régulation dans le but de maintenir l’homéostasie cellulaire. De nombreux 

RTK ont été identifiés comme oncogènes (Rodrigues and Park, 1994), (Hunter, 1997) et la 

dérégulation d’environ 50 % des gènes codant pour des RTKs est impliquée dans la 

progression de divers cancers humains (Blume-Jensen and Hunter, 2001). Les différents 

mécanismes liés à l’augmentation de l’activité catalytique des RTKs ont été identifiés. Parmi 

ceux-ci, nous pouvons citer les translocations chromosomiques, l’amplification du récepteur 

et/ou de son ligand et les mutations ponctuelles (Blume-Jensen and Hunter, 2001; Lamorte 

and Park, 2001).  

Ces altérations impliquent plusieurs récepteurs dont RET, un corécepteur des facteurs 

neurotrophiques, la famille des récepteurs des facteurs de croissance des hépatocytes (HGF-

R/c-MET), KIT le récepteur du SCF, la famille des récepteurs de l’EGF et la famille d’Axl. 

D’autre part, la signalisation excessive d’EGFR/HER1 suite à leur surexpression, mutation ou 

stimulation autocrine est retrouvée dans une grande variété des tumeurs solides. 

L’amplification du gène d’ERBB-2/HER2 a été décrite dans 20-30 % des cancers du sein 

métastatiques (Slamon et al., 1987) et une forte expression d’EGFR est trouvée dans divers 

types de carcinomes (cancer de la tête et du cou et tumeurs cervicales (Ekstrand et al., 1991)).  

Cette classe de protéines est ainsi importante dans la transmission des signaux extracellulaires 

à l’intérieur de la cellule, constituant l’un des moyens les plus importants de communication 

cellulaire, toutefois, une dérégulation de leur signalisation peut mener à des graves 

pathologies comme le cancer.  
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Figure 2: Schéma des voies de signalisation des RTKs (Bennasroune et al., 2004) 

Abréviations: PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase ; PDK1, phosphoinositide-dependant 

protein kinase-1 ; Akt, kinase oncogénique initialement isolée d’un rétrovirus murin 

transformant, aussi nommée PKB ; p70S6K, ribosomal S6 kinase ; Shc, (src homology 

collagen) ; Sos (son of sevenless) ; Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) ; Ras, 

oncogène initialement isolé d’un sarcome de rat ; Raf, kinase oncogénique initialement isolée 

d’un virus murin transformant ; Mek, Map/Erk kinase (ou Mkk : map kinase kinase) ; 

Erk/MapK, extracellular signal-regulated kinase/mitogen-activated protein kinase ; Jak, 

janus kinase ; Stat, signal transducer and activator of transcription ; PLC, phospholipase C ; 

PKC, protein kinase C ; Src, oncogene d’un virus du sarcome Rous de poulet 

3.3 La régulation négative de la signalisation des RTKs 

De multiples mécanismes antagonistes inhibant la signalisation des RTKs ont été décrits. 

Ceux-ci interviennent à des niveaux distincts de la cascade de signalisation; au niveau de la 

liaison au ligand, de l’autophosphorylation du récepteur, de la stimulation de protéines 

inhibitrices qui contrebalancent la signalisation intracellulaire et enfin l’endocytose du 

récepteur et sa dégradation. D’autre part, il existe un autre type de régulation dit rétrocontrôle 

négatif, qui se met en place suite à une perturbation, pour maintenir l’équilibre intracellulaire 

(Casci et al., 1999; Fiorini et al., 2002; Ghiglione et al., 1999; Golembo et al., 1996; Tsang 

and Dawid, 2004).
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3.3.1 Au niveau du ligand :  

Les études principales à ce niveau ont été faites chez la drosophile et ont amené à 

l’identification de deux protéines clés dans l’inhibition de la signalisation de DER, 

l’homologue de l’EGFR humain. DER est un RTK essentiel au cours du développement chez 

la drosophile et sa signalisation semble être inhibée par les protéines Argos et Kekkon1 

(Ghiglione et al., 1999; Musacchio and Perrimon, 1996; Schweitzer et al., 1995). Les données 

sur les mécanismes d’inhibition de la signalisation de DER par la protéine extracellulaire 

Argos sont différemment argumentées. Des études montrent une interaction directe entre les 

deux protéines (Jin et al., 2000; Schweitzer et al., 1995; Vinos and Freeman, 2000) et une 

étude récente montre un mécanisme d’inhibition de la signalisation de DER par Argos, via la 

séquestration du ligand actif (Klein et al., 2004). Pour Kekkon 1, le mécanisme d’inhibition 

implique une interaction physique entre ses deux domaines extracellulaire et 

transmembranaire avec DER (Ghiglione et al., 1999), suggérant que Kekkon 1 inhibe la 

liaison du récepteur à son ligand, ainsi que son autophosphorylation.  

Chez l’homme, seul l’équivalent de la protéine Kekkon 1 a été décrit, LRIG1 (Leucine-rich 

repeats and immunoglobulin-like domain 1). Il inhibe l’activation de l’EGFR par un autre 

mécanisme, en stimulant son ubiquitination et par la suite sa dégradation (Gur et al., 2004; 

Laederich et al., 2004).  

D’ailleurs, un autre mécanisme de régulation négative des RTKs a été récemment décrit (Andl 

and Rustgi, 2005), impliquant une diminution de l’affinité du RTK pour son ligand via l’E-

cadhérine. En interagissant avec l’EGFR, HGFR/MET et l’IGFR-1 par son domaine 

extracellulaire, la E-cadhérine inhibe la mobilité de ces récepteurs ainsi que leur affinité pour 

leurs ligands spécifiques, sans néanmoins perdre ses fonctions d’adhésion (Qian et al., 2004).  

3.3.2 Au niveau du domaine kinase du récepteur :  

Cette régulation passe par les protéines tyrosine phosphatases (PTPs) qui déphosphorylent 

spécifiquement certaines tyrosines phosphorylées présentes sur les RTKs (Kovalenko et al., 

2000; Ostman et al., 2006; Persson et al., 2004) et empêchent ensuite l’activation de la 

signalisation en aval. Parmi celles-ci, se trouvent PTP1B, RPTPj qui régulent négativement 

l’activation de l’EGFR (Haj et al., 2003; Lammers et al., 1993; Suarez et al., 1999), BDP1 

(PEST-type protein-tyrosine phosphatase) un nouveau régulateur de ErbB2 (Gensler et al., 
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2004), SHP-1 qui est identifié comme régulateur négatif du récepteur TrkA (Marsh et al., 

2003) et SAP (SLAM-associated protein) qui interagit avec les trois récepteurs des facteurs 

neurotrophiques, TrkA, TrkB et TrkC (Lo et al., 2005). Récemment, Mig6, connu aussi sous 

le nom de RALT ou Gene 33, a été identifié comme un facteur exerçant un rétrocontrôle 

inhibiteur de différents RTKs, comme l’EGFR, le HRG-く et le HGF/MET (Fiorentino et al., 

2000; Fiorini et al., 2002; Hackel et al., 2001; Pante et al., 2005; Xu et al., 2005).  

D’autres types de régulateurs négatifs peuvent inhiber l’activation des RTKs comme la 

protéine Herstatin, dérivée d’un épissage alternatif du gène ErbB2 et contenant un domaine 

extracellulaire tronqué. En dérégulant la dimérisation d’ErbB2, elle réduit sa phosphorylation 

(Doherty et al., 1999). Herstatin peut aussi réguler négativement les combinaisons 

d’interactions entre les différents RTKs qui confèrent des signaux de croissance 

synergétiques. Elle inhibe la transactivation de HER3 par HER2 et lie l’EGFR en bloquant 

son activation par l’EGF.  

3.3.3 Les protéines inhibitrices de la cascade de signalisation : 

Il s’agit des protéines physiologiques inhibitrices Sprouty (Spry), Sef et PTEN, qui semblent 

inhiber sélectivement les deux voies majeures de la signalisation des RTKs, la voie Erk/MAP 

kinase et la voie PI3K/Akt. 

La famille des Sprouty a émergé comme une classe majeure d’antagonistes inductibles par les 

facteurs trophiques, capables d’inhiber spécifiquement la voie Ras-Raf-Erk1/2 (Gross et al., 

2001; Yusoff et al., 2002), activée par le FGFR, le HGFR/MET, le VEGFR, le récepteur du 

GDNF et RET (Impagnatiello et al., 2001; Kramer et al., 1999; Reich et al., 1999; Sasaki et 

al., 2003). Cette activité régulatrice exercée par Sprouty subit elle-même des contrôles selon 

les besoins cellulaires. En effet, l’ubiquitine-ligase E3 ligase c-Cbl contrôle les fonctions 

antagonistes de la protéine Sprouty en induisant son ubiquitination et sa dégradation. De 

même c-Cbl possède une fonction inhibitrice de l’activité des RTKs qui peut être abolie suite 

à son interaction avec Sprouty. Ce mécanisme a été décrit lors de l’augmentation de la 

signalisation de l’EGFR, et ceci d’une manière dépendante du type cellulaire (Egan et al., 

2002; Rubin et al., 2003; Wong et al., 2002). Ces mécanismes reflètent la complexité des 

interactions cellulaires et de ses régulations.  
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Sef (Similar expression to fgf genes), un antagoniste récemment identifié code une protéine 

transmembranaire, conservée chez le zebrafish, la souris et l’homme (Kovalenko et al., 2003). 

Son mécanisme d’action reste controversé ; des études montrent qu’elle agit comme 

antagoniste de la voie Ras/MAPK activée par le FGF, suite à un rétrocontrôle négatif 

(Furthauer et al., 2002), tandis que d’autres rapportent que sa liaison au FGFR empêche la 

phosphorylation de ce dernier sur les résidus tyrosines (Kovalenko et al., 2003). 

PTEN/MMAC1/TEP1 est un antagoniste de la PI3 kinase qui induit la dégradation des

phosphatidyl-inositol (3,4,5) triphosphates (PI(3,4,5)P3). La dérégulation d’Akt, suite à la 

perte de fonction de PTEN, est impliquée dans la progression de différentes tumeurs 

(Simpson and Parsons, 2001). 

3.3.4 L’ubiquitination et la dégradation du récepteur induite par le ligand : 

L’ubiquitination des RTKs constitue un signal important pour leur endocytose et leur 

dégradation dans les lysosomes ou les protéasomes. C’est une modification post-

translationnelle au cours de laquelle les protéines ubiquitines se lient de façon covalente à la 

protéine RTK cible. Dans la cascade enzymatique interviennent une enzyme d’activation 

(E1), une enzyme de conjugaison (E2) et une enzyme de ligation (E3). Les récepteurs poly-

ubiquitinilés sont dégradés par le protéasome, alors que ceux qui sont mono- ou multi-

ubiquitinylés sont internalisés et dégradés par les lysosomes (Haglund et al., 2003a; Thien and 

Langdon, 2001). La mono-ubiquitination de l’EGFR semble être suffisante pour son 

internalisation (Haglund et al., 2003b).  

Les familles des protéines ubiquitine ligases impliquées dans ce processus sont celles de Cbl 

et Nedd (Harvey and Kumar, 1999; Thien and Langdon, 2005). Le membre le plus étudié de 

la famille des protéines Cbl est la protéine c-Cbl, qui interagit avec l’EGFR, le PDGFR, RET 

et MET conduisant à leur ubiquitination, soit directement en liant les résidus tyrosines des 

récepteurs, soit indirectement en s’associant à la protéine adaptatrice Grb2 (Jiang and Sorkin, 

2003; Scott et al., 2005). Récemment, a été identifiée l’E3 ubiquitine ligase Nedd4-2 qui lie 

spécifiquement la partie c-terminale du récepteur TrkA et stimule sa dégradation régulant 

ainsi la survie neuronale induite par le NGF (Arevalo et al., 2006). LRIG1 peut interagir avec 

c-Cbl pour accélérer l’ubiquitination et la dégradation des quatre membres de la famille de 

l’EGFR (ErbB1, ErbB2, ErbB3 et ErbB4) (Gur et al., 2004; Laederich et al., 2004).  
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L’échappement à l’ensemble de ces mécanismes de régulations négatives est un événement 

important et fréquent de la dérégulation des RTKs dans les maladies néoplasiques. Nous 

citons quelques exemples ci-dessous : 

La forme oncogénique du récepteur Mer (Trp-Met), constitutivement active, ne peut pas être 

liée à c-Cbl, et ne peut donc être ubiquitinée (Peschard and Park, 2003). De même, une 

mutation au niveau d’une tyrosine de la partie C-terminale de CSF-1R, qui est le site de 

liaison directe à c-Cbl, empêche son ubiquitination et sa dégradation (Mancini et al., 2002). 

Enfin, un mutant de l’EGFR dépourvu du site de liaison à c-Cbl, semble être plus mitogénique 

que le récepteur sauvage (Waterman et al., 2002). 

Un autre mécanisme d’échappement à la régulation des RTKs est associé à un défaut 

d’endocytose au niveau de l’acheminement des clathrines. La molécule impliquée est Hip1, 

dont la fonction exacte dans l’endocytose n’est pas encore connue mais dont la surexpression 

induit une augmentation de prolifération et une diminution de l’expression des clathrines sur 

la membrane plasmique (Hyun and Ross, 2004).  

Ces données suggèrent une troisième option thérapeutique pour les cancers associés à des 

dérégulations des RTKs, celle de l’induction de l’internalisation et de la dégradation du 

récepteur, complétant ainsi l’approche ciblant sa liaison au ligand (anticorps monoclonaux) ou 

son activité tyrosine kinase (inhibiteurs de tyrosine kinases). 

3.4 Les interactions entre les RTKs et les autres récepteurs 

membranaires 

Pour réagir aux conditions complexes de son environnement, la cellule intègre les nombreux 

signaux extérieurs d’une manière appropriée, afin de maintenir son équilibre physiologique.

Ces réponses sont initiées par les différents types de récepteurs présents sur la membrane 

plasmique tels que les RTKs, les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) et les 

récepteurs d’adhésion cellulaire.

3.4.1. Interactions avec les RCPGs 

Les molécules effectrices de la signalisation des RTKs telles que les voies des MAPK et de la 

PI3K sont également impliquées dans la signalisation d’autres récepteurs membranaires 

comme les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs), les intégrines, CD44 et CD95. 
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Initialement il était admis que la voie de signalisation des récepteurs couplés aux protéines G 

(RCPGs) et celle des RTKs représentaient des voies linéaires distinctes convergeant vers des 

cibles communes, comme la p42/p44 MAPK. En réalité, on observe des interactions entre les 

deux systèmes récepteurs, à différents niveaux de la transduction du signal, de récepteur à 

récepteur, ou au niveau des molécules effectrices en aval (PI3K/Akt et MAPK). Dans 

certaines conditions, l’activation des RCPGs pourrait contribuer à l’activation des RTKs et au 

recrutement des protéines de signalisation comme Shc, Grb2 et Sos  entraînant l’activation de 

la voie MAPK. 

L’exemple le mieux étudié dans ce contexte est celui du récepteur de l’insuline (RTK) et le 

récepteur b2-adrénergique (RCPG) contrôlant le métabolisme du glucose. Dans ce modèle, le 

récepteur b2-adrénergique agit comme le substrat du récepteur de l’insuline (IRS), molécule 

d’interaction importante dans la signalisation de l’insuline. La phosphorylation du b2 AR 

Y350F par le récepteur de l’insuline permet la liaison des protéines contenant des domaines 

SH2 et SH3, telles que Grb2, la dynamine, Src et Shc, qui contribuent à l’internalisation du 

récepteur. La régulation du b2AR, et ainsi de son ligand la く-catécholamine par l’insuline, au 

niveau tissulaire, est cruciale pour le maintien du taux normal du glucose sérique.    

Au niveau tissulaire, plusieurs interactions des RTKs avec les RCPGs ont été décrites, 

notamment dans le système nerveux central. Ceci implique l’EGFR, le PDGFR et les 

récepteurs Trk. Dans ce contexte, l’hormone gonadotrophique (GnRH) agit au niveau des 

neurones en activant directement son récepteur (RCPG) et ainsi les seconds messagers comme 

PKC, Ca
2+

 et Src/Pyk2 qui à leur tour activent indirectement un RTK comme l’EGFR. Ce 

dernier stimule la phosphorylation de la cascade des MAPK qui augmente l’activité de Ras 

GTP, et ainsi celle de Raf-MEK-ERK-RSK, aboutissant à l’activation des gènes impliqués 

dans la différentiation et la croissance cellulaire (Shah et al., 2003).

Un autre exemple, toujours dans les cellules neuronales, est celui de la transactivation du 

PDGFb R par les récepteurs de la dopamine D4 qui inhibe l’activité du récepteur NMDA 

(Kotecha et al., 2002). L’activation du PDGFb R induit la phosphorylation d’ERK1/2 et la 

stimulation du relargage du Ca
2+

 intracellulaire dépendant de PLCけ, ce qui inactive le 

récepteur NMDA. Ce mécanisme suggère un rôle potentiel au récepteur PDGFR, au-delà de 

ses fonctions classiques, d’induction de la survie et de la différentiation cellulaire. 
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3.4.2 Interaction avec les intégrines et les kinases intracellulaires qui leur 

sont associées 

Les intégrines sont des récepteurs d’adhésion cellulaire permettant l’ancrage de la cellule aux 

fibrilles protéiques composant la matrice extracellulaire. Certains membres de cette famille de 

récepteurs lient des protéines plasmatiques ou des récepteurs sur d’autres cellules adjacentes. 

Les intégrines peuvent réguler les mêmes voies de signalisation que les récepteurs des 

facteurs de croissance, comme la voie Shc-Ras-MAPK (Wary et al., 1996). En effet, en plus 

de leur rôle dans les interactions entre les cellules et la matrice extracellulaire, les intégrines 

activent des voies de signalisation intracellulaires par l’intermédiaire des molécules 

adaptatrices comme FAK (focal adhesion kinase), ILK (integrin-linked kinase), PINCH 

(particularly interesting new cystein-histidine rich protein) et Nck2 (non-catalytic (region of) 

tyrosine kinase adaptor protein-2). Via ces molécules, la signalisation des intégrines rejoint 

celle des RTKs pour contrôler la survie, la prolifération, la forme de la cellule, ainsi que la 

polarité, l’adhésion, la migration et la différentiation cellulaire. Il a ainsi été démontré que 

plusieurs intégrines formaient des complexes avec les RTKs comme le PDGFR, l’EGFR, 

l’ErbB2 et c-Met entre autres (Borges et al., 2000; Falcioni et al., 1997; Mariotti et al., 2001; 

Miyamoto et al., 1996; Schneller et al., 1997; Sieg et al., 2000; Trusolino et al., 2001; Yu et 

al., 2000). Le récepteur RON s’associe avec diverses molécules transmembranaires comme 

les récepteurs des facteurs de croissance IL-3 beta, EPOR et MET ainsi qu’avec les molécules 

d’adhésion comme les intégrines et les cadhérines (Danilkovitch-Miagkova and Leonard, 

2001). 

Ces associations/transactivations de récepteurs de différentes familles élargissent le spectre de 

réponses cellulaires à un stimulus particulier. Par exemple, le changement de la forme des 

cellules est induit par l’activation du récepteur IL-3 beta induite par RON. De plus, 

l’activation des intégrines induit la phosphorylation de RON indépendamment de sa liaison au 

ligand MSP et la collaboration intégrines/RON peut réguler la survie cellulaire (Danilkovitch-

Miagkova and Leonard, 2001). Nous avons ainsi un exemple d’un RTK (RON) qui peut être 

activé sans liaison à son ligand, mais par d’autres ligands stimulants leurs récepteurs 

respectifs associés à RON. Et inversement, ces derniers peuvent être activés suite à 

l’activation de RON par son ligand MSP. 

A l’inverse, comme mentionné ci-dessus, l’interaction des RTKs comme l’EGFR avec l’E-

cadhérine aboutit à la diminution de la mobilité du récepteur et de son affinité pour son ligand 

(Qian et al., 2004). D’où l’émergence d’un nouveau mécanisme d’inactivation des RTKs par 
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l’E-cadherine qui médie l’adhésion cellulaire. Ce qui laisse suggérer que la perte ou la 

régulation négative de l’expression de l’E-cadhérine pourrait contribuer à l’activation des 

RTKs fréquemment observée dans les tumeurs.  

Les RTKs interagissent donc aussi avec FAK (Focal adhesion Kinase), une protéine tyrosine 

kinase cytoplasmique qui module l’adhésion cellulaire, la migration, la prolifération et la 

survie en réponse aux signaux extracellulaires (Schaller et al., 1992; Schaller et al., 1994), et 

qui présente un profil d’activation très spécifique dans les léiomyosarcomes comme nous le 

verrons dans le chapitre « Résultats ». FAK se lie par son domaine C-terminal à diverses 

protéines, telles que la paxilline, la taline, la PI3 Kinase et la protéine Graf (GTPase-

activating protein), conduisant à la réorganisation du cytosquelette d’actine en se localisant 

dans les foyers d’adhésion ou contacts focaux, qui sont les sites de contact entre la cellule et 

la matrice extracellulaire, (Parsons, 2003; Schaller et al., 1994). La surexpression de FAK a 

été montrée dans le cancer du sein, de l’ovaire, du colon, de la thyroïde et dans les sarcomes. 

Elle est fréquemment associée à son activation, objectivée par la phosphorylation de la 

tyrosine 397 de la kinase, première étape de l’activation de cette voie ; la phosphorylation de 

FAKY397 est liée à la différenciation cellulaire dans les adénocarcinomes coliques, mais 

aussi à la perte de l’expression de l’E-Cadhérine dans la même pathologie (Cance et al., 2000; 

McLean et al., 2005; Schaller et al., 1994; Weiner et al., 1993). Les fonctions de FAK dans 

les tumeurs sont donc complexes, allant de l’induction de la survie en inhibant l’apoptose, à la 

modulation des interactions cellules-cellules et possiblement à la transition épithélio-

mésenchymateuse (Frisch et al., 1996; Hanks and Polte, 1997; Schaller et al., 1992). Ce 

mécanisme peut avoir lieu via son interaction physique avec les RTKs. Par exemple, l’équipe 

de Garces a montré une co-localisation de FAK et de VEGFR3 dans les cellules 

d’adénocarcinome du sein, qui semble jouer un rôle important dans la survie des cellules, la 

dissociation de ce complexe conduisant à l’apoptose de la cellule tumorale (Garces et al., 

2006). De même l’interaction physique entre l’IGF-1R et FAK induit un signal de survie 

cellulaire dans cellules humaines d’adénocarcinome du pancréas (Liu et al., 2008). FAK 

induit la phosphorylation et la stabilité de l’IGF-1R et de ses effecteurs en aval, comme ERK 

et AKT (Andersson et al., 2009). Ces données sont particulièrement intéressantes du point de 

vue thérapeutique et ouvrent de nouvelles perspectives sur le ciblage de l’association de FAK 

avec les RTKs. Une petite molécule organique a été développée pour cibler et rompre 

l’interaction entre les deux kinases, nommée pour le moment « Compound 32 » (Zheng et al., 

2009a). 
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3.4.3 Interaction entre deux RTKs de différentes familles  

Les interactions intracellulaires entre les RTKs décrites dans certains modèles tumoraux 

pourraient réduire l’efficacité des thérapies qui ne ciblent qu’un seul récepteur activé d’une 

façon incontrôlée. Parmi différents exemples, on peut citer celui de la co-activation de 

l’EGFR et de Met dans les glioblastomes multiformes (Stommel et al., 2007), ou dans les 

adénocarcinomes bronchiques résistants à l’erlotinib (Tang et al., 2008).  

Dans les neuroblastomes, l’interaction entre les récepteurs TrK et les autres récepteurs de 

surface, Met ou Ret, augmente l’invasion via la surexpression de c-Met (Hecht et al., 2005), 

ou promeut la différentiation neuronale (Esposito et al., 2008; Matsushima and Bogenmann, 

1993; Peterson and Bogenmann, 2004).  

L’interaction des deux récepteurs est peut être nécessaire pour l’activation de l’un des deux 

récepteurs, de manière unilatérale. La suppression de l’expression de l’IGF-IR inhibe la 

phosphorylation de ErbB-2, tandis que le blocage de ce dernier n’affecte pas la 

phosphorylation de l’IGF-IR (Balana et al., 2001). Dans cette même étude, une association 

physique des deux récepteurs a été démontrée résultant dans la formation d’un complexe 

hétéromérique, notamment dans la lignée du cancer du sein MCF-7. Il a été suggéré que 

l’inhibition simultanée de l’IGF-IR et l’EGFR/ErbB-2 dans plusieurs lignées cancéreuses, 

avec de petites molécules ou avec des anticorps, induirait l’arrêt de la prolifération cellulaire 

comparé aux simples agents d’inhibition (Wilsbacher et al., 2008). 

Ces interactions complexes sont observées avec les récepteurs qui font l’objet de notre travail 

personnel. Des interactions fonctionnelles entre Tyro-3, Axl et TrkA ont ainsi été démontrées 

à la surface cellulaire, durant la différentiation neuronale des cellules PC12. D’une manière 

très intéressante, l’expression de Tyro-3 et d’Axl dans ces cellules est induite par le ligand de 

TrkA (NGF) et il apparaît que la voie Gas6-Tyro-3/Axl est une voie de signalisation 

complémentaire de celle du NGF/TrkA au cours de la différentiation et de la survie neuronale 

(Zheng et al., 2009b). De même, une interaction entre Axl et le récepteur de l’interféron A 

(INFAR) à la surface cellulaire des cellules dendritiques et des macrophages, a été récemment 

décrite. Axl semble inhiber la réponse inflammatoire induite par la signalisation active du 

complexe INFAR et STAT1, afin de réguler le cycle inflammatoire (Lemke and Lu, 2003; 

Rothlin et al., 2007). 

On le voit, il existe de multiples niveaux d’interactions entre les différents récepteurs tyrosine 

kinase dans les cellules tumorales. L’interaction de ces récepteurs n’est le plus souvent pas ou 

peu étudiée dans la compréhension de la résistance aux traitements ciblés, avec quelques 
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exceptions comme les travaux sur Met ou IGF1R, ou plus récemment Axl, et n’est pas utilisée 

en clinique.  

Une approche protéomique intégrant différentes voies de signalisation paraît donc nécessaire 

pour tenter d’évaluer la complexité des interactions, en l’absence de mutations activatrices 

récurrentes connues.  

Dans le chapitre suivant, nous décrirons les modèles tumoraux de sarcomes dans lesquels des 

activations et interactions de récepteurs tyrosine kinases sont identifiées. 

IV- Les récepteurs tyrosine kinases activés dans les 

sarcomes  

Les événements génétiques contribuant à l’oncogenèse des sarcomes sont multiples : 1) 

translocations, 2) mutations de RTKs, 3) perte de gènes suppresseurs de tumeurs, 4) 

amplifications géniques.  

Au moins trois types de protéines vont jouer un rôle oncogénique dans ce contexte : les 

facteurs de transcription aberrants, les facteurs de croissance et les RTKs constitutivement  

actifs.  

4.1 Les facteurs de transcription anormaux induisent 

l’expression de récepteurs et de ligands  

Les rhabdomyosarcomes alvéolaires, tumeurs malignes musculaires agressives de l’enfant, 

présentent deux translocations chromosomiques t(2 ;13)(q35 ;q14) fréquentes (Davis et al., 

1994; Galili et al., 1993), et d’une translocation moins commune t(1 ;13) (Davis et al., 1994). 

Dans les deux cas, un facteur transcriptionnel résulte de la fusion de la partie N-terminale 

PAX du domaine de liaison à l’ADN avec la partie c-terminale du domaine de transactivation 

de FOXO-1A (FKHR). 

Parmi les gènes cibles de ce facteur de transcription figure le proto-oncogène MET qui est 

associé à la pathogenèse des rhabdomyosarcomes alvéolaires. Durant l’embryogenèse, MET 

est exprimé dans les cellules PAX3 positives, qui migrent du dermatome latéral vers le 

membre et forment la musculature du membre. D’une manière intéressante, les souris 

mutantes homozygotes pour MET ont un phénotype musculaire semblable à celui des souris 

mutantes homozygotes pour PAX3/Splotch, indiquant une implication des deux protéines 
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dans la voie du développement myogénique (Bladt et al., 1995). MET semble être un gène 

cible direct de PAX et de PAX3-FOXO1A (Epstein et al., 1996; Ginsberg et al., 1998). De 

plus, il a été montré que la surexpression de MET contribuait à la motilité, l’adhésion, la 

chimiostase, et l’invasion des cellules de rhabdomyosarome alvéolaire in vitro (Jankowski et 

al., 2003). La tendance de ces cellules à former des métastases pourrait être expliquée par 

l’abondance locale de HGF qui agit comme un facteur chimiotactique pour les cellules 

exprimant MET. D’autres récepteurs pourraient jouer un rôle dans la migration des cellules de 

rhabdomyosarcome, comme CXCR4, le récepteur de SDF-1 (stromal-derived factor 1) 

(Libura et al., 2002). 

Met est également associé à l’oncogenèse d’un sous-type rare de sarcomes, les sarcomes 

alvéolaires des tissus mous. Ceux-ci sont aussi caractérisés par une translocation 

chromosomique non-réciproque, dont le produit protéique transactive l’expression de MET

(X ;17)(p11.2 ;q25) (Cullinane et al., 1992; Heimann et al., 1998). 

4.2 Récepteurs et ligands : parfois des partenaires dans les 

produits de translocations  

Un autre type de sarcome présente une translocation chromosomique réciproque t (17 ; 22) 

(q22 ; q13.1), les dermatofibrosarcomes protuberans (DFSB), un rare cancer de la peau 

survenant à un grade bas à intermédiaire. Des réarrangements moléculaires en dérivent, 

caractérisés par la fusion du gène COL1A1 localisé sur le chromosome 17 avec le gène 

PDGFB sur le chromosome 22 (Pedeutour et al., 1995; Simon et al., 1997). PDGFB est un 

homodimère et un mitogène potentiel dans différentes lignées cancéreuses (Heldin et al., 

1998). Il est suggéré que la fusion avec COL1A1 pourrait conduire à une surexpression du 

PDGFB, la juxtaposition de COL1A1 (comprenant le promoteur et les exons de COL1A1) 

causant la perte des régulateurs négatifs de la transcription et de la translation du PDGFB 

(Simon et al., 1997). Ainsi, la fusion de COL1A1 avec PDGFB constitue un mécanisme 

expliquant l’activation inappropriée de PDGFB dans les DFSP, activant par la suite la voie de 

signalisation de PDGFRB. Ceci a conduit à l’utilisation des inhibiteurs tyrosine kinase 

comme l’imatinib mesylate (STI571) ciblant la voie du PDGFRB (Greco et al., 2001; Rubin 

et al., 2002). Il y a quelques années, l’imatinib a montré une activité clinique uniquement dans 

les DFSP primaires et métastatiques présentant la translocation t(17 ;22) (McArthur et al., 

2005). 
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Un autre type de sarcome pédiatrique, les fibrosarcomes congénitaux caractérisés par une 

translocation t(12 ;15)(p13 ;q25) résultant en une fusion de ETV6 (TEL) avec un RTK, le 

récepteur de la neurotrophine 3 (NTRK3 ou TRKC) (Knezevich et al., 1998). La protéine de 

fusion résultante présente une activité protéine tyrosine kinase (PTK), s’homodimérise, forme 

des hétérodimères avec la protéine native ETV6 et s’autophosphoryle sur les résidus tyrosine 

(Lannon and Sorensen, 2005). Les expériences de mutagenèse ont démontré que le motif de 

dimérisation HLH de ETV6 et le domaine PTK de NTRK3 étaient requis conjointement pour 

le processus de transformation (Wai et al., 2000). Récemment a été démontrée l’association 

du substrat de l’IGF-IR (IRS-1) avec la protéine de fusion (ETV6-NTRK3) dans les cellules 

transformées par cette dernière (Morrison et al., 2002). En effet, l’IRS-1 semble être la 

molécule adaptatrice liant ETV6-NTRK3 aux deux voies Ras-MAPK et PI3K-AKT 

promouvant la croissance et la survie dans les cellules de FSC (Martin et al., 2006). Le 

complexe IRS-1/ETV6-NTRK3 lie Grb2 et la sous-unité régulatrice p85 de la PI3Kinase 

(Morrison et al., 2002) et ceci est facilité par sa localisation au niveau de la membrane 

cellulaire (Martin et al., 2006). Enfin, ceci aboutit à l’induction des gènes impliqués dans la 

prolifération tels que CCND1 et PCNA, comme l’ont démontré les analyses de microarray 

dans les cellules NIH3T3 exprimant ETV6-NTRK3 (Lannon and Sorensen, 2005). 

Ces observations montrant la coopération des récepteurs tyrosine kinases dans un sous-type 

de sarcomes, encouragent les recherches sur l’implication de ces oncogènes dans la 

progression tumorale des sarcomes.  

4.3 RTK mutés : l’exemple des tumeurs stromales 

gastrointestinales (GIST) 

L’exemple le plus intéressant est celui des tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST), qui 

sont caractérisées par la présence de mutations activatrices de KIT (Hirota et al., 1998), un 

RTK du stem-cell factor (SCF). Ces mutations surviennent essentiellement au niveau des 

exons 9 et 11, et de manière moins fréquente au niveau des exons 13, 14 et 17 (Corless et al., 

2004). Plus récemment a été identifié un sous-groupe de GIST ne présentant pas de mutations 

de KIT mais des mutations activatrices du gène codant pour le PDGFRA (platelet-derived 

growth factor receptor alpha) (Heinrich et al., 2003b). Le ciblage de KIT par des inhibiteurs 

spécifiques de tyrosine kinases (imatinib, sunitinib et plus récemment nilotinib) est le premier 
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traitement ciblé ayant démontré un gain de survie chez des patients résistants à la 

chimiothérapie et à la radiothérapie (Blanke et al., 2008; Demetri et al., 2002).

Enfin, nous décrirons la famille des récepteurs TAM, que notre travail présente comme 

potentiellement impliquée dans la physiopathologie des léiomyosarcomes. 

V- La famille des récepteurs TAM (Tyro-3, Axl et Mer) 

La famille des récepteurs TAM comprenant trois récepteurs, Tyro-3 (Tif, Sky, Rse, Dtk), Axl 

(Ufo et Ark) et Mer (Eyk) (Crosier and Crosier, 1997), est très proche de la famille des RTK 

Met (composée de Met et de Ron), sur la base de la composition du domaine kinase en acides 

aminés (Robinson et al., 2000). Elles activent toutes deux des voies de signalisation 

conduisant à des fonctions similaires (Birchmeier et al., 2003; Hafizi and Dahlback, 2006). 

Alors que Axl et Tyro-3 partagent les mêmes structures génomiques ayant le même nombre 

(20) et la même taille d’exons (Lewis et al., 1996; Lu et al., 1999; Schulz et al., 1993), Axl et 

Mer présentent les séquences d’acides aminés du domaine tyrosine kinase les plus similaires 

(Graham et al., 1995; Robinson et al., 2000). 
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Schémas de structure, liaison et activation des récepteurs TAM et leurs ligands 

(A) Domaine d’organisation de Tyro-3, Axl, et Mer. La séquence conservée dans le domaine 

kinase est indiquée. (B) Domaine de structure des ligands des récepteurs TAM, Gas6 et la 

protéine S. La protéine S contient les sites de clivage de la thrombine dans la région boucle  

n’activant pas Axl. (C) Axl lie Gas6 dans une stockiométire 2 :2 comme c’est montré du côté (i), 

et du haut (ii). (D) Les possibilités d’activation des récepteurs TAM comprennent : (i) 

dimérisation indépendante du ligand, (ii) dimérisation dépendante du ligand, (iii) dimérisation 

hétéromérique de deux récepteurs TAM différents, (iv) dimérisation hétérotypique avec un non 

récepteur TAM, et (v) liaison trans-cellulaire de domaines extracellulaires  

COO

COOH 
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5.1. Profil d’expression des récepteurs TAM 

Les ARN messagers des récepteurs TAM ont été observés dans les tissus embryonnaires 

(Crosier et al., 1996; Faust et al., 1992; Graham et al., 1995; Lai and Lemke, 1991), mais ne 

sont pas essentiels à l’embryogenèse : les souris simple, double et triple knockouts sont 

viables et leur développement est normal à la naissance (Lemke and Lu, 2003 ; Lu and 

Lemke, 2001 ; Lu et al ; 1999).  

Au niveau des tissus adultes, Tyro-3, Axl et Mer sont exprimés de façon ubiquitaire. Tyro-3 

est abondamment trouvé dans le système nerveux, les ovaires, les testicules, les seins, les 

poumons, les reins, les ostéoclastes et la rétine, ainsi que dans les lignées cellulaires 

hématopoïétiques comme les monocytes/macrophages et les plaquettes (Angelillo-Scherrer et 

al., 2001; Katagiri et al., 2001; Lai et al., 1994; Lu and Lemke, 2001; Mark et al., 1994; 

Prasad et al., 2006). Axl a également une expression ubiquitaire (O'Bryan et al., 1991) avec de 

forts niveaux d’expression dans l’hypothalamus et le cervelet (Bellosta et al., 1995), dans les 

monocytes/ macrophages, les plaquettes, les cellules endothéliales, le cœur, le muscle 

squelettique, le foie, les reins et les testicules (Angelillo-Scherrer et al., 2001; Behrens et al., 

2003; Graham et al., 1994). Des niveaux élevés d’expression de Mer sont aussi détectés dans 

les ovaires, la prostate, les testicules, les poumons, la rétine et les reins, et une faible 

expression est trouvée dans le cœur, le cerveau et le muscle squelettique (Graham et al., 1994; 

Prasad et al., 2006). Parmi les cellules hématopoïétiques, Mer est exprimé dans les 

monocytes/macrophages, les cellules dendritiques, les cellules NK, les cellules NKT, les 

mégacaryocytes et les plaquettes (Angelillo-Scherrer et al., 2001; Behrens et al., 2003; 

Graham et al., 1994). 

5.2 Deux ligands : Gas6 et la protéine S 

Deux ligands ont été identifiés pour les récepteurs TAM : les protéines dépendantes de la 

vitamine K, Gas6 pour Growth arrest-specific gene 6, et un facteur anti-coagulant la protéine 

S Gas6 a été découvert parmi d’autres gènes, en 1988 et nommé en référence à sa production 

par des cellules en phase quiescente du cycle cellulaire (Schneider et al., 1988). Il a ensuite 

été analysé, en 1993, par l’équipe de Manfioletti (Manfioletti et al., 1993) et, deux ans après, 

le gène Gas6 humain a été identifié sur le chromosome 13q34 par la technologie 

d’hybridation in situ fluorescente (Saccone et al., 1995). Les deux ligands partagent 44 % de 
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similarité comprenant des motifs structuraux contenant la partie amine gamma-carboxylée 

terminale (Gla domaine), quatre répétitions en tandem des domaines EGF-like et un domaine 

carboxy-terminal similaire à la sex hormone-binding globulin, SHBG) (Manfioletti et al., 

1993). Cependant, contrairement à la protéine S, Gas6 ne possède pas le site de clivage de la 

thrombine, site typique des facteurs de coagulation dépendants de la vitamine K.  

En 1995, Gas6 a été identifié comme ligand pour Axl (Stitt et al., 1995; Varnum et al., 1995), 

alors que la protéine S a été décrite comme ligand pour Tyro-3 (Stitt et al., 1995). Bien que 

plusieurs études aient montré que Gas6 pouvait lier et activer les trois membres de la famille 

des récepteurs TAM, cette théorie n’a pas été validée pour la protéine S, et cela a été le sujet 

d’un grand débat (Chen et al., 1997; Godowski et al., 1995; Mark et al., 1996; Nagata et al., 

1996; Ohashi et al., 1995). Il a été montré que les protéines S d’origine humaine et bovine 

sont capables d’activer Tyro-3 murin (Nyberg et al., 1997; Stitt et al., 1995), alors que la 

protéine S humaine, même à forte concentration, n’active pas Tyro-3 humain (Godowski et 

al., 1995; Ohashi et al., 1995). Prasad et al. ont récemment démontré que la Protéine S murine 

liait et activait les récepteurs murins Mer endogène et Tyro-3 exprimé d’une manière 

hétérologue (Prasad et al., 2006). Il n’y a pas d’évidence que la protéine S puisse activer Axl.  

D’autre part, l’affinité de liaison de Gas6 pour chacun des trois récepteurs a été évaluée, et il 

est montré que la liaison de Gas6 à Axl (constante d’association Ka : 16.8 +/- 0.3 s
-1

.M
-1

. 10
4
) 

est plus rapide que celle observée avec Tyro-3 (Ka : 6.5 +/- 0.5 s
-1

.M
-1

. 10
4
) et Mer (Ka : 6.1 

+/- 0.6 s
-1

.M
-1

. 10
4
). De plus, les taux de dissociation de Gas6 des récepteurs Axl et Tyro-3 

étaient similaires avec des constantes de dissociation (Kd) de 2.7 +/- 0.1 s
-1

. 10
4
  et 2.4 +/- 1.2 

s
-1

. 10
4
 respectivement, alors qu’il est plus élevé dans le cas de Mer (Kd : 5.9 +/- 1.7 s

-1
. 10

4
  ) 

(Chen et al., 1997; Fisher et al., 2005). 

Malgré leur similarité au niveau de la structure protéique, la protéine S et Gas6 exercent des 

fonctions différentes du fait notamment de leurs profils d’expression tissulaire différents. La 

protéine S est synthétisée principalement par les hépatocytes, mais également par les cellules 

endothéliales, les mégacaryocytes, voire le cerveau et les cellules de Leydig. Sa concentration 

plasmatique est de 25 mg/L.  

Gas6 est exprimée dans les cellules différenciées de la plupart des organes, en particulier les 

cellules endothéliales, les cellules vasculaires musculaires lisses (CVMLs) et les neurones 

(Manfioletti et al., 1993; Prieto et al., 1999). En général, Gas6 n’est pas détecté dans le 

plasma sanguin, les macrophages, les basophiles, les neutrophiles ou les lymphocytes 

périphériques. Dans des conditions pathologiques, Gas6 est surexprimé au niveau des sites 

d’inflammation, des blessures des vaisseaux et dans les cellules vasculaires musculaires lisses 
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des plaques athérosclérotiques (Luttun and Carmeliet, 2001; Melaragno et al., 1998). Peu 

après sa découverte, Gas6 a été décrit comme facteur de croissance capable de protéger 

différents types cellulaires contre l’apoptose (Nakano et al., 1995). Les modèles murins dans 

lesquels le gène Gas6 a été invalidé ont permis de mettre en évidence l’importance de son rôle 

dans la thrombose (Angelillo-Scherrer et al., 2001). Ces souris mutantes sont protégées contre 

la thrombose artérielle et veineuse sans risque hémorragique accru. Le mécanisme anti-

thrombotique de la déficience en Gas6 semble être lié d’une part à un défaut d’agrégation et 

de sécrétion plaquettaire et  Gas6 semble agir comme un amplificateur de la réponse des 

plaquettes à leurs agonistes, de manière autocrine en étant sécrété à partir des granules lors de 

l’activation plaquettaire initiale.  

Gas6 est également impliqué dans la survie et la prolifération cellulaire de nombreux types 

cellulaires tels que les cellules endothéliales (O'Donnell et al., 1999), les cellules musculaires 

lisses des vaisseaux (Nakano et al., 1995; Nakano et al., 1996), les cellules mésangiales 

(Yanagita et al., 2001),  les ostéoclastes (Katagiri et al., 2001), les chondrocytes (Loeser et al., 

1997), les cellules de Schwann (Li et al., 1996),  les cellules épithéliales (Hall et al., 2001), les 

fibroblastes NIH3T3 (Goruppi et al., 1996; Goruppi et al., 1997) et les fibroblastes cardiaques 

(Stenhoff et al., 2004).  

Il y a quelques années, le groupe de Goruppi a montré que la signalisation de Gas6/Axl 

stabilisait, dans la lignée d’adénocarcinome mammaire C57MG, une forme transcriptionnelle 

active de la く-caténine (Goruppi et al., 2001). La surexpression des deux protéines Gas6 et 

Axl a aussi été retrouvée dans une série de carcinomes mammaires (Berclaz et al., 2001). 

Dans des lignées de cancer du sein, l’expression de Gas6 semble être induite par la 

progestérone via son récepteur (PRB) (Richer et al., 2002). Plus récemment, sur 49 

échantillons de carcinomes mammaires primaires, l’expression de Gas6 a été retrouvée 

associée à celle du récepteur de la progestérone et corrélée aux marqueurs de pronostic 

favorable comme une petite taille des tumeurs et l’absence d’envahissement lymphatique (Mc 

et al., 2008).  

La surexpression de Gas6 et Axl a été retrouvée dans les carcinomes d’ovaire, de l’endomètre 

et de la prostate, tumeurs hormono-dépendantes ((Sainaghi et al., 2005; Sun et al., 2003). 

Dans les léiomyomes utérins, il est suggéré que Axl et Gas6 stimulent la croissance de ces 

tumeurs. L’expression de Tyro-3, analysée au niveau ARNm et protéique, semble être plus 

faible que celle d’Axl sur tous les échantillons analysés. Les niveaux de Gas6 et d’Axl étaient 

significativement plus élevés dans les léiomyomes utérins que dans le myomètre utérin 

normal pour chaque patient parmi les 30 étudiés (Sun et al., 2003). Cependant, aucune 
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altération significative durant le cycle menstruel n’a été détectée en présence de l’expression 

de Gas6 et de Axl dans le myomètre normal ainsi que dans le léiomyome utérin (Sun et al., 

2002). 

5.3 Fonctions cellulaires des récepteurs TAM 

Les récepteurs TAM peuvent exercer diverses fonctions cellulaires suivant la combinaison 

ligand-récepteur, le type cellulaire et le microenvironnement. Leurs rôles dans différents types 

cellulaires sont identifés aussi bien dans les conditions normales que pathologiques. Les 

altérations génétiques ou expérimentales de leurs fonctions peuvent contribuer à différentes 

pathologies telles que la coagulopathie, les maladies autoimmunes, rétinite pigmentaire et le 

cancer. 

5.3.1 Phagocytose des cellules en apoptose 

Les souris, dont les gènes des trois récepteurs sont invalidés, développent des maladies auto-

immunes incluant l’arthrite rhumatoïde et le lupus (Cohen et al., 2002; Lemke and Lu, 2003), 

alors que les souris knock-out pour Mer seul présentent des pathologies auto-immunes (Scott 

et al., 2001). La perte de ces protéines entraîne l’accumulation des cellules apoptotiques et 

l’activation constitutive du système immunitaire aboutissant à la nécrose des tissus. Les 

études des simples, doubles et triples mutants ont montré par la suite, que ce phénotype 

procédait de la perte de l’expression de ces récepteurs sur les macrophages et les cellules 

dendritiques (Lu and Lemke, 2001). Les macrophages reconnaissent les cellules apoptotiques 

via leurs récepteurs de surface de deux manières différentes: directement via les récepteurs de 

la phosphatidyl sérine (PS) ou indirectement via les trois récepteurs TAM (Graham et al., 

1994; Lu and Lemke, 2001; Neubauer et al., 1994), liés à leurs ligands Gas6 et la protéine S. 

Ces derniers semblent stimuler l’élimination des cellules apoptotiques en formant un pont 

entre celles-ci exprimant la PS et les macrophages exprimant les récepteurs TAM. La protéine 

S lie les cellules apoptotiques et stimule leur phagocytose (Anderson et al., 2003), sans que 

l’activation d’un récepteur TAM ait pu être observée lors de ce processus.  

Gas6 induit l’élimination des liposomes exprimant la PS par les macrophages, un phénomène 

bloqué par le domaine extracellulaire d’Axl démontrant son implication dans cette 

phagocytose (Ishimoto et al., 2000). De la même manière, la forme soluble de Mer lie le 
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domaine Fc des immunoglobulines humaines G (Mer-Fc) et inhibe la phagocytose des 

cellules apoptotiques par les macrophages (Sather et al., 2007). D’autres études ont montré 

que le rôle de Mer ne résidait pas seulement dans la liaison des cellules apoptotiques mais 

aussi dans le changement de leur conformation associé à leur « englobement »- (Cohen et al., 

2002; Guttridge et al., 2002; Hu et al., 2004; Scott et al., 2001; Todt et al., 2004). Le 

mécanisme d’action a été détaillé ultérieurement par l’équipe de Wu (Wu et al., 2005), qui a 

montré que les domaines tyrosine kinase des récepteurs TAM, en particulier Mer, activaient 

les voies de signalisation intracellulaires, comprenant les intégrines comme gVく5 qui 

contribuent au changement du cytosquelette nécessaire pour l’engouffrement des cellules 

apoptotiques.  

L’élimination des cellules apoptotiques est dépendante du microenvironnement et du type de 

phagocyte. Les macrophages et les cellules dendritiques utilisent différemmment les 

récepteurs TAM pour exercer leurs fonctions. Une étude récente (Seitz et al., 2007) a 

démontré que, durant la phagocytose, les macrophages utilisaient davantage le récepteur Mer 

tandis que les cellules dendritiques utilisaient Axl et Tyro-3. Ceci a confirmé une étude 

antérieure sur les cellules dendritiques de souris knock-out pour Mer, qui présentent une 

phagocytose normale des cellules apoptotiques (Behrens et al., 2003). Le récepteur Mer joue 

aussi un rôle fondamental dans le fonctionnement et dans le relarguage des cytokines des 

lymphocytes T Natural killer (NKT) (Behrens et al., 2003). Les cellules Natural killer (NK) 

expriment Axl et Tyro-3 et les trois récepteurs TAM sont essentiels pour leur différentiation 

normale et leur maturation fonctionnelle (Caraux et al., 2006). 

5.3.2 Fonction des TAM sur les plaquettes sanguines

L’analyse des souris knock-out pour Gas6 met en évidence le rôle important des récepteurs 

TAM dans la fonction des plaquettes, notamment dans l’agrégation plaquettaire (Angelillo-

Scherrer et al., 2001). En effet, les plaquettes expriment Tyro-3, Axl et Mer et l’utilisation de 

souris knock-out pour chacun des trois récepteurs permet de démontrer qu’ils sont tous 

nécessaires pour l’agrégation normale des plaquettes (Angelillo-Scherrer et al., 2005). Les 

souris Gas6
-/-

 sont protégées contre la thrombose, comme les souris knock-out pour chacun 

des trois récepteurs TAM. 
  

D’autres fonctions sont associées à cette famille de récepteurs, au niveau de divers systèmes 

biologiques, notamment le système nerveux central et le système reproducteur. 
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5.3.3 Système nerveux central 

Les trois récepteurs et leur ligand mutuel Gas6 sont exprimés dans le système nerveux central 

(Lai and Lemke, 1991; Mark et al., 1994; Prieto et al., 1999). L’activation par Gas6 de Axl 

dans les cellules neuronales induit leur survie et leur migration (Allen et al., 1999; Nielsen-

Preiss et al., 2007). Gas6  inhibe la mort cellulaire des neurones de l’hypothalamus exprimant 

Tyro-3 et déprivés en sérum (Funakoshi et al., 2002). 

5.3.4 Spermatogenèse  

L’infertilité des souris triple knock-out, dûe à la dégénération des cellules germinales une 

semaine avant la maturité sexuelle, implique que les récepteurs TAM fonctionnent 

conjointement pour réguler la spermatogenèse (Lu et al., 1999). La mort des cellules 

germinales résulte, dans ces souris, d’une inhibition de la communication essentielle entre les 

cellules de Sertoli exprimant les récepteurs TAM et les cellules de Leydig exprimant leurs 

ligands Gas6 et la protéine S. Par ailleurs, le défaut de migration des neurones GnRH, régulée 

par les récepteurs TAM, pourrait inhiber de la maturité sexuelle et contribuer ainsi à 

l’infertilité de ces souris knock-out. 

5.3.5 Cellules musculaires lisses des vaisseaux  

En plus de leurs rôles fonctionnels dans les conditions physiologiques normales, les 

récepteurs TAM, et en particulier Axl, sont impliqués dans les pathologies vasculaires telles 

que l’athérosclérose, caractérisée par l’accumulation des cellules vasculaires musculaires 

lisses (CVMLs).  

Gas6 induit la migration des CVMLs surexprimant Axl (Fridell et al., 1998) et les protège de 

l’apoptose induite par la déprivation en sérum (Melaragno et al., 2004). Il a aussi été 

démontré que Gas6 stimulait l’expression des récepteurs scavengers dans une lignée cellulaire 

humaine de CVMLs (Murao et al., 1999). Ces récepteurs facilitent l’élimination des LDL 

(low-density lipoprotein) qui contribuent à la transformation des CVMLs en cellules 

spumeuses et au développement de l’athérosclérose. Cette même équipe a récemment 

approfondi ces observations en examinant la voie de signalisation intracellulaire dépendante 

de Gas6 et requise pour l’induction de l’expression du récepteur scavanger de classe A (RSA) 
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sur les CVMLs. Ils ont ainsi démontré la nécessité de l’activation de la protéine kinase 

B/AKT pour l’induction d’expression du gène de RSA par Gas6 (Ming et al., 2001), une 

observation que nous mettrons en parallèle avec nos données sur les cellules de 

léiomyosarcome. Dans les lésions athérosclérotiques avancées, les récepteurs TAM pourraient 

avoir un impact positif sur l’évolution de la maladie, en permettant l’ingestion des 

macrophages apoptotiques et en atténuant la réponse pro-inflammatoire (Li et al., 2006). 

5.4 Implication des récepteurs TAM en oncologie 

Comme tous les récepteurs tyrosine kinase, les récepteurs TAM jouent des rôles importants 

dans la croissance et la différentiation cellulaires et, comme la plupart d’entre eux, ils sont 

impliqués dans le développement de divers cancers. Plusieurs études ont permis de mettre en 

évidence leur activation incontrôlée suite à des mutations, des amplifications géniques, des 

clivages protéolytiques et des défauts d’expression. Chacun des trois récepteurs TAM a été 

initialement cloné à partir de cellules cancéreuses et tous sont capables de transformer les 

fibroblastes NIH3T3 et les lymphocytes BaF3 in vitro (Georgescu et al., 1999; Lan et al., 

2000; Ling and Kung, 1995). 

5.4.1 Mer :  

La plupart des mutations géniques de ces récepteurs sont décrites pour le récepteur Mer 

conduisant à un phénotype de dégénérescence rétinienne (D'Cruz et al., 2000; Gal et al., 2000; 

McHenry et al., 2004; Tada et al., 2006; Tschernutter et al., 2006). Cependant, pour les 

récepteurs TAM humains, aucune mutation activatrice associée au développement tumoral n’a 

été reportée jusqu’à présent. L’expression aberrante de Mer a été associée aux leucémies 

lymphoblastiques B et T, aux lymphomes (Ek et al., 2002), aux mélanomes (Gyorffy and 

Lage, 2007; Quong et al., 1994), aux rhabdomyosarcomes (Khan et al., 1999), à l’adénome 

pituitaire (Evans et al., 2001), au cancer gastrique (Wu et al., 2002), et au cancer de la prostate 

(Wu et al., 2004). 
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5.4.2 Axl : 

Axl a été initialement identifié comme un gène transformant dans des leucémies myéloïdes 

humaines et capable de transformer les fibroblastes murins NIH3T3 (O'Bryan et al., 1991; 

Rescigno et al., 1991). Le processus de transformation des cellules NIH3T3 paraît davantage 

lié à la surexpression d’Axl (Burchert et al., 1998). Une surexpression d’Axl a été rapportée 

dans les cancers du poumon (Shieh et al., 2005; Wimmel et al., 2001), de l’utérus (Sun et al., 

2003), du sein (Berclaz et al., 2001), (Meric et al., 2002; Tavazoie et al., 2008; Zantek et al., 

2001), de l’ovaire (Macleod et al., 2005; Sun et al., 2004), de l’estomac (Lin et al., 1999; Wu 

et al., 2002), du colon (Craven et al., 1995), de la prostate (Jacob et al., 1999; Mahajan et al., 

2005; Sainaghi et al., 2005; Wu et al., 2004), de la thyroïde (Ito et al., 2002; Ito et al., 1999; 

Tanaka et al., 1998), du foie (Tsou et al., 1998), le carcinome rénal cellulaire (Chung et al., 

2003), les leucémies myéloïdes aiguës et chroniques (Challier et al., 1996; Liu et al., 1988; 

Neubauer et al., 1994; Rochlitz et al., 1999), érythroïdes (Challier et al., 1996) et 

mégacaryocytiques (Challier et al., 1996), les mélanomes (Gyorffy and Lage, 2007; Quong et 

al., 1994; van Ginkel et al., 2004), l’ostéosarcome (Nakano et al., 2003), et le glioblastome 

(Vajkoczy et al., 2006).  

5.4.3 Tyro-3 :  

La surexpression de Tyro-3, initialement cloné à partir de la lignée cellulaire leucémique 

myéloïde K562, (Dai et al., 1994) est associée à la tumorigenèse (Taylor et al., 1995). Une 

surexpression de Tyro3 est fréquemment observée dans des leucémies myéloïdes (Crosier et 

al., 1995) et le myélome multiple (De Vos et al., 2001).

5.5 Rôle des récepteurs TAM dans les différents 

mécanismes de l’oncogénèse 

Hanahan et Weinberg (Hanahan and Weinberg, 2000)ont proposé six mécanismes cellulaires 

essentiels à la progression tumorale : l’autosuffisance en facteurs de croissance, l’insensibilité 

aux inhibiteurs de croissance, le potentiel réplicatif illimité, la métastase et l’invasion 

tissulaire, l’angiogenèse soutenue, l’apoptose et l’évasion. L’ensemble des études de la 
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littérature démontre que les récepteurs TAM contribuent au moins à trois de ces mécanismes 

fondamentaux de la cancérogenèse.  

5.5.1 La migration et l’invasion tissulaire 

La migration cellulaire est modulée par les récepteurs TAM, qui sont impliqués dans la 

réorganisation du cytosquelette d’actine, la morphologie cellulaire, la migration et l’invasion 

tissulaire. Dans le glioblastome, la surexpression d’Axl contribue à la motilité, cellulaire, qui 

est inhibée par un dominant négatif d’Axl (Axl-DN) dépourvu du domaine kinase du 

récepteur (Vajkoczy et al., 2006).  

Outre leurs domaines kinases, les domaines extracellulaires des récepteurs TAM contiennent 

des motifs d’adhésion suggérant qu’ils pourraient être impliqués dans les contacts cellulaires. 

La surexpression d’Axl murin dans les cellules d’insecte entraîne une agrégation cellulaire 

(Bellosta et al., 1995). In vitro, les cellules n’exprimant pas Axl ne forment pas d’agrégats 

contrairement à celles qui l’expriment. Toutefois, la surexpression de Axl humain seul dans 

une lignée cellulaire leucémique mammaire (32D) ne suffit pas pour induire l’agrégation 

cellulaire ; l’addition de Gas6 est requise pour induire cette agrégation et cet effet est bloqué 

par l’ajout d’un excès de peptide ECD (ExtraCellular domain) (McCloskey et al., 1997). 

L’expression de Axl n’induit pas un phénotype adhérent dans les cellules de cancer de 

poumon à petites cellules, mais corrèle avec l’adhérence des cellules de lignées cancéreuses 

de poumon (Wimmel et al., 2001), suggérant que c’est l’adhésion cellulaire qui induit 

l’expression d’Axl et non l’inverse. Il est aussi suggéré que les ligands d’Axl (Gas6 et la 

protéine S) et la forme soluble d’Axl (sAxl), qui est présente à des niveaux élevés in vivo, sont 

impliqués dans ce processus d’adhésion cellulaire. En fait, sAxl pourrait lier la forme totale 

membranaire d’Axl permettant ainsi les interactions cellulaires avec la matrice extracellulaire. 

Cette théorie est confirmée par les expériences de Budagian et al. (Budagian et al., 

2005)montrant l’induction de la phosphorylation d’Axl et de la PI3K suite à la liaison à Axl-

Fc. Axl est impliqué dans la migration normale des neurones GnRH de la plaque olfactive

jusqu’à l’hypothalamus (Allen et al., 2002). D’une manière intéressante, son expression sur 

les cellules disparaît une fois que les cellules arrivent au site de migration finale.  

Ainsi, la surexpression des récepteurs TAM pourrait contribuer à augmenter la migration des 

cellules cancéreuses et l’invasion des tissus.  

5.5.2 L’angiogenèse 
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L’angiogenèse est un processus physiologiquement limité chez l’adulte, observé notamment 

au niveau de la muqueuse utérine, lors des cycles reproductifs  chez la femme, et lors de la 

formation de nouveaux vaisseaux sanguins après une blessure. L’angiogenèse, en 

physiopathologie, constitue en revanche l’un des mécanismes importants du développement 

tumoral. Dans la littérature, Axl intervient dans l’angiogenèse tumorale, tandis que Tyro-3 et 

de Mer jouent un rôle plus secondaire. Deux types cellulaires sont impliqués chez l’homme : 

les cellules vasculaires musculaires lisses (CVMLs) et les cellules endothéliales de la veine 

ombilicale (HUVECs). 

Gas6 exogène (rhGas6) augmente la prolifération et la migration des CVMLs, qui elles 

mêmes expriment la protéine Gas6 d’une manière endogène (Fridell et al., 1998; Nakano et 

al., 1995). Cet effet est bloqué par le domaine extracellulaire d’Axl, Axl-ECD. De plus, cette 

même étude a souligné l’importance de l’activité kinase d’Axl dans la migration des CVMLs 

qui est réduite de 50% par la surexpression d’un mutant d’Axl ayant un domaine kinase 

inactif, tandis qu’elle est augmentée de 2 à 5 fois par la surexpression de la forme sauvage 

d’Axl. Ces résultats suggèrent que la migration des CVMLs corrèle avec l’activation d’Axl 

induite par son ligand Gas6. D’autre part, l’effet anti-apoptotique d’Axl sur les CVMLs 

(Melaragno et al., 2004) lui permet de jouer un rôle important dans le remodelage vasculaire 

suite à une diminution du flux sanguin (Korshunov et al., 2006). De fait, les souris Axl 
-/- 

présentent une réduction de l’épaisseur de la paroi vasculaire (intima/media) au niveau de la 

carotide. 

La migration des HUVECs est également régulée par Axl, selon l’étude du criblage génétique 

établie par Holland et al. 2005. Ils ont étudié par la suite  les rôles fonctionnels d’Axl et de 

Gas6 dans la migration des HUVECs et ont trouvé que l’inhibition de leur expression 

réduisait significativement la migration cellulaire. D’autre part, la surexpression de la protéine 

Axl sauvage (mais pas Axl muté avec domaine kinase inactif) augmente la croissance 

cellulaire des HUVECs et la formation tubulaire endothéliale. L’expression d’Axl est sur-

régulée dans les CVMLs des vaisseaux sanguins en cours de développement (O'Donnell et al., 

1999). De plus, la signalisation de Gas6-Axl joue un rôle clé dans la stimulation de la 

migration, de la prolifération et de la survie des cellules endothéliales, facilitant ainsi 

l’angiogenèse. Axl induit la cytokine protumorigénique interleukine-8 (IL-8) et, dans un 

modèle de xénogreffe de cellules de cancer du sein (MDA-MB-231), l’expression d’Axl 

semble être nécessaire à la stimulation de la croissance tumorale et de l’angiogenèse in vivo, 

(Holland et al., 2005), potentiellement via l’induction de la sécrétion locale de cytokines.  
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Des études in vivo menées par l’équipe de Vajkoczy (Vajkoczy et al., 2006) ont également 

souligné le rôle important d’Axl dans l’angiogenèse et démontré que l’inhibition de la 

signalisation d’Axl supprimait partiellement la migration des cellules de gliomes, dans des 

modèles de xénogreffes de tumeurs humaines chez le  rat et la souris (Vajkoczy et al., 2006). 

Il a été montré qu’Axl et Gas6 étaient surexprimés dans les cellules des vaisseaux sanguins 

tumoraux, dans les glioblastomes multiformes (Hutterer et al., 2008). D’une manière 

intéressante, cette co-expression n’a pas été retrouvée dans les vaisseaux des tissus non 

tumoraux adjacents suggérant l’implication potentielle d’Axl et Gas6 dans la néo angiogenèse 

de ces tumeurs. 

5.5.3 La survie cellulaire et la croissance tumorale  

Les récepteurs TAM fonctionnent de différentes manières pour promouvoir la survie et la 

prolifération cellulaires dans des conditions normales et pathologiques, avec un découplage 

entre induction de la prolifération et effet anti-apoptotique dans les différents modèles 

(Sainaghi et al., 2005; van Ginkel et al., 2004). 

Les principales études concernant le récepteur Mer montrent que celui-ci induit la survie en 

inhibant le suppresseur de tumeurs Wwox. Il a été suggéré que la stimulation de Mer dans 

l’adénocarcinome de la prostate activait les voies de signalisation de survie mais aussi inhibait 

les voies pro-apoptotiques (Mahajan et al., 2005). 

L’expression anormale des récepteurs TAM et de leur ligand contribue à la croissance 

tumorale dans les cancers gastro-intestinaux, le cancer de l’œsophage, le cancer gastrique et le 

cancer du colon (Craven et al., 1995; Lin et al., 1999; Nemoto et al., 1997; Wu et al., 2002). 

Dans le cancer gastrique, la co-expression de Axl et Gas6 a été démontrée dans les tissus 

cancéreux gastriques humains ainsi que dans les lignées cellulaires suggérant qu’ils 

contribuent au développement et à la progression tumorale d’une manière autocrine, par le 

biais d’une activation de la voie PI3K/Akt induisant la survie cellulaire et l’inhibition de 

l’apoptose (Sawabu et al., 2007). Cette observation est corroborée par des études antérieures 

soulignant le rôle de la signalisation de Gas6-Axl dans l’inhibition de l’apoptose plutôt que 

dans la stimulation de la prolifération (Bellosta et al., 1997; O'Donnell et al., 1999).  

Cependant, Tyro-3 peut emprunter la voie de la PI3K/Akt afin de stimuler la prolifération 

cellulaire. En effet, il a récemment été démontré que l’aptitude de Tyro-3 à transformer les 

cellules et à induire leur prolifération faisait intervenir la voie de la PI3 Kinase. Ainsi, suite à 
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son activation par le ligand, Tyro-3 interagit avec la sous-unité p85 de la PI3K et stimule la 

prolifération des cellules NIH3T3 (Lan et al., 2000).  

5.6 Interaction Axl Tyro 3 

L’analyse du phénotype des souris Tyro3
-/-

 et Axl
-/- 

a permis de montrer le rôle important 

d’Axl et moins de celui de Tyro-3 dans la migration des neurones GnRH suite à une induction 

par leur ligand Gas6, à l’aide des expériences de migration dans des « transwell ». De cette 

étude, est émise l’hypothèse d’hétérodimérisation de Tyro-3 avec Axl, étant donné que 

l’expression de Tyro-3 et de Mer et non d’Axl dans les neurones GnRH GT1-7, ne suffit pas 

pour stimuler la migration neuronale suite à une induction par Gas6. Il est donc suggéré que le 

potentiel de Tyro-3 à induire une migration neuronale est lié à son hétérodimérisation avec 

Axl. Cependant, l’implication de Tyro-3 dans la protection des cellules neuronales GnRH 

contre l’apoptose était plus importante que celle d’Axl. L’ensemble de ces résultats souligne 

les rôles complémentaires de Tyro-3 et d’Axl dans  la modulation de la survie et la migration 

des cellules neuronales GnRH, afin d’assurer des fonctions vitales comme la reproduction.  

Objectifs de notre travail de thèse 

L’ensemble des études rapportées dans cette synthèse bibliographique reflète les progrès 

réalisés dans la compréhension des mécanismes de tumorigenèse des sarcomes, qui  

permettent de les classer selon les anomalies moléculaires spécifiques qui les pilotent et les 

caractérisent permettant notamment une classification nosologique précise. Certains sous-

types présentent des altérations moléculaires impliquant les récepteurs tyrosine kinases, 

notamment des translocations ou des mutations activatrices. Des agents thérapeutiques ciblés 

se sont montrés efficaces contre certains sous-types histologiques de sarcomes, comme 

l’exemple de l’imatinib ciblant le récepteur tyrosine kinase KIT dans les tumeurs stromales 

gastro-intestinales (GISTs).  

L’objectif initial de notre travail était d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques dans 

les sarcomes, en nous focalisant sur les sarcomes à génétique complexe, pour lesquels aucune 

anomalie moléculaire caractéristique n’a pu encore être identifiée. Nous avions choisi comme 

modèles initiaux les léiomyosarcomes, les GISTs et les synovites villonodulaires pigmentées. 
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Pour des motifs de disponibilité de matériel et de délai à l’activation d’essai clinique, nous 

nous sommes concentrés sur le premier groupe de tumeurs pour la caractérisation de 

nouvelles cibles, et avons travaillé sur le modèle des GISTs à l’analyse de propriétés 

fonctionnelles du récepteur KIT muté dans un modèle cellulaire hybride. 

La stratégie que nous avons choisie pour identifier de nouvelles cibles est celle d’une 

approche protéomique, destinée à repérer des protéines et phosphoprotéines de signalisation 

exprimées de façon différentielle entre le tissu sain (muscle lisse utérin) et la tumeur choisie, 

en l’occurrence le léiomyosarcome. Nous avons pu identifier plusieurs cibles d’intérêt et 

avons analysé plus particulièrement le rôle d’un des membres de la famille des récepteurs 

TAM, le récepteur Tyro-3, et celui de son ligand Gas6. 

Nous avons en parallèle examiné le rôle des mutations dans la biologie des GISTs, et nous 

avons montré que ces mutations ne conduisent pas seulement à l’activation constitutive du 

récepteur, mais aussi à une rétention intracellulaire d’une forme immature de KIT présente 

dans les compartiments intracellulaires dans un état actif.  

Nous montrerons les mécanismes mis en jeu dans l’activation des voies de signalisation de 

KIT et Tyro-3 dans les deux modèles que sont les léiomyosarcomes et les GISTs. 
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Résultats 
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Article 1 : (en cours de soumission) 

Protein expression profile in leiomyosarcomas: a 

potential autocrine role for Tyro3 and Gas6 

Hiba El Sayadi, Daniel Pissaloux, Laurent Alberti, Severine Tabone- Eglinger, Dominique 

Ranchere, Anne Valérie Decouvelaere, Eric Tabone, Isabelle Ray-Coquard, Jérôme Fayette, 

Christophe Caux, Jean-Yves Blay 

Contexte de l’étude : 

Les léiomyosarcomes (LMS) sont des tumeurs conjonctives qui se développent à partir des 

cellules musculaires lisses. Ce sont des tumeurs le plus souvent agressives ayant un fort 

potentiel métastatique. Elles sont associées à une faible survie globale des patients après le 

diagnostic de métastases, avec une médiane a 12 mois, et moins de 5% des patients en vie à 5 

ans (Blay et al., 2003). Il s’avère important de développer de nouvelles thérapies basées sur 

les propriétés physiopathologiques et moléculaires des léiomyosarcomes.  

La pathogenèse des léiomyosarcomes reste cependant mal élucidée malgré les nombreuses 

études analysant les anomalies génétiques de ces tumeurs. Ces études montrent qu’il existe 

une grande variabilité d’altérations moléculaires au sein de ces tumeurs, contrairement aux 

sous-types homogènes de sarcomes comme les synovialosarcomes et les tumeurs stromales 

gastro-intestinales. Les léiomyosarcomes sont donc probablement des tumeurs hétérogènes, 

dans lesquelles des sous groupes moléculaires restent à identifier.

L’application des technologies utilisant des puces d’ADN à l’échelle génomique a permis le 

développement de biomarqueurs des sarcomes de tissus mous et ainsi l’identification de 

plusieurs cibles intéressantes (Nielsen et al., 2002) (Segal et al., 2003). Cependant, ce type 

d’analyse n’est pas suffisant pour détecter les anomalies structurelles des gènes ni les 

modifications post-transcriptionnelles, post traductionnelles, ou les mutations des protéines. 

D’autre part, plusieurs études ont montré une discordance entre l’expression de l’ARNm et 

celle de la protéine (Chen et al., 2002) (Varambally et al., 2005). Ces difficultés peuvent être 

contournées par l’utilisation des approches protéomiques qui analysent le produit final 

protéique et sont désormais facilitées par le développement récent des puces protéiques, 

marquant le début de l’ère post-génomique. Ces analyses de profils d’expression protéique, 

contrairement à celles du transcriptome ou du génome, pourraient refléter davantage le 

comportement de la cellule, permettant ainsi de mieux comprendre la biologie des tumeurs.  
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Plusieurs études utilisant ces approches protéomiques ont permis d’établir de nouvelles 

classifications moléculaires et d’identifier des biomarqueurs aidant au diagnostic du cancer du 

poumon {Chen, 2003 58 /id;} (Yanagisawa et al., 2003), du cancer de l’ovaire (Alaiya et al., 

2002), du cancer du sein (Dwek and Alaiya, 2003), (Reyzer et al., 2004), des leucémies (Cui 

et al., 2004) et du cancer de la prostate (Varambally et al., 2005). Parmi ces biomarqueurs se 

trouvent les protéines kinases, protéines clés de communication et de contrôle dans les 

cellules. Elles régulent la croissance cellulaire, les réponses métaboliques, la prolifération, la 

migration et l’apoptose (Schlessinger and Ullrich, 1992). L’altération de leurs fonctions est 

impliquée dans plus de 400 pathologies humaines, incluant le cancer, les maladies 

cardiovasculaires, le diabète et l’inflammation, ce qui leur confère une grande importance 

dans le diagnostic et le traitement de ces maladies. 

Pour étudier les anomalies moléculaires impliquant l’expression ou l’activation des kinases, 

dans les léiomyosarcomes, nous avons examiné la régulation de 240 protéines kinases et de 

110 protéines de signalisation régulant la prolifération, le stress et l’apoptose, grâce à un large 

screening de protéines utilisant les puces d’anticorps (Kinex KAM-1.1). L’objectif 

est d’identifier des kinases surexprimées dans les tumeurs par rapport au tissu musculaire lisse 

normal et d’étudier leurs rôles fonctionnels sur des lignées cellulaires de léiomyosarcome. 

Résumé de l’étude : 

Ce criblage a été réalisé sur une première série de 13 échantillons de léiomyosarcomes 

congelés, provenant de localisations anatomiques variées, comprenant l’épaule, le rétro-

péritoine, les membres supérieurs et inférieurs, la paroi abdominale, le tronc, le bassin, et 

l’utérus. Un échantillon de muscle lisse utérin normal a été utilisé en tant que tissu sain de 

référence. 

Les protéines extraites des échantillons ont été analysées sur des puces à anticorps (Kinex 

Antibody Microarray) (Kinexus, Vancouver, Canada). Les expériences d’hybridation sont 

réalisées en plusieurs étapes successives. Les lysats protéiques sont tout d’abord liés à des 

sondes fluorescentes, puis hybridés sur les puces contenant 652 anticorps spécifiques en 

duplicats. Des étapes de lavage permettent ensuite d’éliminer les protéines non liées sur les 

cibles. Enfin, les signaux fluorescents sont quantifiés par imagerie, chaque signal reflétant la 

quantité de protéine liée à l’anticorps et donc son niveau d’expression ou de phosphorylation.
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Les valeurs brutes obtenues après soustraction du bruit de fond local ont été filtrées afin 

d’éliminer les données non reproductibles entre duplicates, celles qui ne sont jamais 

différentiellement exprimées, celles qui sont dans le bruit du fond ou toujours faiblement 

exprimées. Ainsi, nous avons conservé 192 protéines dont l’expression variait au moins une 

fois d’un facteur de 2 entre échantillons et tissu sain de référence. Parmi celles-ci, la protéine 

FAK est constamment retrouvée non phosphorylée sur le résidu Y397, tandis que Tyro-3, 

PKC theta et MSH2 ont été retrouvés significativement surexprimés dans les LMS. D’autres 

protéines ont été retrouvées significativement sur ou sous-exprimées dans les LMS par 

rapport au tissu musculaire lisse normal 

Nous avons procédé par la suite à une classification non supervisée (clustering) des 192 

protéines sélectionnées dans le but de différencier d’éventuels sous-groupes de 

léiomyosarcomes. Cette analyse a permis de mettre en évidence que les léiomyosarcomes 

pouvaient être classés en deux groupes distincts en fonction de leurs profils d’expression 

protéiques respectifs. Nous avons pu alors identifier les protéines les plus discriminantes entre 

ces deux groupes. Celles-ci comprennent les formes phosphorylées de 4E-BP1 (eukaryotic 

initiation factor 4E binding protein 1) et de BLNK (B cell linker), et l’expression de  CASP2 

(caspase 2) et ALK (Anaplastic lymphoma kinase).  Ce travail de classification sur une base 

protéomique est en cours de validation sur une série indépendante de 30 LMS. 

Tyro-3, un récepteur tyrosine kinase oncogénique de la famille des récepteurs TAM, avec Axl 

et Mer, nous a particulièrement intéressés du fait de son rôle potentiel dans la biologie 

cellulaire maligne. En effet, l’expression de Tyro-3  a été trouvée dans diverses lignées 

cellulaires leucémiques et dans les blastes de 6 sur 11 patients atteints de leucémie myéloïde 

aiguë analysés (Crosier et al., 1995) ; sa surexpression est aussi révélée dans les cellules de 

myélome comparé aux cellules lymphoblastoïdes B autologues (De Vos et al., 2001). Aucun 

rôle de Tyro-3 (ou d’Axl et Mer)  n’a été préalablement décrit dans les léiomyosarcomes, ce 

qui nous a incités à étudier sa voie de signalisation et son rôle fonctionnel dans des lignées de 

LMS : SK-LMS-1 et CNIO AA. 

D’une manière intéressante, nous avons identifié la présence du ligand de Tyro-3, Gas6, dans 

8 des 13 échantillons tumoraux étudiés, suggérant une boucle autocrine potentielle dans 

certaines de ces tumeurs. De manière importante, nous retrouvons une corrélation entre la co-

expression de Tyro-3 et de son ligand Gas6 et la phosphorylation d’Akt dans les tumeurs et 

les deux lignées LMS et, à un moindre degré, la phosphorylation des MAPK Erk1/2. Nous 

soulignons que la protéine Gas6 n’était pas analysée dans l’array Kinexus.  La perte de 
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phosphorylation de FAK Y397 se trouve aussi dans la lignée CNIO AA exprimant fortement 

Gas6. Inversement, la lignée SK-LMS-1 exprimant de faibles taux de Gas6 exprime FAK 

phosphorylé au Y397. In vitro, l’addition de Gas6 recombinant à la lignée SK-LMS-1 induit 

la phosphorylation d’Akt et la diminution de la phosphorylation de FAK Y397. L’inhibition 

combinée de l’expression des gènes Tyro-3 et Axl par des siRNA dans la lignée CNIO AA 

réduit significativement la viabilité de celle-ci, ce qui suggère l’implication d’une boucle 

autocrine de Tyro-3 et Gas6 dans la prolifération et la survie des cellules de léiomyosarcomes. 

L’expression de Gas6 et le profil protéomique vont être analysés sur une plus large cohorte de 

tumeurs, par la double approche Kinexus et les microarrays de tissu (TMAs). 

Conclusion

Ces résultats apportent donc de nouvelles connaissances sur la biologie des léiomyosarcomes 

et suggèrent un rôle de Gas6 et Tyro-3 dans ces tumeurs, à travers une boucle de croissance 

autocrine. Ces travaux permettront de poser les bases conceptuelles pour évaluer l’utilisation 

des inhibiteurs tyrosine kinase ciblant Tyro-3/Axl dans les léiomyosarcomes.
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Abstract 

Introduction: 

Soft tissue and visceral leiomyosarcoma (LMS) account for 15% of all sarcomas in adults. 

Molecular alterations in LMS are not well characterized, with often complex gains and losses 

of chromosome segments. We investigated the expression or phosphorylation of tyrosine 

kinases and downstream signalling molecules in a series of fresh frozen LMS and cell lines 

with the aim to identify potential targets for targeted therapy. 

Material and methods 

13 fresh frozen samples of soft tissue and visceral LMS were analyzed and compared with 

normal smooth muscle uterine tissue (NSM). All patients gave consent to the use of biological 

material. Proteins were extracted from the samples and submitted to an analysis using an 

antibody microarray (Kinexus). An unsupervised clustering was performed on the 192 proteins 

selected according to the manufacturer’s recommendations to distinguish the LMS tumors from 

the NSM and to categorize them according to protein expression profiles. Four proteins were 

found differentially expressed including Tyro3, a receptor tyrosine kinase. The functional activity 

of Tyro3 was investigated in 2 LMS cell lines, SK-LMS-1 and CNIO AA

Results: 

Four proteins and phosphoproteins were found differentially expressed in LMS samples as 

compared to NSM: an hypophosphorylation of FAK Y397 was observed in all samples while 

Tyro3, MSH2, and PKC theta were found overexpressed in LMS samples as compared to the 

normal tissue. An unsupervised hierarchical clustering identified 2 subsets of 

leiomyosarcomas, on the basis of the differential expression of 4E-BP1 phosphorylated S65 

BLNK phosphorylated Y84, CASP2, and ALK. Gas6, the major ligand of Tyro3 was found 

expressed in 8 of the 13 samples, and the co expression of Gas6 and Tyro3 was found 

exclusively associated with the expression of a phosphorylated Akt, and to a lesser extent to 

the presence of Erk1/2 phosphorylation. No correlation between Gas6 expression and clinical 

presentation or outcome was found. Both SK-LMS-1 and CNIO AA LMS cell lines were 

found to express Tyro3, while Gas6 expression was only observed in CNIO AA cells. 

Phospho Akt was expressed spontaneously in CNIO AA, but not in SK-LMS-1, while the 

opposite figure was observed for phosphorylated FAK Y397. Exposure of SK-LMS-1 to 

exogenous Gas6 induced phosphorylated Akt, and resulted in a reduction of FAK Y397 
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phosphorylation. Transfection of CNIO AA with siRNA directed against, Tyro3 and Axl 

genes induced a reduction of the expression of the specific proteins, and when combined, 

significantly reduced CNIO AA cell viability. 

  

Conclusion:  

LMS are characterized by a reduction of FAK Y397 phosphorylation and an over expression 

of PKC theta and Tyro3. Gas 6 a ligand of Tyro3 is expressed in a subset of LMS tumors and 

cell lines, and may exert autocrine activities in a subset of leiomyosarcomas. 



61

1. Introduction:  

Leiomyosarcomas (LMS) is one of the most frequent subtypes of sarcomas of adults, 

accounting for 15% of all soft tissue and visceral sarcomas (1-4). The primary sites of soft 

tissue LMS are located on the lower limbs or the trunk mainly in the retroperitoneum. 

Leiomyosarcomas may also occur on visceral sites, particularly in the uterus (3). Despite their 

heterogeneous clinical presentations, the management of LMS, as for other soft tissue and 

visceral sarcomas, is based on a complete surgical excision of the tumor followed or 

proceeded by radiotherapy on the tumor bed (5). Still, a substantial proportion of LMS 

patients relapse and die from their disease, with a median survival of 12 months after 

metastatic relapse, and few long term survive (6,7). 

Cytotoxic treatments have a limited efficacy in leiomyosarcomas in vivo in man (6). 

Advanced or metastatic LMS remain one of the soft tissue sarcoma subtypes with the worst 

outcome, in particular for trunk sites (6). Doxorubicin containing regimen in first line 

provides a 15% response rate and a 20% 6 months PFS rate according to the STBSG database 

(6). In second line, trabectedin (8), the gemcitabine docetaxel combination (9,10), and anti-

angiogenic agents (11) may also be efficient in some of these patients. However, in the 

absence of a known mutation encoding for a druggable molecular alteration, e.g. like KIT 

mutations in GIST (12), no targeted therapy has been reported to exhibit high level of activity 

in leiomyosarcomas so far.  

Leiomyosarcomas exhibit complex genomic alterations, and different types of gains and 

losses have been recently described, pointing out the presence of possible different 

nosological entities among this group of tumors (13-18). In this context, it would be useful to 

identify potential “driver” genes in these tumors, in particular genes providing positive signal 

such as tyrosine kinase receptors or molecules involved in signal transduction.  

The identification of altered expression or phosphorylation patterns in protein kinases may 

guide the identification of novel targets in these diseases. The objective of the present work 

was to investigate the presence of abnormal phosphorylation patterns of tyrosine kinases or 

downstream signalling molecules expression in leiomyosarcomas cell lines and fresh frozen 

tumor samples to screen for possible druggable targets. In this process several kinases, and 

phosphokinases were found differentially expressed between LMS tumors and the normal 

tissue. We report here that Tyro3, its ligand Gas6, and the related tyrosine kinase receptor Axl 

are expressed and activated in a subset of  LMS cell lines and fresh tissues. 
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2. Materials and Methods 

Cell lines and tumor samples.  

The SK-LMS-1 leiomyosarcoma cell line was purchased from American Type Culture 

Collection (Manassas, VA), while the CNIO AA cell line was obtained from Pharmamar 

(Tres Cantos, Spain). The thirteen fresh frozen samples of LMS and the normal smooth 

muscle uterine tissue sample analyzed in this work were collected from the Centre Léon 

Bérard and the virtual ConticaBase tumor bank, All patients gave a written consent to the 

use of biological material according to the current legislation in France. 

Protein preparation for Kinex™ antibody microarrays.  

Tumors and normal tissues were grinded in liquid nitrogen and suspended in lysis 

buffer (20 mM MOPS, pH 7.0, 2mM EGTA, 5 mM EDTA, 30 mM sodium fluoride, 60 

mM ß-glycéro-phosphate, 20 mM sodium pyrophosphate, 1 mM sodium orthovanadate, 1 

mM phenylmethyl-sulfonylfluoride, 3 mM benzamidine, 5 μM pepstatin, 10 μM 

leupeptin, 1 % Triton X-100, and 1 mM dithiothreitol) for 30 min at 4°C. The lysates were 

then centrifuged at 13000 rpm at 4°C and the amount of proteins in the supernatant 

fraction was quantified using the Bio-Rad Dc Protein Assay (500-0113-0114-0115).  

Kinex™ antibody microarray analysis.  

The experiment was performed by Kinexus Bioinformatics Corporation (Vancouver, 

BC, Canada) as follows: tumor or normal tissue proteins are tagged with a fluorescent 

dye, then incubated with the antibody microarray. Target proteins are captured by specific 

antibodies immobilized on the microarray, and unbound proteins are washed away. 

Captured proteins are quantified according to the amount of dye signal within each spot. 

For this study, Kinex™ Service use the KAM-1.1 chip allowing the analysis of two 

samples per chip and containing over 650 antibodies each spotted in duplicate. Antibodies 

are directed against 240 protein kinases, 28 phosphatases and 90 other cell signalling 

proteins that regulate cell proliferation, stress and apoptosis, for a total of 630 proteins 

tested (Kinexus, Vancouver Canada)..   

Statistical analysis of proteomic arrays.  
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Excel spreadsheets containing raw data, i.e. spot signal and local background 

intensities were provided by Kinexus, as results for the hybridization experiments and for 

each microarray. Duplicate values were averaged, and samples were normalized by the 

mean, first in an intra-slide way (by pairs) to enable direct comparison between samples, 

then in an inter-slide way to compare data derived from samples that had been assayed on 

different slides within the same Kinexus batch. The raw intensity data coming from the 14 

samples (13 LMS and 1 uterine smooth muscle as a control) were normalized on an Excel 

sheet according to Kinexus recommendations. Data of insufficient quality were then 

removed, upon manufacturer’s recommendations by applying the following filters: 1) the 

normalized intensities should be above 500 in at least one sample. 2)  The signal/noise 

ratio should be above 1.5. 3)  In addition, mean values resulting from non consistent 

duplicates were discarded when the error range was above 15%. 4) Finally, to keep only 

the most discriminant antibodies, Log2 (ratio) values between samples were calculated and 

the antibodies that had a two-fold change (|Log2 (ratio) |>1) at least one time were 

selected. An unsupervised clustering was then performed on the remaining 192 proteins 

selected, after a z-score transformation. This protein-list was also used for all further 

statistical analysis. To distinguish the best markers of differentiation between the 2 

expression groups, we always used a t-test with a p-value <0.05. 

             

     Western blot analysis.  

Tumors or cells’ samples were lysed  in lysis buffer (20 mmol/L Tris, 150 mmol/L 

NaCl, 1 mmol/L orthovanadate, 10 mmol/L NaF, 1 mmol/L PMSF, 0.5 Ag/mL leupeptin, 

1 Ag/mL pepstatin, 10 IU/mL aprotinin, and 1% Triton X-100). Lysates were rocked for 

30 min at 4°C, and then centrifuged to remove insoluble material. Supernatant protein 

contents were determined using Bio-Rad Dc Protein Assay (500-0113-0114-0115).. The 

normalized soluble proteins (supernatant fraction) were directly analyzed by SDS-PAGE 

Western blotting with antibodies of interest. 

Analysis of Tyro3 and Gas6 interaction in CNIO AA cell line.  

The analysis of Tyro3 and Gas6 in the CNIO AA cell lines was performed using the 

Duolink assay (Uppsala, Sweden). Briefly, the two primary antibodies directed against 

Tyro3 and Gas6 recognize the two antigens of interest in the cells and are recognized by 
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two species-specific secondary antibodies (provided in the Duolink kit) each labelled 

with a different short DNA strand attached to it .When the secondary antibodies are in 

close proximity, the DNA strands can interact through the addition of two other circle-

forming DNA oligonucleotides, which are then joined by enzymatic ligation. Upon 

addition of the amplification solution (containing nucleotides and polymerase), several 

hundred–fold replication of the DNA circle can subsequently occur, and fluorescent 

probes (added as Detection solution) highlight the product. The resulting high 

concentration of fluorescence in each single-molecule amplification product is easily 

visible as a discrete bright spot in a fluorescence microscope. Nuclei are counterstained 

with Dapi (blue). 

      siRNA transfections.  

The siRNAs examined in this study were synthesized by Dharmacon, Inc (Lafayette, 

CO, USA). Each freeze-dried siRNA was reconstituted with RNase-free water to prepare 

a 20 たM stock solution. Cells were transfected with the DharmaFECT 2 transfection 

reagent (Dharmacon) according to the manufacturer’s instructions. To determine the 

efficiency of gene silencing, the whole cell lysates of the co-transfected cells was used for 

western blotting as described above and probed using specific antibodies for Gas6, Tyro3 

and Axl. 

  Cell titer Glo Viability assay (Promega).  

  SK-LMS-1 and CNIO AA leiomyosaromas cells were plated in duplicate in 96-well 

plates (625 cells/well and 2000 cells/well respectively). The day after plating, the media 

was replaced by media containing either non-targeting siRNA (Dharmacon), either siRNA 

directed against Gas6, Tyro3, or Axl (dharmacon), alone, in paired combinations or all 

together for 24, 48, and 72h. After these periods, relative numbers of viable cells were 

measured in comparison to the untreated control and the siRNA control (scramble) using 

the Cell Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega) according to the 

manufacturer’s instructions.

Sources of antibodies 

The following antibodies were used for the present study. Human Gas6 mouse 

monoclonal antibody: R&D systems (France), Human Dtk (Tyro3): goat polyclonal 

antibody: R&D systems (France), Phospho-Axl (Y779) rabbit polyclonal antibody: R&D 
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systems (France), Human Axl goat polyclonal antibody: R&D systems (France), 

Phospho-FAK (Y397) rabbit polyclonal antibody: abcam (France), FAK: Mouse 

monoclonal [12G4] antibody: abcam (France), phospho-Akt (Ser473) rabbit monoclonal 

antibody: Epitomics (France), Akt: rabbit polyclonal antibody (Cell signaling, France), 

P44/42 MAP kinase antibody: (Cell signaling), Phospho-p44/42 Thr 202/Tyr 204 MAP 

Kinase antibody, PTEN (138G6) rabbit monoclonal antibody: cell signaling (France), 

Beta-Actine: mouse monoclonal antibody (Sigma, France), GAPDH mouse antibody: 

(Biodesign, France) 

Statistical analysis  

The comparison of viability rates between samples was performed with Student T test. 

The distribution of protein and phosphoprotein expression in the different groups were 

compared using a chi square Fisher’s exact test. 

3. Results:  

3.1. Protein expression distinguishing LMS vs normal uterine smooth muscle 

Among the 652 proteins and phosphoproteins tested, the expression of four proteins or 

phosphoproteins was found to differ most significantly between normal smooth muscle and 

the 13 fresh LMS tumor samples tested. All leiomyosarcoma cell lines and fresh tissues 

showed a down regulation of the phosphorylation of FAK on tyrosine 397 (Figure 1). Several 

other proteins were found underexpressed in the majority of LMS samples as compared to 

normal smooth muscle, in particular PKR1, and to a lesser extent CDK2, MEK1 and PP2A. 

Several proteins were found specifically over-expressed in LMS as compared to normal 

smooth muscle: the 3 most discriminant proteins were PKC theta, Tyro-3 and MSH2 all found 

over-expressed in fresh leiomyosarcomas samples compared to normal uterine muscle (Figure 

1). 

3.2. Two groups of leiomyosarcomas 
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Unsupervised hierarchical clustering identified 2 groups of leiomyosarcomas on the basis of 

the Kinex proteomic array (Figure 2A). This clustering was found to be robust and not altered 

by the variations of the stringency of the different parameters (see materials and methods).  

The expression of 4 proteins was found to be the most discriminant to distinguish the 2 groups 

of LMS: in the subgroup 1, S65 4E-BP1 and Y84 BLNK were found phosphorylated at the 

same level to that of normal smooth muscle while in group 2, no phosphorylation of these 

proteins on these sites was observed (Figure 2B). In addition, the overall expression of 

CASP2 and ALK was found diminished in tumors of group 2, as compared to group 1. The 

clinical characteristics of fresh tumors in group 1 and 2 were similar: histological grade, 

gender, tumor site, age, clinical outcome was not significantly different in these 2 subgroups 

(Table 1). As mentioned above, a consistent loss or down regulation of FAK Y397 

phosphorylation was observed in LMS samples as compared to normal uterine smooth 

muscle. A different pattern of FAK phosphorylation was observed in the 2 above described 

LMS groups: a global loss of phosphorylation on all FAK sites was observed  in group 2, 

while group 1 kept FAK phosphorylation, in particular on Y577 or Y910 (Figure 2C). 

3.3. Tyro-3, Axl and Gas6 expression in leiomyosarcoma 

Tyro3 is one of the members of the family of transmembrane tyrosine kinase receptors, with a 

close similarity to the Axl and Mer receptors (19). Since Tyro3 was found to distinguish 

leiomyosarcomas cell lines and fresh tissues from normal smooth muscle cells, we 

investigated, in LMS cell lines and fresh tumor tissues, the expression of both Gas6, the 

ligand of Tyro3, and Axl, another receptor of the same family of proteins with important 

oncogenic properties.  

The 140 kDa isoform of Tyro3 was found expressed at various levels in all the fresh LMS 

samples tested (Figure 3A), while the 120 kDa isoform was found detectable only in 8 of the 

13 samples tested. No anti phospho-Tyro3 antibody was found available for Western blot 

analysis. Axl was found expressed and phosphorylated in 12 of the 13 samples, although at 

markedly variable levels across tumor samples (Figure 3A, Table1).     

Gas6 was found expressed in 8 of the 13 tumors samples, and in the normal smooth muscle 

(Figure 3). Interestingly, phosphorylation of Akt on S473 was low (+) or non detectable (0) in 

tumors with low or undetectable Gas6 expression (5 of 5 vs. 0 of 8 tumors with Gas6++, 

p=0.0003) (Figure 3A, Table 1). High levels of Erk1/2 phosphorylation were observed in 9 of 

the 13 tumors, including all but 1 of the Gas6-expressing tumors (chi2, p=0.02).  
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These 2 subgroups of LMS distinguished by the expression of Gas6 and phosphorylated Akt 

were different from the 2 LMS subgroups separated by unsupervised clustering by 4EBP1, 

Casp2, Alk and BLNK expression. Histological grade, gender, tumor site, age, clinical 

outcome were not significantly different in the Gas6 and /or P-Akt expressing groups (Table 

1). 

We then investigated the expression of Tyro3, Gas6, Axl and phospho- Axl, Akt and P-Akt, 

Erk1/2 and Phospho Erk1/2 in the two LMS cell lines, CNIO AA and SK-LMS-1 by western 

blot analysis (Figure 3B). CNIO AA expressed high levels of Gas6, Tyro3 and Axl , as well 

as phosphorylated Akt, and phosphorylated Erk1/2. Conversely, SK-LMS-1 expressed low 

levels of Gas6, and low levels of phosphorylated Akt and phosphorylated Erk 1/2. These two 

cell lines have therefore different expression patterns of Gas6, P-Erk and P-Akt, which match 

the two subgroups of fresh tumors distinguished by the expression pattern of Gas6. 

3.4. Role of Tyro-3 and Gas6 in leiomyosarcoma 

To further investigate a putative Gas6/Tyro-3 autocrine pathway in leiomyosarcomas, we 

investigated the co-localisation of Tyro3, Axl and Gas6 in leiomyosarcomas cell lines, SK-

LMS-1 and CNIO AA. As shown in figure 4A, Gas6 and Tyro3 colocalize in CNIO AA with 

a dot like pattern within the tumor cells (Figure 4A). This was also observed with Axl and 

Gas6, which also co-localize within the cells (Figure 4B). As expected, given the low level of 

Gas6 expression in SK-LMS-1, no co-localisation of Gas6 and its receptors was observed in 

this cell line (Figure 4C, 4D). 

We then investigated  the impact of the addition of Gas6 in the non Gas6-producing SK-LMS-

1 cell line and the effect of the inhibition of Gas 6, Tyro3 and Axl with siRNA and antibodies 

in the Gas6-producing CNIO AA cell line.  

The addition of exogenous Gas6 on SK-LMS-1 cell line induced an increase of the 

phosphorylation of Akt, in the absence of serum (Figure 5A)  In the presence of serum, cell 

viability, evaluated by the Cell Titer Glo assay (see Material and methods) was not increased 

by the addition of Gas6  (Figure 5B). Cell viability of SK-LMS-1, decreased very 

significantly upon serum deprivation, but cell viability increased marginally after 24 and 48 

hours of exposure to Gas6 (Figure 5C).
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CNIO AA produces spontaneously high levels of Gas6 in western blot, (as well as in the 

supernatant (36pg/mL/10
6
 cells/24h). Exposure to anti Gas6, and/or Tyro3, and/or Axl 

antibodies did not affect significantly cell viability or Akt phosphorylation (not shown). 

Conversely, the combination of siRNA against Tyro3 and Axl, significantly reduced the 

expression of both proteins in cells (Figure 6A). Of note, Gas6 protein was reduced only 

transiently at 3h upon exposure to Gas6 siRNA (not shown). Tyro3 and Axl siRNA 

combination reduced cell viability of CNIO AA after 24, 48 and 72 hours of incubation 

(Figure 6B).  In the condition of serum deprivation, a decrease of Gas6 expression (Figure 7). 

Of note, a reduction of Akt phosphorylation was observed in the serum deprived CNIO AA 

cell line, and exogenous Gas6 partially restored Akt phosphorylation in CNIO AA in these 

conditions (not shown) 

3.5. FAK Y397 phosphorylation is modulated by Gas6  

We then explored the possible impact of Gas6 and Tyro3 signalling on the phosphorylation of 

FAK, in particular on Y397, whose downregulation is one of the hallmarks of LMS as 

compared to the normal smooth muscle cells (Figure 1). For SK-LMS-1, serum deprivation 

was found to induce an up regulation of Gas6, which was associated with a significant down 

regulation of FAK Y397 phosphorylation (Figure 7). Addition of Gas6 in serum deprived SK-

LMS-1 does not reduce further FAKY397 phosphorylation (Figure 7). Conversely, for CNIO 

AA, serum deprivation was found to induce a loss of Gas6 which was associated with an up 

regulation of FAK Y397 phosphorylation; serum deprived CNIO AA cells exposed to 

exogenous Gas6 experienced a decrease of FAKY397 phosphorylation (Figure 7). 
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4. Discussion 

In the present report, we identify a potential important role of the Tyro3 and Axl receptors 

tyrosine kinases and their ligand Gas6 in the biology of leiomyosarcomas, acting as inducers 

of Akt phosphorylation, modulating FAK phosphorylation, and promoting cell survival.  

The initial goal of this project was to identify protein kinases and proteins of the transduction 

machinery overexpressed or specifically phosphorylated in malignant smooth muscle tumors 

as compared to the normal smooth muscle. The goal was to gain more understanding in the 

biology of this disease and to identify potential targets for therapeutic approaches. To this 

aim, we investigated the expression of a set of 652 proteins and phosphoproteins using the 

Kinex assay, and analyzed the expression profile to identify the most discriminant proteins 

distinguishing NSM and smooth muscle tumor cells.  

Four proteins and phosphoproteins were found to be discriminant, using stringent parameters 

to reduce as much as possible false positive results. The most prominent downregulated 

phosphoprotein was actually FAK, whose Y397 was found very consistently 

hypophosphorylated in all the tumor samples tested. Conversely, three proteins were found 

significantly up regulated, Tyro3, PKC theta, and MSH2. The constitutional loss of MSH2 in 

patients with HNPCC may represent a risk factor for the development of sarcomas, and 

several sarcoma histotypes were reported to exhibit a down-regulation of MSH2 and MSH6 

expression (20-23), so the significance of an over expression in these samples remains unclear 

and was not further studied in this report . On the other hand, PKC theta overexpression has 

already been found associated with specific histotypes of sarcomas, in particular GIST and 

PNET (24,25).  

As of yet, the contribution of the Tyro3 protein had not been found associated with specific 

cancer types, even though the Axl/Tyro3 family of proteins may contribute to several aspect 

of neoplastic transformation and tumor progression.. The related Axl receptor tyrosine kinase 

is overexpressed in a variety of human tumors, including renal cell carcinoma, pancreatic 

cancer, glioblastoma, breast carcinoma, and correlated to a poor prognosis. Axl expression 

has also been found associated to the emergence of resistance to treatment (26-20). It was 

shown to be one of the target genes of the fusion proteins encoded by the fusion genes of the 

synovial sarcomas (31). However, no specific role of Tyro3 has been described in human 

cancers so far. 
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In protein array experiment, Tyro3 was found over expressed in LMS samples, and in western 

blot Tyro3 expression was found to be a consistent feature of all the 13 fresh LMS tumor cells 

as well as the 2 LMS cell lines tested in this study. Conversely, the related Axl receptor 

tyrosine kinase was not found consistently expressed in LMS tumour samples. It will be of 

interest to compare these findings with those obtained using different technologies, in 

particular CGH arrays to investigate whether down or up regulation of specific proteins are 

correlated with specific deletions or amplification of the chromosomal segments containing 

these genes. 

Importantly Gas6 was found expressed in 8 of the 13 LMS fresh tumour samples and its 

expression was found completely correlated with Akt phosphorylation in these tumors. A 

similar observation was made in the CNIO AA cell line which coexpressed Gas6 and 

phosphorylated Akt at high levels, while SK-LMS-1 expressed little or no Gas6 and 

phosphorylated Akt. This is consistent with previous reports showing a role of the PI3K/Akt 

pathway in Tyro3 signalling (32). 

The co-localisation of Tyro3 and Gas6 in the CNIO AA cell line confirmed the existence of a 

binding of the ligand to its receptor, suggesting an autocrine pathway in this cell line. Indeed, 

although siRNA directed against Gas6 induced only a transient blockade of Gas6 expression 

without a significant impact on Akt phosphorylation, in the condition of serum deprivation, a 

decrease of Gas6 expression along with a reduction of Akt phosphorylation was observed in 

the CNIO AA cell line. Exogenous Gas6 was found to be able to restore Akt phosphorylation 

in CNIO AA in these conditions. 

A similar phenomenon was observed in the non Gas6 producing SK-LMS-1 cell line: the 

addition of exogenous Gas6 in culture induced a low yet significant induction of Akt 

phosphorylation, demonstrating the link between Gas6 and Akt phosphorylation in this 

leiomyosarcoma cell lines in agreement with what is observed in tumor tissues. Of note, we 

were unable to identify a subgroup according to primary site, grade, size, gender in this small 

series of patients, but this question needs to be addressed in a larger serie.  

 These results suggest therefore the existence of a Tyro3/Gas6 autocrine loop contributing to 

leiomyosarcoma cell proliferation and survival. Thus, we tested this hypothesis in the 2 LMS 

cell lines. Cell viability of the non Gas6 producing cell line SK-LMS-1 was not affected by 

the addition of exogenous Gas6 in the presence of serum. In the absence of serum, the SK-

LMS-1 cell line experienced a dramatic decrease of cell viability, despite the induction of 

Gas6 proteins. The addition of exogenous Gas6 however marginally increased cell viability in 

these conditions.  
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For the Gas6 producing cell line, CNIO AA, antibodies directed against Gas6 or Tyro3 did 

not affect cell viability (not shown). siRNA directed against Tyro3 and Axl decreased 

significantly the expression of their respective protein, while Gas6 siRNA induced only a 

transient decrease of Gas 6 protein. In combination, siRNA against Axl and Tyro3 were found 

to reduce significantly cell viability in the cell line. Interestingly, this was observed more 

importantly with the combination of siRNAs, and not with single siRNA, pointing out 

possible heterodimerisations between Axl and Tyro3 in this cell line. Consistent with this 

hypothesis, both Axl and Tyro3 co localized with Gas6 in co-localisation experiments. 

We observed a downregulation of FAK phosphorylation in leiomyosarcoma samples, in 

particular on the critical Y397 residue, as an important proteomic hallmark of 

leiomyosarcomas. This is in marked contrast with what is observed in carcinoma models and 

tumors (33): FAK Y397 is frequently observed in carcinoma cells, and correlates to prognosis 

in some tumor types. Interestingly, several lines of evidence indicate that the inhibition of 

FAK Y397 was in part induced by Gas6 in the 2 LMS cell lines tested in this study: 1°) serum 

starvation was associated with a reduced production of Gas6 by CNIO AA, along with an 

increase of FAKY397 phosphorylation. 2°) Exposure to exogenous Gas6 in CNIO AA 

reduced phosphorylatyion levels of FAK Y397 in these conditions; 3°) Conversely, in SK-

LMS-1, serum starvation induced an up regulation of Gas6 and a reduction of the FAK Y397 

phosphorylation. 

The significance of this specific downregulation of Y397 phosphorylation of FAK in 

leiomyosarcomas remains unclear. The phosphorylation of FAK Y397 is an important feature 

for the activation of the FAK kinase, which has previously been found correlated to 

aggressiveness in ovarian carcinoma and other carcinoma (33). FAK promotes invasion, cell 

adhesion and matrix adhesion cross talk, as well as matrix adhesion independent cell growth 

and a protection from anoikis (34). FAK Y397 activation promotes anti apoptotic effects and 

stimulates cell proliferation through the Ras-Erk MAPK pathway. Although the 

phosphorylation of FAK Y397 may not reflect necessarily the FAK protein activity, the 

present observation therefore is in marked contrast with what is observed in carcinoma cells, 

and point out a possible distinct activation pattern and role of FAK in sarcomas, as compared 

to carcinomas (33). The biological significance of the alteration of FAK phosphorylation 

profile will need to be further investigated. 
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In conclusion, we identified specific protein expression profiles in LMS as compared to 

normal smooth muscle, and reported the presence of an autocrine loop of Tyro3 and Gas6 in a 

subset of this disease. Tyro3/Gas6 co expression is associated with Akt phosphorylation in 

tumor samples and cell lines, and may contribute to the loss of FAK Y397 phosphorylation, 

which was found to be one of the hallmarks of LMS tumor samples in this serie. The Tyro3 

family receptors may represent an interesting target for tyrosine kinase inhibitors in a subset 

of leiomyosarcomas. 
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Fig. 3B: Tyro3, Gas 6 and Akt, Erk1/2 expression in LMS cell lines
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Fig. 7: Modulation of FAK Y397 phosphorylation by exogenous Gas6 in SK-LMS-1 
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Legends to the figures: 

Figure 1: Differential expression of 4 proteins in leiomyosarcoma vs. normal smooth 

muscle 

A: Loss of FAK Y397 phosphorylation in leiomyosarcomas tumors vs normal smooth muscle 

using the Kinex assay; B: Western blot experiment showing the loss of FAK Y397; C:  Over 

expression of Tyro3, PKC theta, and MSH2 in LMS samples as compared to normal uterine 

muscle using the Kinex assay 

Figure 2: Two subgroups of leiomyosaromas according to protein expression profile 

A: Non supervised clustering distinguishes 2 subgroups of leiomyosarcomas. 

B: The two subgroups of LMS distinguished by the expression of 4 proteins: 4EBP1, BLNK, 

CASP2, ALK 

C:  Pattern of FAK phosphorylation in the 2 groups of leiomyosarcomas  

Figure 3: Expression of Tyro3, Axl, Gas6, and Akt in leiomysarcomas 

A: Expression of Tyro-3, Gas 6, Axl and Akt in LMS tumors  

B: Expression of Tyro-3, Gas 6 and Axl, Erk and Akt in LMS cell lines 

Figure 4: Co-localisation of Tyro3 and Gas6 

Colocalisation of Tyro3 & Gas 6 (A, C) and Axl & Gas6 (B,D) in CNIO AA (A,B) but not in 

SK-LMS-1 (C,D)

Figure 5: Modulation of Akt phosphorylation (A) and cell viability by exogenous Gas6 in 

SK-LMS-1, in the presence (B) or absence of serum (C).  

Figure 6: Combination of Tyro3 and Axl siRNA reduce CNIO AA cell viability  

Figure 7: Modulation of FAK Y397 phosphorylation by exogenous Gas6 in SK-LMS-1  
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Article 2 publié : 

Kit mutations induce intracellular retention and 

activation of an immature form of the KIT protein in 

Gastro-Intestinal Stromal Tumors (GISTs) 

Clinical Cancer Research 2008 Apr 15;14(8):2285-94.

Tabone-Eglinger S, Subra F, El Sayadi H, Alberti L, Tabone E, Michot JP, Théou-Anton N, 

Lemoine A, Blay JY, Emile JF 

Equipe Cytokines et Cancers, INSERM U590, Lyon, France. 

Contexte de l’étude : 

Depuis la découverte en 1998, du rôle des mutations activatrices de KIT dans la genèse des 

GISTs (Hirota et al., 1998), et l’efficacité de l’inhibition de son activité tyrosine kinase par 

l’imatinib (Glivec®) (Joensuu et al., 2001), plusieurs études ont analysé en détail le rôle de 

KIT dans le diagnostic, le pronostic et biologique de la tumeur.  

Parmi les mutations activatrices de KIT les plus fréquentes dans les GISTs, se trouvent les 

délétions et mutations ponctuelles dans l’exon 11 (domaine juxtamembranaire) (Hirota et al., 

1998). D’autres types de mutations de KIT ont été aussi identifiés, touchant les exons 9 et 13 

(Lux et al., 2000), et l’exon 17 (Rubin et al., 2001). La réponse au traitement par l’imatinib 

dépend largement du génotype de la tumeur. Les patients atteints de GIST avec mutations de 

l’exon 11 ont un taux de réponse, une survie sans progression de la tumeur, et une survie 

globale supérieure à celle des patients avec mutations situées dans l’exon 9 ou dans d’autres 

parties du gène. D’autre part, malgré l’efficacité de cet inhibiteur dans l’amélioration du 

pronostic des patients, certaines tumeurs sont insensibles au traitement , tandis que d’autres 

développent une résistance secondaire liée à l’émergence de sous clones équipés de mutations 

codant pour des protéines résistantes à l’imatinib. La relation entre l’expression du récepteur, 

le type de mutation et la réponse à l’imatinib reste ainsi encore imparfaitement comprise. 

L’objectif de cette étude était de comprendre le rôle de deux types de mutations dans l’exon 

11 de KIT dans la biologie des GISTs, et d’analyser les propriétés biologiques différentielles 

de ces deux types de mutations, une correspondant à la délétion des codons 557 et 558 (D6), 

une comportant une délétion plus large, de 18 codons (D54) en aval de la première. 
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Résumé de l’étude : 

Nous avons utilisé des cellules NIH3T3 infectées par des vecteurs oncoviraux contenant les 

séquences ADN de KIT humain WT, ou de KIT muté sur l’exon 11, comme modèle cellulaire 

in vitro. Nous avons étudié la localisation cellulaire, l’activation, et le trafic intracellulaire des 

formes matures et immatures de KIT au sein des échantillons de GISTs et des lignées 

cellulaires in vitro.  

La localisation cellulaire de KIT est hétérogène dans les GISTs. Elle est membranaire, 

cytoplasmique, et/ou para nucléaire (aspect « Golgi-like »). Nous l’avons examinée en 

immunohistochimie, sur des échantillons de GISTs et sur les lignées cellulaires sans 

mutations, avec mutations homozygotes, ou mutations hétérozygotes de KIT. Nous observons 

que l’aspect « Golgi-like » du marquage KIT était plus fréquent parmi les GISTs avec 

mutations homozygotes que ceux porteuses de mutations hétérozygotes (p=0,01) ou sans 

mutation (p< 0,01).  De plus, l’activation de la forme immature (125 kDa) de KIT était 

détectée dans la plupart des GISTs mutées sur KIT, mais dans aucun des GISTs sans 

mutation. Dans les cellules NIH3T3, la protéine KIT mutante a été retrouvée principalement 

dans le réticulum endoplasmique et le Golgi sous une forme immature et constitutivement 

phosphorylée, alors que la protéine KIT normale était exprimée à la membrane cytoplasmique 

sous une forme mature non phosphorylée. Ceci suggère un rôle oncogénique potentiel de cette 

forme immature phosphorylée intracellulaire de KIT, contournant le trafic et la maturation 

post-translationnelle normaux de la protéine. 

L’inhibition par l’imatinib de la phosphorylation des formes immatures et matures de KIT 

mutant conduit à la restauration de l’expression de KIT à la surface cellulaire, démontrant que 

l’altération de la maturation et du trafic intracellulaire de KIT résulte de son état d’activation 

constitutif (lié à la mutation).  

Conclusion 

L’ensemble de ces résultats suggère que les mutations activatrices de KIT les plus 

fréquemment retrouvées dans les GISTs, induisent une altération de la maturation normale et 

du trafic cellulaire à l’origine de la rétention intracellulaire de la protéine KIT mutante. Ces 

observations pourraient expliquer l’absence de corrélation entre la réponse à l’imatinib et 
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l’expression de KIT en immunohistochimie et pourraient également impliquer d’autres 

récepteurs à activité tyrosine kinase dans d’autres modèles de tumeurs.  
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Article 3 publié: 

Complete response to imatinib in relapsing pigmented 

villonodular synovitis/tenosynovial giant cell tumor 

(PVNS/TGCT). 

Ann Oncol. 2008 Apr;19(4):821-2. Epub 2008 Feb 21. 

Blay JY, El Sayadi H, Thiesse P, Garret J, Ray-Coquard I 

Contexte de l’étude : 

La synovite villonodulaire pigmentée (PVNS), appelée aussi TGCT pour « tenosynovial giant 

cell tumor », est une hyperplasie villeuse ou nodulaire de la synoviale chez les jeunes adultes. 

C’est une tumeur bénigne localement agressive, présentant une translocation spécifique t(1 ; 

2), impliquant le gène du collagène 6A3 (sur 2q35) et le gène M-CSF (Macrophage Colony-

Stimulating Factor) (sur 1p13) sur une partie des cellules tumorales (Cupp et al., 2007; West 

et al., 2006). Le gène de fusion résultant de la translocation, conduit à la surexpression de la 

protéine CSF1 causée par une forte activité du promoteur COL6A3. Il est suggéré que cette 

protéine de fusion attire par un effet paracrine, les cellules non néoplasmiques adjacentes 

exprimant le récepteur au M-CSF (M-SCFR) (Cupp et al., 2007; West et al., 2006). La 

chirurgie, lorsqu’elle est possible, constitue le traitement premier de cette pathologie.  

Résumé de l’étude : 

En plus de son activité inhibitrice de BCR-ABL, KIT et PDGFRA, il a récemment été montré 

que l'imatinib utilisé à doses thérapeutiques, permettait de bloquer l'activation du récepteur au 

M-CSF (Dewar et al., 2005). L'imatinib a donc été testé dans cette étude, en traitement de 

seconde ligne chez un patient porteur de SVNP/TTCG en rechute après chirurgie. Le patient a 

présenté une rémission complète, mais des études plus approfondies seront nécessaires pour 

confirmer l'activité de l'imatinib dans cette indication. En effet, l’équipe de Moller E a analysé 

les transcrits chimères de six patients atteints de PVNS, et a reporté que la protéine de fusion 

résultante manquant la partie amino-terminale du CSF (non codée), ne pourrait interagir avec 

le récepteur au M-CSF (Moller et al., 2008). Le cas clinique présenté indique cependant 

l’implication d’une cible spécifique de l’imatinib, responsable de la croissance tumorale, le 

plus probablement.  
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Conclusion et développements futurs

Cette étude illustre l’efficacité de la thérapie ciblée dans un modèle tumoral où l’altération 

moléculaire est l’évènement causal du processus néoplasique. Il nous encourage également à 

pousser nos recherches dans l’identification de molécules cibles dans les autres sous-types de 

sarcomes.  

Un des projets de notre thèse était de pouvoir procéder au même type d’analyse que celles 

réalisées dans les léiomyosarcomes, utilisant une analyse du profil protéomique de ces 

tumeurs afin de détecter des voies d’activation mises en jeu dans ces tumeurs composites, qui 

associent un contingent de cellules tumorales et un contingent de cellules stromales non 

tumorales, mais qui contribuent à la croissance de la tumeur clinique, et des cellules 

tumorales. Malheureusement, l’étude clinique prospective destinée à collecter ces échantillons 

tumoraux pour procéder à ces analyses, avant et après traitement n’a pu être activée encore à 

ce jour, et sera réalisée avec le nilotinib. 

Notons qu’une analyse rétrospective des cas de PVNS traités par l’imatinib dans plusieurs 

centres spécialisés est en cours : sur les neuf observations à ce jour disponibles, cinq patients 

ont présenté une réponse objective et quatre une maladie stabilisée. Ces résultats doivent être 

complétés par l’apport d’autres observations. 
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Discussion 

Les sarcomes: un ensemble de maladies hétérogènes dont les 

caractéristiques moléculaires guident le traitement

Les sarcomes constituent un ensemble composite de tumeurs malignes rares. Leur 

classification histologique et moléculaire, et partant leur prise en charge, ont été en constante 

évolution. Si la chirurgie, le plus souvent associée à la radiothérapie, constitue la base 

thérapeutique des formes localisées, pour les formes métastatiques ou localement avancées, la 

chimiothérapie est le traitement de première intention, même si la chirurgie et la radiothérapie 

permettent parfois d’obtenir des remissions complètes prolongées même en situation avancée.  

Les taux de réponse aux agents cytotoxiques conventionnels sont médiocres, le plus souvent 

inférieurs à 25%, avec des durées de survie sans progression courtes, typiquement voisines de 

4 à 6 mois. Cependant, les progrès les plus notables ont été accomplis dans le domaine de la 

caractérisation histologique et moléculaire de ces tumeurs. Ils ont permis de poser les 

paradigmes et les bases conceptuelles des traitements ciblés des tumeurs malignes, avec des 

implications portant au-delà des tumeurs conjonctives. Ainsi, les progrès réalisés dans les 

vingt dernières années dans la compréhension des mécanismes de tumorigenèse des sarcomes 

ont permis d’identifier de nouvelles entités nosologiques, distinguées par des anomalies 

moléculaires spécifiques, au sein de groupes histologiques jusqu’alors rassemblés sans 

distinction.  

Alors que la classification de l’OMS 2002 dénombrait  plus de 50 sous-types histologiques de 

sarcomes (Histological classification of sarcomas. WHO 2002), on distingue maintenant plus 

de 150 sous types moléculaires de sarcomes (Helman and Meltzer, 2003). Ils sont différenciés 

par leurs anomalies moléculaires « initiales ou causales », par exemple la topographie des 

mutations de KIT sur ses différents exons dans les GIST ou les points de jonction des gènes de 

fusion des différentes translocations dans le sarcome d’Ewing (Helman and Meltzer, 2003; 

Mitelman et al., 2007) ou par leurs altérations génétiques secondaires, comme les régions du 

génome amplifiées dans les liposarcomes dédifférenciés (Mariani et al., 2007). On ne peut 

ainsi plus parler de liposarcome sans distinguer les liposarcomes bien différenciés caractérisés 

par un amplicon contenant les gènes MDM2 et CDK4 sur le bras court du chromosome 12, 

dédifférenciés avec des amplicons additionnels sur les chromosomes 1 ou 6 notamment 

(Mariani et al., 2007), myxoïdes avec différents sous types de translocations (Helman and 
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Meltzer, 2003; Mitelman et al., 2007) et pléomorphes caractérisés par des remaniements 

génomiques complexes, chacune de ces entités étant associée à des anomalies moléculaires 

spécifiques (Histological classification of sarcomas. WHO 2002). 

En effet, cette cartographie moléculaire proposée depuis une vingtaine d’années dans les 

sarcomes n’a pas seulement permis une nouvelle classification nosologique mais surtout 

l’identification de cibles thérapeutiques potentielles, comme des protéines de fusion 

oncogéniques, des récepteurs tyrosine kinase mutés activés, l’amplification ou la translocation 

de gènes de cytokines, qui jouent vraisemblablement le rôle d’évènement oncogénique initial 

dans certaines de ces tumeurs (Helman and Meltzer, 2003). De nombreuses molécules, ciblant 

différentes voies de signalisation, sont actuellement testées en clinique. 

On distingue ainsi six sous-types de sarcomes bien différenciés présentant des anomalies 

moléculaires spécifiques.  

1) Les sarcomes avec translocations spécifiques ont été les premiers caractérisés. Les 

translocations aboutissent à la constitution de gènes de fusion codant des protéines qui 

agissent comme des facteurs de croissance (EWS/Flil dans le sarcome d'Ewing, PDGF-

COL1A1 dans le DFSP) (Tableau 2). Ces protéines  exercent des activités biologiques variées 

mais sont fréquemment des facteurs de transcription (par exemple la protéine de fusion EWS 

Fli1), plus rarement des facteurs de croissance hybrides. L’incidence individuelle des 

sarcomes à translocation est inférieure à 5 cas par million d’habitants par an, au vu des 

données de l’étude d’épidémiologie moléculaire EMS (Ducimetière F, Lurkin A, Ranchere D 

et al. Prospective incidence of sarcoma after systematic review of pathological diagnosis: new 

findings. Proceeding of the CTOS 14th meeting, 2008 (abstract).   

2) Les sarcomes porteurs de mutations touchant les récepteurs tyrosine kinases (KIT dans les 

GIST). Ces derniers font l’objet d’un chapitre spécifique. 

3) Les sarcomes porteurs de délétion de gènes suppresseurs de tumeurs : on classe dans cette 

catégorie les sarcomes survenant dans un contexte de maladie de Recklinghausen et 

caractérisés par une délétion du gène NF-1 ; on peut citer également les tumeurs rhabdoïdes 

associées à une délétion ou une perte d’expression du gène INI1. Leur incidence est inférieure 

à 3 cas par million d’habitants par an, au vu des données de l’étude EMS (Ducimetière F, 

Lurkin A, Ranchere D et al. Prospective incidence of sarcoma after systematic review of 

pathological diagnosis: new findings. Proceeding of the CTOS 14th meeting, 2008 (abstract).   

4) Les sarcomes porteurs d’altérations génétiques simples. Les liposarcomes bien différenciés 

et dédifférenciés porteurs d’une amplification de mdm2/cdk4 constituent le principal type 

moléculaire de cette classe, avec une incidence voisine de 10 à 12 nouveaux cas par million 
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d’habitants par an dans l’étude EMS (Ducimetière F, Lurkin A, Ranchere D et al. Prospective 

incidence of sarcoma after systematic review of pathological diagnosis: new findings. 

Proceeding of the CTOS 14th meeting, 2008 (abstract).   

 5) Les sarcomes à génétique complexe, porteurs d’altérations génomiques nombreuses et 

hétérogènes avec de multiples gains et pertes de différents segments chromosomiques. Les 

léiomyosarcomes, les fibrohistiocytomes malins, les liposarcomes ou rhabdomyosarcomes 

pléomorphes sont les principaux dans cette catégorie. Ces sous types représentent 50% de 

l’ensemble des sarcomes des tissus mous Ducimetière F, Lurkin A, Ranchere D et al. 

Prospective incidence of sarcoma after systematic review of pathological diagnosis: new 

findings. Proceeding of the CTOS 14th meeting, 2008 (abstract).   

6) Enfin on peut également distinguer les fibromatoses agressives- ou tumeurs desmoïdes- 

tumeurs conjonctives à malignité locale, porteuses de mutations des protéines impliquées dans 

la signalisation intracellulaire via les molécules d’adhésion (délétion du gène APC ou 

mutation de la く-caténine dans les fibromatoses agressives). 

Avec la généralisation des techniques de biologie moléculaire, cette classification est 

actuellement en pleine évolution. L'identification de mutations constitutionnelles spécifiques a 

permis le développement d'agents thérapeutiques ciblés efficaces contre certains sous-types 

histologiques de sarcomes. Le premier exemple a été l'identification de mutations activatrices 

de KIT et de PDGFRA, responsables de la transformation tumorale dans les tumeurs 

stromales gastro-intestinales, qui a amené le développement de plusieurs molécules ciblées 

comme l'imatinib, le sunitinib, le nilotinib ou encore le sorafenib. L'imatinib est également 

utilisé dans le traitement des DFSP, caractérisés par une translocation du gène du PDGFA

avec le gène du collagène 1A1, aboutissant à la constitution d’une boucle autocrine avec un 

facteur de croissance muté, boucle qui peut être inhibée par l’imatinib. Plusieurs essais 

cliniques de phase I et II ont mis en évidence des réponses à l'anticorps anti-IGF1R dans les 

tumeurs du premier sous-type, les sarcomes d'Ewing, dans lesquelles le produit du gène de 

fusion régule la protéine IGFBP3. Des inhibiteurs de CDK4 et MDM2 sont en cours 

d'évaluation clinique dans le quatrième sous-groupe.  

Ces expériences ont inspiré la première partie de notre travail. 

Notre premier objectif de thèse était de proposer une analyse de ces entités complexes, 

probablement hétérogènes que sont les léiomyosarcomes. En l’absence d’anomalies 

récurrentes connues telles que des translocations, des mutations activatrices de RTK ou des 

pertes ou amplifications de chromosomes, nous nous sommes tournés vers l’analyse 
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protéomique afin d’identifier des voies d’activations spécifiques, dans ce sous-groupe 

nosologique et surtout de pouvoir tester des inhibiteurs des voies activées sur des lignées 

cellulaires. Le but final est de proposer de nouvelles thérapeutiques. 

Premier aspect de notre travail : la recherche de cibles thérapeutiques dans 

les léiomyosarcomes 

Les léiomyosarcomes (LMS) sont composés de cellules à différentiation musculaire lisse et 

représentent 15 % des sarcomes de l’adulte (Ducimetière et al 2008). Ces tumeurs ont une 

large variété de présentations cliniques, pouvant toucher les tissus mous comme les viscères, 

mais aussi la peau, avec également des formes souvent agressives dans les localisations 

osseuses, des tissus mous et viscérales, mais parfois au contraire relativement indolentes dans 

des localisations cutanées. Les léiomyosarcomes présentent des altérations génétiques 

complexes avec pertes et gains de chromosomes, variables selon les tumeurs. Les études 

cytogénétiques se rapportant aux léiomyosarcomes sont nombreuses ; cependant elles n’ont 

pas permis, à ce jour, de mettre en évidence la présence d’anomalies moléculaires récurrentes, 

ni même de sous-groupes nosologiques clairs,  empêchant ainsi la compréhension de la 

pathogenèse des LMS et l’identification des cibles thérapeutiques potentielles.  

Dans ce contexte, notre objectif était d’identifier des protéines fonctionnelles par une 

approche de protéomique dans les léiomyosarcomes de toute topographie, afin d’établir un 

profil d'expression protéique susceptible d’être une signature moléculaire de ces tumeurs. 

Nous avons ainsi identifié une voie de signalisation activée dans les léiomyosarcomes : la voie 

Gas6/Tyro-3/Axl. Notre étude constitue la première observation de l’implication de cette voie 

dans la biologie des léiomyosarcomes, et des sarcomes en général, et même une des premières 

observations mettant en évidence un rôle d’une boucle d’activation autocrine Gas6/Tyro3 

dans la biologie de tumeurs humaines.  

Notre discussion portera tout d’abord sur les avantages et les inconvénients de l’approche 

protéomique utilisée et le rôle fonctionnel des protéines identifiées à l’issue de cette analyse, 

notamment Tyro-3 et FAK.  

Un profil d’expression différentiel de kinases dans les léiomyosarcomes 

Au cours de ce travail, nous avons identifié des protéines kinases exprimées de manière 

différentielle entre les tumeurs de léiomyosarcomes et le tissu musculaire lisse normal. Pour 

ce faire, nous avons procédé à un criblage de protéines de signalisation, majoritairement des 
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kinases, à l’aide des puces à anticorps (KAM 1.1) de la société Kinexus (Vancouver, Canada). 

Ces approches protéomiques à haut débit ont émergé récemment comme méthode 

d’identification de profils d’expression de protéines et de leurs modifications post-

translationnelles comme la phosphorylation (Pelech, 2004). Cette méthodologie est de plus en 

plus utilisée dans les études de recherche de signature moléculaire dans les tumeurs, grâce à 

leur meilleur reflet de la biologie de la tumeur que les études de profil d’expression classique. 

En effet, seules les protéines actives déterminent le phénotype cellulaire et leur identification 

devient primordiale dans la recherche des cibles thérapeutiques, objectif essentiel de notre 

travail. 

En outre, les études portant sur les profils d’expression de l’ARNm présentent des limitations 

techniques liées à la très grande sensibilité de la phase pré-analytique, notamment aux délais 

et aux techniques de conservation. Pour obtenir des résultats reproductibles dans les études de 

profil d’expression, il est nécessaire d’imposer une grande rigueur dans la congélation et la 

préparation des échantillons et dans l’analyse des données (Michiels et al., 2005).  

Ces difficultés techniques et méthodologiques rendent compte en partie des discordances 

rapportées dans la littérature entre les profils d’expression de sarcomes de même histologie 

(Allander et al., 2002; Lee et al., 2003; Nagayama et al., 2002; Nielsen et al., 2002). 

Elles conduisent à considérer que l’analyse des profils d’expression de l’ARNm, n’est sans 

doute pas la technique optimale pour identifier de nouvelles cibles dans ces pathologies. Nous 

pouvons souligner à ce titre qu’une des rares études cliniques bâties sur la base d’une de ces 

analyses, et explorant un inhibiteur de tyrosine kinase de HER1 dans les synovialosarcomes a 

échoué, l’expression de l’ARNm de HER1 dans une des études (Nielsen et al., 2002) ayant 

conduit de manière erronée à identifier la protéine comme une cible pertinente potentielle 

(Ray-Coquard et al., 2008) contrairement aux autres études qui ne l’avaient pas trouvée 

discriminante. 

Il est à noter que dans ces analyses de données issues des technologies d’hybridation sur 

puces, le nombre élevé d’échantillons permet d’obtenir des résultats plus solides et 

biologiquement significatifs. Notre série est clairement limitée par sa petite taille. Dans notre 

expérience, malgré le nombre restreint de tumeurs et de tissus sains (13 tumeurs de type 

leiomyosarcome) l’application de seuils statistiques stricts nous a permis d’obtenir une liste 

de protéines d’intérêt fiable, mais forcément réduite. En effet, nous avons éliminé les 

protéines qui ne sont pas exprimées différemment entre les tissus tumoraux et les tissus sains, 

mais aussi celles qui sont dans le bruit du fond ou très peu exprimées. Nous avons uniquement 

conservé celles qui étaient deux fois plus ou moins exprimées dans la tumeur ou dans le tissu 
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sain. Cette série doit cependant être confirmée par une série indépendante. Ce travail est en 

cours de réalisation sur une série de 30 tumeurs de la Conticabase (Pr. Jean-Michel 

COINDRE). 

Quatre protéines différemment exprimées dans les LMS 

Nous avons identifié plusieurs protéines surexprimées dans les tumeurs par rapport au tissu 

sain et deux groupes distincts de tumeurs suite à une classification hiérarchique non 

supervisée. Parmi les 192 protéines sélectionnées lors de l’analyse des résultats de l’array 

Kinexus, nous avons déterminé les protéines les plus discriminantes entre les cellules 

tumorales fraîches de leiomyosarcome et le tissu musculaire lisse sain. Une surexpression de 

Tyro-3, PKCq et MSH2 et une perte de phosphorylation de FAK au résidu Y397 ont donc été 

identifiés comme paramètres discriminants des léiomyosarcomes par comparaison avec le 

muscle lisse normal. 

La perte de la phosphorylation de FAK Y397 sera discutée dans un chapitre ultérieur et 

constitue un aspect très original de la biologie de ces tumeurs. La surexpression de MSH2 est 

inattendue : la perte constitutionnelle de MSH2 et MSH6 est associée dans la littérature à une 

augmentation modérée du risque de sarcome (Ericson et al., 2004). La surexpression de ces 

gènes n’a pas été rapportée dans ces tumeurs. Nous soulignons cependant que l’inhibition de 

MSH4 par siRNA, dans un criblage siRNA (22950 gènes, 3 siRNAs/gène, chaque siRNA 

testé en duplicat) bloque la prolifération de SK-LMS-1 ; MSH4 est l’un des 1375 gènes 

candidats identifiés dans ce criblage (résultats en cours, non présentés). A ce stade, nous 

pouvons conclure que cette observation mérite une confirmation sur une série indépendante, 

dans le travail en cours sur les 30 tumeurs supplémentaires. 

La surexpression de PKC theta est également une des caractéristiques des LMS dans notre 

série. La surexpression de PKC theta a été rapportée dans les GIST, et moins constamment 

dans les PNET, mais pas dans les léiomyosarcomes (Blay et al., 2004; Kang et al., 2009). 

Existe-t-il deux groupes protéomiques de léiomyosarcomes ? 

Nous avons tenté ensuite de regrouper les différents sous-types de léiomyosarcomes étudiés 

dans une analyse non supervisée. Deux groupes émergent, sur la base de l’expression : 

1) de la forme phosphorylée sur S65 de 4E-BP1, une protéine en aval de la voie de 

signalisation de mTOR, présente dans le groupe 1 de manière identique au tissu musculaire 

sain, absente ou faible dans le groupe 2. Nous ne retrouvons cependant pas de corrélation 
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franche entre la présence de P S65 4EBP1 et la présence de Gas6 ou de phospho Akt. Cette 

observation méritera une confirmation sur la série en cours d’analyse. 

2) de la forme phosphorylée sur Y84 BLNK, une molécule exprimée uniquement dans les 

lymphocytes B, présente dans le groupe 1, absente ou faible dans le groupe 2. Cette 

observation reste inexpliquée et pourrait correspondre à un infiltrat inflammatoire dans le 

stroma. Ce point devra là encore être vérifié, sur la série en cours et, s’il est confirmé, 

confronté à une analyse immunohistochimique de l’infiltrat immunologique. 

3) de la Caspase 2, une des enzymes impliquées dans l’apoptose, présente dans le groupe 1, 

absente ou faible dans le groupe 2. 

4) de ALK (Anaplastic lymphoma kinase), présente dans le groupe 1, absente ou faible dans 

le groupe 2. Alk est amplifiée ou partenaire d’une translocation dans les tumeurs 

myofibroblastiques inflammatoires, mais n’a pas été décrite dans la littérature exprimée ou 

perdue dans les léiomyosarcomes. 

Ces résultats démontrent l’existence d’une variabilité de voies de signalisation intracellulaires 

au sein de ces tumeurs, concordant avec les données de la littérature sur le plan génétique. Ils 

devront être validés dans la série prospective en cours d’analyse. Nous soulignons que 

l’inhibition de ces 4 protéines dans le criblage siRNA (22950 gènes, 3 siRNAs/gène, chaque 

siRNA testé en duplicat) mentionné précédemment ne  bloque pas la prolifération de SK-

LMS-1.  

Présence d’une boucle d’activation autocrine Tyro-3/Gas6 dans les 

léiomyosarcomes 

La protéine Tyro-3 nous a particulièrement intéressés du fait de son rôle oncogénique 

récemment décrit. S’agissant d’un des 58 récepteurs tyrosine kinase du génome humain, elle 

représente donc une cible potentielle dans la perspective de développement de thérapeutiques 

ciblées. Sa surexpression conduit à la transformation des fibroblastes murins suite 

à l’activation de la voie PI3K/Akt (Taylor et al., 1995). Chez l’homme, l’expression de Tyro-

3 a été rapportée dans les leucémies myéloïdes et le myélome multiple  (Crosier et al., 1995; 

De Vos et al., 2001). De plus, une étude récente a montré l’implication de Tyro-3 dans la 

prolifération et la chimiorésistance des cellules de mélanome, faisant de cette protéine une 

cible thérapeutique intéressante dans cette pathologie (Zhu et al., 2009).  

La protéine dépendante de la vitamine K appelée Gas6 est un ligand commun aux trois 

récepteurs de la famille des récepteurs TAM (Tyro-3, Axl et Mer). L’activation de Tyro-3 par 
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Gas6 est impliquée dans la régulation du cycle cellulaire, de la survie et de l’apoptose (Mark 

et al., 1996; Matsubara et al., 1996; Xiong et al., 2008). L’expression concomitante de Gas6 et 

des récepteurs TAM a été rapportée dans certains cancers tels que le cancer du sein (Mc et al., 

2008), et les gliomes (Hutterer et al., 2008; Vajkoczy et al., 2006); cependant aucun rôle de 

ces protéines n’a été décrit dans les léiomyosarcomes et le rôle de Tyro-3 reste largement 

méconnu dans les tumeurs solides humaines.

Ici, nous montrons l’expression de Gas6 dans 61% des tumeurs de léiomyosarcomes 

analysées et celle de Tyro-3 dans la totalité des tumeurs et les deux lignées cellulaires (SK-

LMS-1 et CNIO AA). De façon intéressante, nous observons que la co-expression de Tyro-3 

et Gas6 est parfaitement corrélée à la phosphorylation d’Akt dans les 13 tumeurs étudiées et la 

lignée cellulaire CNIO AA. La corrélation est mutuellement exclusive, l’expression de Gas6 

autocrine étant retrouvée uniquement dans les tumeurs fraîches dans lesquelles la voie 

PI3K/AKT est activée. La même observation est faite dans les deux lignées de 

léiomyosarcomes étudiées, ou seule CNIO AA, qui exprime Gas6,  présente une activation 

constitutive de la voie PI3K/Akt. L’expression de Tyro-3 est constitutive dans toutes les 

cellules tumorales étudiées, lignées ou tissus frais, tandis que l’expression de Axl n’est pas 

constante. Il faut noter que l’activation de la voie PI3K/Akt est indépendante d’une perte de 

PTEN, que l’on retrouve dans ces tumeurs. Par ailleurs, l’expression de Gas6, et donc 

l’existence d’une boucle autocrine potentielle, est également associée à la présence d’une 

activation de la voie MAP kinase, l’expression des MAP Kinases ERK1/2 phosphorylée étant 

retrouvée positivement corrélée à l’expression de Gas6 également. Ces résultats soulignent la 

contribution potentielle. 

Ces observations, obtenues sur des tumeurs fraîches suggéraient un rôle autocrine potentiel de 

Tyro-3 et Gas6 dans une partie des léiomyosarcomes. Cependant, pour démontrer cette 

hypothèse, il était nécessaire d’explorer la fonction de ces protéines sur des lignées cellulaires 

de léiomyosarcomes : nous avons pu disposer de deux lignées de léiomyosarcomes distinctes, 

comparables aux deux groupes de léiomyosarcomes observés dans les échantillons de tumeurs 

analysés : 1°) la lignée CNIO AA, co-exprime de manière spontanée Gas6 (en western blot et 

en test Elisa dans le surnageant de culture) et Tyro-3, et présente une activation  de la voie 

PI3K/Akt objectivée par la présence de Akt phosphorylée sur S437, 2°) la lignée SK-LMS-1, 

exprime Tyro-3, mais n’exprime pas la protéine Gas6 en western blot et ne produit pas de 

concentrations de Gas6 détectables en  Elisa dans le surnageant. 

Dans la lignée CNIO AA, nous avons montré que l’inhibition concomitante de l’expression 

des gènes Axl et Tyro-3 par des siRNA conduisait à une inhibition partielle de l’expression de 
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ces deux protéines, suivie d’une diminution de la viabilité cellulaire, évaluée par un test ATP 

L’inhibition est moins patente lorsqu’un seul des deux siRNA anti-récepteur Axl ou Tyro-3 

est ajouté en culture. De manière notable, le siRNA dirigé contre Gas6 que nous avons utilisé 

n’a bloqué que de manière très transitoire la production de Gas6, et n’entraîne pas, seul, de 

réduction de la viabilité de CNIO AA. En combinaison avec les siRNA anti-récepteurs Axl et 

Tyro-3, le siRNA anti Gas6, ne majore pas l’inhibition de la viabilité cellulaire. La 

combinaison des deux siRNA Axl et Tyro-3, n’entraîne pas de diminution significative de la 

phosphorylation de Akt dans les conditions utilisées.  

L’inhibition de l’expression des deux récepteurs n’était pas totale, ce qui pourrait expliquer la 

constance de l’activité d’Akt. Nous souhaiterions donc étudier l’effet de l’inhibition de 

l’expression de Tyro-3 et d’Axl en combinaison avec des agents cytotoxiques tels que la 

doxorubicine, sur la prolifération cellulaire et surtout sur l’induction d’apoptose. Il serait 

également important de pouvoir analyser le blocage de cette voie de signalisation et de la 

viabilité cellulaire en utilisant des petites molécules inhibitrices de la tyrosine kinase Tyro-3. 

Comme nous le soulignions dans l’introduction, peu de molécules sont rapportées capables 

d’exercer cette fonction. Récemment, l’analyse du profil d’inhibition du foretinib, du 

BMS777607 et du BMS697, trois molécules inhibitrices des récepteurs tyrosine kinases Met 

et Alk, a montré que ces molécules inhibaient à des concentrations nanomolaires l’activité 

enzymatique tyrosine kinase de Axl et Tyro-3. Nous avons sollicité ces trois molécules auprès 

des industriels concernés et nous prévoyons d’évaluer leurs capacités inhibitrices de la 

prolifération de la lignée CNIO AA.  De même, nous prévoyons d’étudier l’effet anti-tumoral 

des inhibiteurs de la voie PI3K et de mTOR, et des inhibiteurs de Erk sur la lignée CNIO AA 

afin de déterminer le rôle respectif de ces deux voies de signalisation dans la prolifération de 

cette lignée, représentative d’un sous groupe de léiomyosarcomes.  

Nos résultats montrent donc la présence d’une boucle de croissance autocrine de Gas6 dans 

un sous-groupe de léiomyosarcomes. Ils sont cohérents avec ceux rapportés par l’équipe de 

Taylor qui démontre l’activité transformante de Tyro-3 médiée par la voie PI3K/Akt dans une 

lignée de cancer du sein (Taylor et al., 1995). Ils sont également à mettre en parallèle avec les 

travaux de Hernando montrant que l’activation constitutionnelle de la voie PI3K/Akt par perte 

de PTEN entraîne une hyperplasie des cellules musculaires lisses et l’apparition de 

léiomyosarcomes abdominaux dans un modèle murin (Hernando et al., 2007). L’activation de 

la voie PI3K/Akt /mTOR semble être un des éléments importants de l’oncogenèse des 

léiomyosarcomes et l’activation de cette voie est sous le contrôle du couple Tyro-3/Gas6 dans 

certaines lignées. 



93

Il est important de noter que l’exposition de la lignée CNIO AA à des anticorps bloquants 

dirigés contre Gas6 et Tyro-3 n’a pas d’effet sur la prolifération cellulaire, contrairement aux 

résultats obtenus par l’approche siRNA. Ceci pourrait suggérer que l’interaction ligand-

récepteur se produirait, au moins en partie, dans les compartiments intracellulaires de la lignée 

CNIO AA. Les images de co-localisation de Gas6/Axl et Gas6/Tyro3 ne contredisent pas 

cette hypothèse, le marquage membranaire restant marginal dans ces lignées. Il serait donc 

intéressant d’étudier la localisation du complexe Gas6/Tyro-3 et ses voies de régulation 

intracellulaires. Ces résultats rappellent d’autres observations avec d’autres couples 

ligand/récepteur, qui peuvent agir selon un mode autocrine intracellulaire (« intracrine »). 

Ceci a été décrit pour les récepteurs de l’EPO (Hermine et al., 1992), de l’IL-6 dans le 

myélome multiple (Diamant et al., 1997; Levy et al., 1991), de l’IL-6 dans l’adénocarcinome 

du rein (notre laboratoire, Alberti et al 2004), mais aussi de KIT muté- dans ce cas sans 

ligand- dans les cellules de GIST ou les NIH3T3 transfectées (Tabone-Eglinger et al., 2008). 

Nous reviendrons dans le dernier chapitre de notre discussion sur cette observation qui 

constitue une partie de notre travail de thèse. 

Aucune des tumeurs étudiées ne présente cependant d’activation de la voie mTOR et, de 

manière intéressante, la lignée SK-LMS-1 paraît représentative de ce sous-groupe de 

léiomyosarcomes. L’effet inhibiteur de la prolifération cellulaire induit par les siRNA dirigés 

contre Tyro-3 et Axl n’est en effet pas retrouvé dans la lignée SK-LMS-1, qui exprime Tyro-3 

mais pas Gas6. L’exposition de cette lignée à Gas6 exogène induit la phosphorylation de Akt 

sur S473, mais ne module pas de manière significative la viabilité cellulaire, en présence de 

sérum, n’augmentant que de manière marginale la viabilité de la lignée en l’absence de sérum. 

L’absence d’expression de Gas6 dans une partie des tumeurs et dans la lignée SK-LMS-1 et 

l’induction par Gas6, dans les cellules SK-LMS-1, de la phosphorylation d’Akt montrent le 

lien étroit entre Gas6 et l’activation de cette voie dans cette lignée, en accord avec nos 

observations dans les tumeurs.  

L’inhibition de  la voie Tyro-3/Gas6, et peut-être en aval de la voie PI3K/Akt /mTOR, est 

donc une stratégie potentielle pour le traitement d’une partie des léiomyosarcomes. Toutefois, 

il est important de noter les graves conséquences de l’inhibition des récepteurs TAM in vivo, 

dans les modèles animaux. Les souris dont les gènes codant pour les trois récepteurs sont 

invalidés développent des maladies auto-immunes incluant l’arthrite rhumatoïde et le lupus 

(Cohen et al., 2002; Lemke and Lu, 2003). De plus, ces souris, très sensibles aux endotoxines, 

produisent des cytokines pro-inflammatoires (Camenisch et al., 1999; Rothlin et al., 2007). 

Chez l’homme, des taux réduits de la protéine S circulante ont été retrouvés chez les patients 
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souffrant d’un lupus érythémateux systémique, suggérant qu’une diminution de signalisation 

des récepteurs TAM pourrait contribuer à la physiopathologie de cette affection auto-immune 

(Meesters et al., 2007; Song et al., 2000).  

Les léiomyosarcomes dérivent des cellules vasculaires musculaires lisses ?  

Dans des conditions physiologiques, Gas6 est exprimé par de nombreux tissus de l’organisme 

et en particulier par les cellules vasculaires musculaires lisses (CVMLs) (Manfioletti et al., 

1993). Dans des conditions pathologiques, Gas6 est surexprimé au niveau des sites 

d’inflammation, des blessures des vaisseaux et dans les cellules vasculaires musculaires lisses 

des plaques athérosclérotiques (Luttun and Carmeliet, 2001; Melaragno et al., 1998). Depuis 

sa découverte initiale dans les fibroblastes en arrêt de croissance, de multiples fonctions ont 

été attribuées à Gas6, allant de l'inhibition de l'apoptose et de la croissance cellulaire à 

l'adhésion et à la migration des cellules. Gas6 protège les CVMLs, exprimant Axl, de 

l’apoptose induite par la déprivation en sérum (Melaragno et al., 2004) et contribue à la 

physiopathologie de l’athérosclérose. En effet, l’équipe de Murao a montré que Gas6 induisait 

l’expression des récepteurs « scavengers » qui contribuent à la transformation des CVMLs en 

cellules spumeuses et au développement de l’athérosclérose (Murao et al., 1999). Gas6 

semble jouer un rôle important dans la migration et la survie des CVMLs surexprimant Axl 

(Fridell et al., 1998; Melaragno et al., 2004).  

Dans notre travail, nous montrons une expression de Gas6 et de ses récepteurs Tyro-3/Axl sur 

des tumeurs fraîches de léiomyosarcomes, ce qui nous amène à poser l’hypothèse qu’une 

partie des léiomyosarcomes pourrait provenir de la transformation de cellules vasculaires 

musculaires lisses des organes ou des tissus mous d’où ils surviennent. Classiquement, les 

léiomyosarcomes peuvent survenir dans toutes les parties du corps, (Berlin et al., 1984): 1) les 

léiomyosarcomes des tissus mous, qui sont les plus fréquents (S. W. Weiss and J. R. 

Goldblum, Leiomyosarcoma in Enzinger and Weiss's Soft Tissue Tumors, Mosby, St. Louis, 

Mo, USA, 4th edition, 2001), 2) les léiomyosarcomes cutanés ayant le meilleur pronostic (El 

Khoury et al., 2006), 3) les léiomyosarcomes vasculaires, 4) les léiomyosarcomes utérins, 5) 

les léiomyosarcomes osseux, 6) les léiomyosarcomes viscéraux d’autres topographies 

(digestifs, pulmonaires, prostatiques). 

L’hypothèse qu’une fraction importante des léiomyosarcomes pourrait dériver de cellules 

musculaires lisses des vaisseaux sanguins pourrait être confortée par une analyse 

phénotypique comparée des léiomyosarcomes et des CVMLs, ou par des expériences de 
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transgénèse explorant la surexpression de Gas6 dans des souris. Cependant, nous soulignons 

que tous les léiomyosarcomes n’expriment pas Gas6 ni la forme phosphorylée de Akt sur 

S473 et que d’autres mécanismes sont de toute évidence mis en jeu dans la transformation de 

certaines de ces tumeurs. 

Au total, dans la présente étude, nous montrons l’expression de Tyro-3, d’Axl et de leur 

ligand Gas6 sur des tumeurs fraîches de léiomyosarcomes ainsi que sur la lignée cellulaire 

CNIO AA. Nous avons également démontré une co-localisation de Gas6 et de ses récepteurs 

Tyro-3 et Axl dans les cellules de CNIO AA, suggérant une activation de ceux-ci à travers 

une boucle autocrine dans une partie des léiomyosarcomes.  

La perte de phosphorylation de FAK Y397 dans les léiomyosarcomes : une 

perte d’anncrage induite par Gas6 ? 

Dans le profil protéomique que nous avons établi sur les 13 léiomyosarcomes lors de la 

première étape de notre travail, nous avons pu identifier la perte de la phosphorylation de 

FAK comme une caractéristique biologique saillante des LMS par rapport au tissu musculaire 

lisse normal. Cette observation est paradoxale au vu des données de la littérature. Elle est 

cependant retrouvée lors du travail de clusterisation de ces tumeurs en utilisant ce profil 

protéomique : en effet nous observons une réduction globale de la phosphorylation de la 

protéine FAK dans un des sous groupes de LMS ainsi identifié. Dans la plupart des modèles 

tumoraux étudiés jusqu'à présent pourtant, l’expression de FAK et sa phosphorylation sont 

retrouvées majorées dans les cellules tumorales par rapport aux cellules normales. Cependant 

les modèles étudiés sont principalement des tumeurs épithéliales et le rôle de FAK pourrait 

être différent pour les tumeurs conjonctives (McLean et al., 2005). 

FAK (focal adhesion kinase) est une protéine kinase cytoplasmique retrouvée de façon 

ubiquitaire au sein des complexes d’adhésion, permettant la signalisation entre les protéines 

de la matrice extracellulaire et la cellule normale ou tumorale. Son activation est induite après 

interaction des intégrines avec leurs ligands présents dans la matrice extracellulaire mais aussi 

par différents facteurs de croissance, cytokines ou hormones, interagissant avec leurs 

récepteurs spécifiques. L’activation de FAK se traduit par l’autophosphorylation de son résidu 

tyrosine (Y397) libérant un site de liaison pour la protéine Src (Kume et al., 1997; Manes et 

al., 1999; Schaller et al., 1994; Sieg et al., 2000). Cette phosphorylation libère un site 
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d’ancrage de forte affinité pour les protéines contenant un domaine SH2. Les kinases de la 

famille Src, Fyn et c-Src vont ainsi être recrutées et activées sur ce site. Elles vont alors 

phosphoryler d’autres résidus tyrosine dans le domaine catalytique de FAK (Y407, Y576 et 

Y577) ainsi que dans la région carboxy-terminale (Y861 et Y925). La phosphorylation des 

tyrosines Y576 et Y577 par Src augmente l’activité enzymatique de FAK et permet la 

création de nouveaux sites de liaison pour d’autres effecteurs. 

La surexpression de FAK est associée à l’augmentation du potentiel d’invasion des tumeurs 

humaines en général (McLean et al., 2005; Owens et al., 1995). Dans de multiples modèles 

tumoraux et tumeurs humaines épithéliales, par exemple les carcinomes ovariens, le niveau 

d’expression de FAK ainsi que sa phosphorylation sont associés à l’agressivité tumorale 

(McLean et al., 2005). 

Dans notre étude sur les léiomyosarcomes, nous avons observé une perte de phosphorylation 

de FAK sur le résidu Y397 dans toutes les tumeurs étudiées. Cette observation constituait le 

meilleur marqueur différentiel entre les tumeurs et le tissu sain contrôle. Sur les lignées 

cellulaires, la forme déphosphorylée de FAK Y397 a été retrouvée uniquement dans la lignée 

CNIO AA exprimant fortement Gas6. Nous avons pu montrer que cette perte de 

phosphorylation de FAK Y397 était liée à la présence de Gas6. Nous observons en revanche 

la phosphorylation de FAK sur Y397 dans la lignée SK-LMS-1, qui n’exprime pas Gas6. 

L’addition de Gas6 exogène est associée dans cette lignée à une perte de la phosphorylation 

de FAK sur Y397 ; dans la lignée CNIO AA, nous observons que la privation en sérum ré-

induit la phophorylation de FAK sur Y397, tandis que l’addition de Gas6 exogène dans ces 

mêmes conditions induit à nouveau une perte de la phosphorylation de FAK Y397. Cette 

observation contraste avec les données de la littérature qui rapportent une induction de 

l’activation de FAK sur Y397 par les cytokines et les facteurs de croissance. Cependant, une 

étude rejoint nos observations dans ce contexte, celle de l’équipe de Lu Z, qui montre une 

déphosphorylation de FAK Y397 après stimulation d’une lignée de carcinome par l’EGF. 

Dans ce modèle, une perte d’adhérence et une augmentation de la migration cellulaire ont été 

observées, favorisant ainsi l’invasion tumorale (Lu et al., 2001).  

Quel pourrait être le mécanisme de la déphosphorylation de FAK dans les léiomyosarcomes ? 

Il est rapporté que les protéines tyrosine phosphatases telles que SHP-2, PTEN, PTP-1B et 

PTP-PEST sont impliquées d’une manière directe ou indirecte dans la déphosphorylation de 

FAK et de p130
cas

 (Garton and Tonks, 1999; Hassid et al., 1999; Maher, 1993; Tamura et al., 

1999). De façon intéressante, il a été décrit que la déphosphorylation de FAK est induite par 

les protéines tyrosines phosphatases lors de l’activation des RTKs par leurs ligands 
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spécifiques, tels que l’IGF-1 R et l’EphA2 (Guvakova and Surmacz, 1999; Miao et al., 2000)."
L’activation de l’IGF-1R conduit à la déphosphorylation de FAK, de" p130

cas 
 et de la 

paxilline, ainsi qu’à l’augmentation de la migration et de l’invasion des cellules MCF-7, 

suggérant un rôle important de la déphosphorylation de FAK, induite par la stimulation de 

facteurs de croissance, dans la migration et l’invasion cellulaire. De manière similaire, nous 

observons une déphosphorylation de FAK Y397 dans la lignée CNIO AA présentant une 

activation de Tyro-3/Axl par Gas6. 

Il nous semble donc intéressant de mieux explorer le rôle de Gas6 dans la déphosphorylation 

de FAK et dans la motilité et la migration des cellules de léiomyosarcomes. Ces observations 

indiquent que le rôle de FAK dans la migration cellulaire et dans la prolifération est complexe 

et dépend largement du modèle tumoral et de l’environnement de la cellule. Des inhibiteurs de 

FAK sont actuellement étudiés en clinique, mais on peut soupçonner que leur développement 

va se heurter à la multiplicité des fonctions de cette molécule selon les modèles. En effet, la 

prolifération tumorale ou la capacité de migration sont associées, dans différents modèles, à 

l’activation ou à l’inactivation de la kinase. 

Impact des mutations activatrices de KIT sur le trafic intracellulaire de la 

protéine 

Nos résultats mettent en évidence un possible rôle autocrine de Gas6 sur certaines lignées et 

tumeurs fraîches de léiomyosarcomes et dans la lignée CNIO AA. L’analyse de la localisation 

du récepteur et de son ligand montre une expression cytoplasmique plutôt que membranaire 

des deux molécules associées. Le mode de fonctionnement autocrine « intracrine » de 

facteurs de croissance a déjà été rapporté dans plusieurs modèles physiologiques et tumoraux 

(EPO, IL-6). Dans notre deuxième article nous montrons que ce processus concerne 

également le récepteur KIT, porteur de mutations caractéristiques des tumeurs de type GIST. 

Les GISTs sont devenus une entité nosologique à part entière depuis la découverte en 1998 de 

mutations activatrices du récepteur KIT dans des formes familiales et sporadiques de GIST. 

(CD117) (Hirota et al., 1998). Antérieurement, les GISTs étaient fréquemment confondus 

avec les léiomyosarcomes. Actuellement, on admet que les GIST correspondent à la 

transformation de cellules interstitielles de Cajal, cellules responsables du péristaltisme du 

tube digestif exprimant le récepteur KIT, ou d’un précurseur commun qu’elles partageraient 

avec les cellules musculaires lisses de la motricité intestinale  (Kindblom et al., 1998). Depuis 

2001, après la mise en évidence de l’effet anti-tumoral de l’imatinib (Blanke et al., 2008; 
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Demetri et al., 2002; Joensuu et al., 2001; Verweij et al., 2004), cette tumeur est devenue le 

modèle paradigme des thérapeutiques ciblées des tumeurs solides, et aussi pour la recherche 

de cibles moléculaires dans les autres types de sarcomes. Les mécanismes moléculaires de la 

résistance au traitement sont multiples : il a été montré que la survie des patients suite au 

traitement était corrélée à la topographie de la mutation sur le gène KIT et donc sur la protéine 

KIT, possiblement à la nature de la mutation lorsqu’elle concerne par exemple l’exon 11 

(codons 557_558, vs plus distale), à l’émergence de mutations secondaires de KIT codant 

pour des protéines résistantes à l’imatinib (Debiec-Rychter et al., 2004; DeMatteo et al., 2007; 

Heinrich et al., 2003a). Il est cependant établi que l’expression de la kinase cible n’est pas 

suffisante pour prédire la réponse à l’inhibiteur et que la kinase est exprimée fréquemment de 

manière intracytosolique dans certaines tumeurs en analyse immunohistochimique (Sciot et 

al., 2008). 

Dans ce contexte, dans notre travail faisant l’objet de l’article 2 (Tabone-Eglinger et al., 

2008), nous avons examiné la localisation subcellulaire de la kinase KIT normale et de la 

kinase mutée dans un modèle, artificiel, de NIH3T3 transfectées par la forme sauvage du gène 

KIT ou par les formes mutées de KIT D6 (délétion des codons 557 et 558),et D54 (délétion de 

18 codons plus en aval de l’exon 11). Nous avons démontré que les mutations de KIT

induisaient une altération de la maturation et du trafic intracellulaire de la protéine. Ceci 

conduit à une rétention intracellulaire d’une forme immature de KIT (125 kDa), présente dans 

les compartiments intracellulaires dans un état actif. De même, l’expression de la forme 

membranaire de KIT est réduite chez les GISTs mutants (Bachet et al., 2009) comparés aux 

GIST porteurs de gènes KIT non mutés, alors que l’expression de l’ARNm de KIT était 

équivalente dans les deux cas. De façon intéressante, nous observons que l’imatinib bloque ce 

phénomène tout en restaurant l’expression membranaire, mais non activée, de la forme 

immature de KIT. L’ensemble de ces résultats pourrait donc expliquer le manque de 

corrélation entre l’expression membranaire de KIT et la réponse à l’imatinib (Sciot et al., 

2008). 

De manière importante, ces résultats illustrent une nouvelle fois l’existence d’altérations du 

trafic intracellulaire des protéines de type récepteur tyrosine kinase mutés, quelle que soit la 

nature du récepteur membranaire et de la cytokine en cause. Un mode de fonctionnement 

intracrine a ainsi été rapporté avec les hématopoiétines (EPO, IL-6), agissant par un mode 

autocrine- intracrine du fait de l’augmentation conjointe de l’expression du récepteur et de son 

ligand dans l’adénocarcinome du rein et le myélome. Dans ces modèles, les récepteurs en 

cause ne sont pas des récepteurs tyrosine kinase, mais des récepteurs couplés, transduisant le 
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signal grâce à l’interaction avec les molécules de la famille des Janus kinases. Nous 

soupçonnons un fonctionnement similaire de la boucle autocrine que nous décrivons pour 

Gas6 et Tyro-3 dans la mesure où 1°) nous observons une co-localisation intracellulaire de la 

cytokine et de ses récepteurs Tyro3 et Axl, 2°) les anticorps anti récepteurs et anti Gas6 ne 

permettent pas de moduler la viabilité ni la prolifération cellulaire ni la signalisation via Akt, 

tandis que 3°) les siRNA bloquent l’expression de Tyro-3 et Axl et affectent la viabilité 

cellulaire. Dans le présent modèle, le récepteur Tyro-3, dont l’expression n’est pas limitée aux 

compartiments intracellulaires, est présent et fonctionnel à la membrane plasmique, dans la 

mesure où Gas6 exogène module l’expression et la phosphorylation de plusieurs protéines 

(Akt et FAK notamment). Il sera intéressant de confirmer notre hypothèse dans les lignées de 

LMS en utilisant des petites molécules inhibitrices des tyrosine kinases Axl et Tyro-3 et 

d’analyser la topographie du ligand et de ses deux récepteurs en microscopie confocale, 

comme cela a pu être réalisé pour KIT sur les cellules NIH3T3 transfectées.  

Un mode de fonctionnement intracrine est donc démontré également avec le récepteur KIT 

muté dans ce travail, ajoutant ainsi à la liste des récepteurs agissant selon un mode intracrine, 

ce modèle où le récepteur est activé indépendamment du ligand. 

La signification biologique de la délocalisation dans les compartiments intracellulaires des 

récepteurs mutés activés ou des récepteurs/ligands produits selon un mode autocrine reste à 

établir. Nous testerons, dans la suite de ce travail, l’hypothèse selon laquelle cette 

délocalisation pourrait leur permettre d’échapper aux systèmes de rétrocontrôles 

physiologiques de leur fonction notamment l’internalisation et la déphosphorylation par des 

enzymes spécifiques. 

Perspectives  
Le travail que nous avons présenté nous ouvre plusieurs perspectives.  

Tout d’abord, il nous semble important d’évaluer l’expression de Tyro-3 sur une plus grande 

série de tumeurs de léiomyosarcome, en utilisant la même approche protéomique. Une 

analyse portant sur une série de 30 léiomyosarcomes est en cours. Cette série de tumeurs 

comprend 10 LMS indifférenciées (G3), 10 tumeurs peu différenciées (G2) et 10 tumeurs bien 

différenciées (G1), selon une classification génomique par CGH array réalisée par l’équipe 

d’Alain Aurias à l’institut Curie à Paris.  
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Nous nous proposons de déterminer si nous retrouvons ces trois mêmes groupes de LMS 

classés selon des profils d’expression protéiques. Cette approche devra être couplée à une 

analyse à plus large échelle,  par exemple sur les TMA, de l’expression de Tyro-3 et de Gas6 

en immunohistochimie et également de Axl et des éléments de la voie de signalisation 

PI3K/Akt et mTOR, par exemple P-Akt ou P-p70S6. 

L’utilisation des inhibiteurs tyrosine kinases ciblant Tyro-3 et Axl tels que les molécules BMS 

777607, BMS-796302 et le Foretinib, seuls ou combinés à des agents cytotoxiques sera 

évaluée dans les cellules de LMS in vitro. Cette approche pourrait être également évaluée 

chez l’animal in vivo.  

Nous étudierons de même, le rôle de FAK dans la migration des cellules de léiomyosarcome, 

en explorant des inhibiteurs spécifiques sur des lignées exprimant FAK phosphorylée telles 

que SK-LMS-1, et l’implication de Gas6 dans cette voie. 

Nous nous proposons en outre de poursuivre ce travail par une recherche de mutations et 

d’amplification génique de Tyro-3 et de Axl et de l’ensemble des 58 RTK du génome humain 

sur une série de LMS, afin d’explorer la présence possible de mutations activatrices ou 

d’autres mécanismes d’activation en sus de la surexpression conjointe du ligand et de son 

récepteur. 

Enfin nous explorerons plus en détail le rôle potentiel de PKC theta, également 

retrouvé surexprimé spécifiquement dans les 13 LMS étudiés, et dont nous allons étudier le 

niveau d’expression dans la série de validation de 30 tumeurs en cours d’analyse, ainsi que 

sur les lignées tumorales CNIO AA et SK-LMS-1 que nous avons utilisées comme modèles 

dans nos travaux. 

L’approche séquentielle, protéomique, puis analyse fonctionnelle s’est révélée fructueuse 

pour identifier une cible thérapeutique potentielle dans une tumeur dont la biologie reste 

encore imparfaitement comprise. Nous pensons que l’application de ce type d’approche 

protéique serait également intéressante dans les autres types de sarcomes afin de mieux les 

caractériser sur le plan protéique en identifiant des voies de signalisation activées.  

Conclusion  
Nos travaux ont montré l’intérêt de l’approche protéomique dans l’identification de cibles 

thérapeutiques dans les cancers, notamment les léiomyosarcomes. Nous avons apporté de 

nouvelles données fondamentales pour la compréhension des voies de signalisation 

intracellulaires de ces tumeurs agressives, mal caractérisées sur le plan moléculaire. Ces 
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résultats ouvrent des perspectives pour la recherche de cibles moléculaires dans les sarcomes 

à génétique complexe en utilisant de telles approches.  
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Table 1: Clinical presentation in the 2 groups 

Patient Id
Proteomic

Group 
Age

Sex
Grade Site of the primary 

Clinical 
Status 

Tyro3
Gas 6 

Axl 
Phospho 

Axl 
Akt 

Phospho 
Akt 

Erk1/2 
Phospho 

Erk 

LMS 1 1 80 M 3 Shoulder NED ЩЩЩ" ヰ" Щ" ЩЩ" ЩЩ" Щ" ЩЩ" ЩЩ"
LMS 3 1 55 F 2 Retroperitoneum  DOD ЩЩЩ" +++ 0 ++ ++ ++ ++ ++ 

LMS 4 1 64 F 3 Thigh NED Щ" +++ ++ + +++ ++ +++ +++ 

LMS 5 1 75 M 3 Thigh DOD ЩЩ" + + + ++ ++ ++ ++ 

LMS 6  1 64 F 3 Thigh DOD Щ" 0 + + ++ 0 + 0 

LMS 2 1 71 F 2 Thigh DOD ЩЩ" +++ ++ ++ ++ +++ ++ 0 

LMS 11 2 69 M 3 Abdominal wall DOD ЩЩ" 0 +++ + +++ 0 ++ 0 

LMS 9 2 72  F  3 Trunk wall DOD ЩЩЩ" +++ + + +++ +++ +++ +++ 

LMS 10 2 69 M 2 Leg DOD Щ" ++ + ++ +++ +++ +++ +++ 

LMS 8 2 65 F 3 Pelvis NED Щ" 0 ++ + ++ + +++ ++++ 

LMS 7 2 80 F 2 Arm AWD ЩЩЩ" 0 ++ + +++ + ++ 0 

LMS 12 2 53 F 3 Uterus Lost F.UP Щ" +++ + + ++ +++ ++ + 

LMS 13 2 67 F 3 Retroperitoineum  NED Щ" +++ + ++ ++ ++ +++ +++ 
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Résumé. Les progrès récents en matière de biologie des sarcomes des tissus mous et
des tissus conjonctifs localement agressifs ont permis de mieux appréhender les
différentes entités moléculaires et histologiques de la maladie. Six sous-types bien
différenciés ont été identifiés présentant des anomalies moléculaires spécifiques : 1)
translocations spécifiques aboutissant à la constitution de gènes de fusion codant des
protéines qui agissent comme des facteurs de croissance (EWS/Flil dans le sarcome
d’Ewing, PDGF-COL1A1 dans le DFSP) ; 2) mutations touchant les récepteurs à
tyrosine kinases (KIT dans les GIST) ; 3) délétion de gènes suppresseurs de tumeur
(NF1 impliqué dans la neurofibromatose de type 1 ou INI1 dans les tumeurs
rhabdoïdes) ; 4) altérations génétiques simples (amplification de mdm2/cdk4 dans
les liposarcomes bien différenciés ou dédifférenciés) ; 5) altérations génétiques plus
grossières (comme dans le cas du léiomyosarcome) ; 6) altération des voies de
l’adhésion cellulaire (délétion du gène APC ou mutation de la b-caténine dans les
fibromatoses agressives). Avec la généralisation des nouvelles techniques de biologie
moléculaire, cette classification est actuellement en pleine évolution. L’identifica-
tion de mutations constitutionnelles spécifiques a permis le développement d’agents
thérapeutiques ciblés efficaces contre certains sous-types histologiques de sarcomes.
L’un des exemples les plus intéressants est l’identification de mutations activatrices
de KIT et de PDGFRA, responsables de la transformation tumorale dans les tumeurs
stromales gastro-intestinales (GIST), qui a amené le développement de plusieurs
molécules ciblées comme l’imatinib, le sunitinib, le nilotinib, ou encore l’inhibiteur
des HSP90 IPI-504. L’imatinib est utilisé dans le traitement des DFSP, caractérisés
par une translocation du gène PDGF, ou dans les synovites villonodulaires pigmen-
tées (PVNS), une tumeur des tissus mous également localement agressive, et liée à
une anomalie du gène codant pour le M-CSF. Plusieurs essais cliniques de phase I et
II ont permis de mettre en évidence des réponses à l’anticorps anti-IGF1R dans les
tumeurs du premier sous-type, les sarcomes d’Ewing, dans lesquelles le produit du
gène de fusion régule la protéine IGFBP3. Des inhibiteurs de CDK4 et MDM2 sont
en cours d’évaluation clinique dans le quatrième sous-type. D’autres approches plus
empiriques sont actuellement étudiées : agents anti-angiogéniques (pazopanib,
sorafenib) et inhibiteurs de mTOR (deforolimus) pour lesquels des essais de phase II
ont démontré une activité dans certains sous-types de sarcomes. Les inhibiteurs de
mTOR sont également en cours d’évaluation dans des essais de phase II et III. La
caractérisation moléculaire des sarcomes a permis de développer des thérapeutiques
ciblées visant à corriger les anomalies responsables. La recherche de transfert
constitue un outil essentiel pour le développement de nouveaux traitements et
l’identification des mécanismes de réponse et de résistance mis en place par ces
tumeurs. ▲

Mots clés : sarcome, tumeur stromale gastro-intestinale, GIST, chimiothérapie, thérapie
ciblée, angiogenèse, mTOR, KIT, PDGFR

Abstract. Recent progress made in the field of sarcoma biology has shed new light on the
pathophysiology of these numerous but rare diseases. Soft tissue sarcomas can be divided into 6
sub-types based on the underlying molecular biology of the disease : 1) translocation leading to
fusion proteins involving transcription factors or growth factors (Ewing sarcoma, myxoid
liposarcoma, dermatofibrosarcoma protuberans) ; 2) tyrosine kinase receptor mutations (gas-
trointestinal stromal tumors) ; 3) tumor-suppressor gene deletion (type 1 neurofibromatosis,
rhabdoid tumors) ; 4) genetic alteration such as amplification of chromosomal regions (well
differentiated/dedifferentiated liposarcoma) ; 5) sarcomas with more complex genetic altera-
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tions (leiomyosarcoma) and 6) abnormalities involving the cell-adhesion pathways (aggressive
fibromatosis). Together with the current development of numerous targeted therapies, these recent
progress are the basis of tomorrow’s personalised medicine for patients with soft tissue
sarcoma. ▲

Key words: sarcoma, gastrointestinal stroma tumors, GIST, chemotherapy, targeted therapy,
angiogenesis, mTOR, KIT, PDGFR

Introduction

Les sarcomes rassemblent un groupe de tumeurs rares et
hétérogènes qui représentent environ 1 à 2 % de l’ensemble
des tumeurs malignes des tissus conjonctifs [1]. Leur inci-
dence annuelle, tous sites confondus, est mal connue mais les
chiffres habituellement proposés sont certainement en deçà
de la réalité. On estime qu’entre 5 et 7 nouveaux cas-
pour 100 000 habitants sont diagnostiqués chaque année.
L’identification des altérations moléculaires associées aux
différents sous-types de la maladie, en particulier les muta-
tions précoces acquises au cours de la progression tumorale
et qui caractérisent les différentes entités nosologiques –
translocations, mutation de la tyrosine kinase [2, 3], ont
permis le développement de traitements ciblant spécifique-
ment les anomalies responsables de la transformation mali-
gne.
De très nombreuses altérations génomiques ont été observées
et les sarcomes sont actuellement subdivisés en entités molé-
culaires et histologiques bien distinctes. Il est à noter, toute-
fois, que cette classification évolue rapidement. Six sous-
types de tumeurs conjonctives ont ainsi été identifiés, en
fonction des anomalies moléculaires rencontrées : 1) translo-
cations spécifiques aboutissant à la constitution de gènes de
fusion codant des modulateurs de transcription ou des protéi-
nes qui agissent comme des facteurs de croissance (EWS/Flil
dans le sarcome d’Ewing, PDGF-COL1A1 dans le dermatofi-
brosarcome de Darier-Ferrand -DFSP) [4, 5] ; 2) mutations
touchant les récepteurs à tyrosine kinases (KIT et PDGFRA
dans les GIST) [6, 7] ; 3) délétion de gènes suppresseurs de
tumeur (NF1 impliqué dans la neurofibromatose de type 1 ou
INI1 dans les tumeurs rhabdoïdes) [8, 9] ; 4) altérations
génétiques simples (amplification de mdm2/cdk4 dans les
liposarcomes bien différenciés ou dédifférenciés) [10, 11] ; 5)
altérations génétiques plus grossières (comme dans le cas du
leiomyosarcome) [12, 13] ; 6) altération des voies de l’adhé-
sion cellulaire (délétion du gène APC ou mutation de la
b-catenine dans les fibromatoses agressives) [14, 15].
Les nouvelles stratégies thérapeutiques développées pour le
traitement de ces tumeurs suivent toutes ce même principe de
ciblage spécifique des différents sous-types moléculaires et
histologiques [16]. Le ciblage de KIT par des inhibiteurs
spécifiques de tyrosine kinase (imatinib, sunitinib, et plus
récemment nilotinib) est le premier traitement ciblé ayant
démontré un gain de survie chez des patients par ailleurs
résistants à la chimiothérapie et à la radiothérapie [17-19].
Certaines molécules ciblant le récepteur de l’IGF1 (IGF1R), la
cible moléculaire de la rapamycine (mTOR), les récepteurs
erbB (EGFR, HER2), certains facteurs angiogéniques ou des
protéines de choc thermique (heat shock protein, HSP) ont
fait l’objet d’essais cliniques ou sont en cours d’évaluation
dans d’autres sous-types histologiques [20-27]. En ce qui
concerne les cytotoxiques, certains agents ont une efficacité

spécifique reconnue, comme la trabectedin-ET743 ou l’asso-
ciation gemcitabine-docetaxel dans les léiomyosarcomes et
les liposarcomes [28-30], les taxanes, et les drogues ciblant
les microtubules dans les angiosarcomes [31, 32]. En 2008,
les nouveaux cytotoxiques en cours d’évaluation clinique
sont ainsi stratifiés selon le sous-type histologique de la
tumeur traitée.
Nous reverrons ci-après les options thérapeutiques actuelle-
ment disponibles pour le traitement des sarcomes et des GIST.
Nous évaluerons ensuite les progrès accomplis vers un trai-
tement ciblé des patients.

Le paradigme : traitement cible des GIST

Les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST), qui se déve-
loppent à partir des cellules interstitielles de Cajal, peuvent
toucher n’importe quelle partie du tractus digestif, et plus
particulièrement l’estomac et l’intestin grêle [33]. Leur inci-
dence est d’environ 1,5 cas pour 100 000 personnes [34, 35].
L’analyse immunohistochimique montre une positivité du
CD117/KIT dans 95 % des cas. Malgré son manque de spé-
cificité et son expression irrégulière dans ces tumeurs rares, la
protéine KIT est cependant considérée comme le marqueur
incontournable des GIST [33]. En 1998, Hirota et al. ont
identifié une mutation activatrice du gène KIT codant pour le
récepteur d’un facteur de croissance, le stem cell factor [6], et
il est actuellement admis que 75 à 80 % des GIST présentent
une telle mutation [33]. Sont concernés essentiellement les
exons 11 et 9 (dans respectivement 30 et 10 % des cas), et de
manière moins fréquentes les exons 13, 14 et 17 (0,5 à 1 %
des cas) [33]. Plus récemment on a identifié un sous-groupe
de GIST ne présentant pas de mutations de KIT mais des
mutations activatrices du gène codant pour le PDGFRA
(platelet-derived growth factor receptor alpha) [7]. Ces muta-
tions, que l’on retrouve dans 5 à 7 % des tumeurs avancées et
probablement plus fréquemment dans les tumeurs localisées,
sont mutuellement exclusives avec les mutations de KIT. Seuls
12 à 15 % des GIST ne sont associés à aucune mutation ; ceci
concerne essentiellement les formes pédiatriques ou les GIST
survenant dans le cadre d’une neurofibromatose de Recklin-
ghausen (NF1) ou d’un syndrome de Carney. Des mutations
de KIT et de PDGFR ont été mises en évidence dans des
biopsies tumorales de GIST de stade précoce et, plus récem-
ment, dans les GIST asymptomatiques trouvées à l’autopsie
chez 30 % des individus normaux [36].
En 2008, la qualité de la résection chirurgicale reste un
élément essentiel de la prise en charge chez les patients
porteurs de tumeurs localisées [37-39]. L’exérèse chirurgicale
doit être complète, en évitant toutefois de rompre la tumeur
de manière à éviter la diffusion des cellules cancéreuses dans
l’organisme, principalement dans la cavité péritonéale.
Plusieurs facteurs pronostiques ont été identifiés dans les
formes localisées. La classification histo-pronostique est fon-
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dée sur deux critères principaux qui sont la taille de la tumeur
primitive et l’index mitotique évalué sur 50 champs à fort
grossissement. Le site tumoral et éventuellement la nature des
mutations ont également un impact sur le devenir des patients
et ces deux critères devraient prochainement être intégrés à la
décision thérapeutique [40, 41].
Dans les formes avancées, au contraire, le rôle de la chirurgie
reste à démontrer, même si certaines rémissions passagères
sont parfois observées après résection complète de tumeurs
métastasiées [42-44]. Dans ces stades avancés, les recom-
mandations actuelles préconisent l’utilisation d’imatinib mé-
sylate (400 mg/jour) en première ligne de traitement [39, 45,
46]. Le délai moyen avant progression chez les patients traités
par imatinib est de 2 ans. Une résistance primaire au traite-
ment est observée chez 5 % des patients, tandis qu’une
majorité d’entre eux développent une résistance secondaire
précoce (1 an) ou tardive [17-19, 47]. Chez les patients en
progression, l’imatinib à la dose de 800 mg/jour permet le
contrôle de la tumeur dans 30 à 35 % des cas, avec une survie
sans progression de 4 mois en moyenne [48]. Les résultats
d’une méta-analyse de deux études randomisées comparant
les deux niveaux de dose d’imatinib (400 mg/jour vs. 800
mg/jour) ont été présentés au congrès de l’ASCO 2007. Cette
étude a démontré la supériorité de la plus forte dose, avec un
allongement de la survie sans progression chez les patients
porteurs de mutations de l’exon 9 [49]. Les recommandations
publiées à l’issue de l’ESMO 2008 préconisent l’utilisation de
l’imatinib 800 mg/jour, désormais considéré comme le traite-
ment standard de première ligne dans cette indication [46].
L’étude BRF14 a cherché à évaluer si l’interruption du traite-
ment était envisageable après 1 ou 3 ans de traitement. Les
résultats ont montré un taux élevé (>90 %) de progression
chez les patients atteints de GIST avancés avec une médiane
de survie sans progression de 6 mois après l’interruption du
traitement [47, 50]. Même si la reprise de l’imatinib a permis
d’obtenir un nouveau contrôle de la maladie chez la plupart
des patients, l’impact de cette interruption sur la survie glo-
bale reste à déterminer.
En 2006, le sunitinib a reçu une AMM en traitement de
seconde intention pour les patients en échec de traitement
par imatinib (toxicité ou progression). L’efficacité de ce trai-
tement a été prouvée, avec 8 % de réponses complètes (RC)
ou partielles (RP), 60 % de stabilisations de la maladie (SD), et
une médiane de survie sans progression proche de 6 mois
chez les patients résistants à l’imatinib [51].
D’autres molécules ciblant KIT et PDGFRA ont également
donné des résultats prometteurs. C’est le cas du nilotinib,
initialement utilisé en traitement de seconde ligne des leucé-
mies myéloides chroniques (LMC) réfractaires à l’imatinib et
qui semble également démontrer une grande efficacité asso-
ciée à une toxicité acceptable chez les patients porteurs de
GIST imatinib-résistants [52]. Un essai de phase I/II a rapporté
un taux de RC/RP/SD de 65 % chez les patients résistants à
l’imatinib et au sunitinib, avec une médiane de survie sans
progression de 23 semaines. Un essai de phase III testant
l’efficacité du nilotinib dans les GIST résistants à l’imatinib est
en cours ; le recrutement des patients vient de s’achever et les
résultats sont attendus.
Parmi les autres molécules en cours d’étude dans les GIST
avancés on trouve le PTK787/ZK222584 (PTK/ZK ou vatala-
nib). Les résultats d’un essai de phase II chez des patients
porteurs de GIST réfractaires à l’imatinib présentés au congres
de l’ASCO 2006 et récemment publiés : le PTK/ZK administré

par voie orale a démontré un bénéfice clinique
(RC + RP + SD à plus de 3 mois) chez 10 des 15 patients
inclus (67 %) [53]. Un autre inhibiteur multifonctionnel de
tyrosine kinase, l’AMG 706, permet d’inhiber in vitro la
phosphorylation de la protéine KIT [54]. Un essai internatio-
nal portant sur 138 patients souffrant de GIST réfractaires à
l’imatinib (au minimum 600 mg/jour pendant 8 semaines ou
plus) a rapporté un taux de réponse selon RECIST de 3 %, une
stabilisation de la maladie pendant 52 jours ou plus chez
46 % des patients, une médiane de survie sans progression de
16 semaines, et 27 % de patients non progressifs à 6 mois
[55]. Un autre inhibiteur multifonctionnel des tyrosine kina-
ses initialement développé comme inhibiteur de la protéine
kinase C, la molécule PKC412, est aussi potentiellement actif
sur d’autres cibles moléculaires, notamment les récepteurs à
activité tyrosine kinase c-KIT, VEGFR, PDGFR et Flt3. L’effi-
cacité de cette molécule contre certaines mutations de c-Kit
et PDGFRA a été démontrée dans des modèles pré-cliniques
[56, 57]. Un essai de phase I/II testant l’efficacité du PKC412
pour le traitement des GIST imatinib-résistants a produit des
résultats intéressants qui ont été publiés au congrès de
l’ASCO en 2005 [58]. L’étude a cependant révélé une inte-
raction pharmacologique entre PKC412 et imatinib, nécessi-
tant une augmentation de la dose d’imatinib de 600 à
1 000 mg/jour. Le dasatinib est un inhibiteur de tyrosine
kinase efficace dans les LMC réfractaires à l’imatinib ; son
action inhibitrice de la protéine KIT mutante ou sauvage a
également été démontrée in vitro [59]. Un essai de phase I a
mis en évidence une activité antitumorale transitoire de la
molécule dans les GIST et les sarcomes des tissus mous (STM)
[60], et un essai de phase II est actuellement en cours.
Plusieurs essais de phase II ont testé le sorafenib chez les
patients porteurs de GIST réfractaires aussi bien à l’imatinib
qu’au sunitinib. Des résultats intéressants ont été obtenus,
avec une médiane de survie sans progression de près de
4 mois et au moins une rémission transitoire de la maladie
chez 2 patients sur 3 [61]. Enfin, un inhibiteur hydrosoluble
des HSP90, l’IPI504, a fait l’objet d’un essai de phase I dans
les GIST imatinib-résistants. Les résultats prometteurs rappor-
tés au dernier congrès de l’ASCO en 2008 ont montré une
rémission transitoire de la maladie chez 50 % des patients
[62].
Quatre essais sont actuellement en cours en Europe, aux
États-Unis et au Japon pour tester l’imatinib en situation
adjuvante. La première étude (ACOSOG-Z9001) prévoit de
comparer l’imatinib à la dose de 400 mg/jour pendant un an
versus placebo ; la seconde (EORTC 62024) compare l’effet
de l’imatinib 400 mg/jour en thérapie adjuvante pendant
2 ans versus absence de traitement ; finalement, la troisième
et la quatrième étude comparent la même dose d’imatinib
(400 mg/jour) administrée pendant 1 an versus 3 ans
(SSG/AIO) ou pendant 1 an versus 6 mois (étude japonaise).
La première étude concerne des patients porteurs de GIST
recevant un traitement adjuvant par imatinib après résection
complète d’une tumeur de plus de 3 cm, tandis que les trois
autres portent sur des patients à risque élevé ou à risque
intermédiaire de rechute, avec un risque de rechute à long
terme avoisinant les 60-70 %. Les données préliminaires de
l’étude ACOSOG présentées au congrès de l’ASCO en 2007
ont montré une réduction importante du risque de rechute,
sans que l’on sache si l’imatinib permet de prévenir la rechute
ou simplement de la retarder. L’impact du traitement adjuvant
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sur la réponse au traitement par imatinib au moment de la
rechute métastatique reste également à déterminer [63].
Par ailleurs, l’identification d’un groupe de patients présen-
tant un risque de rechute supérieur à 85 % [46] ainsi que les
résultats de l’étude BFR14 soulèvent la question d’une éven-
tuelle prolongation du traitement adjuvant par imatinib
(5 ans, vie entière ?).

Traitement des sarcomes des tissus mous

Les sarcomes des tissus mous représentent environ 2/3 des
sarcomes. Le traitement standard associe chirurgie et radio-
thérapie adjuvante [64-66]. Sauf dans le cas du sarcome
d’Ewing des parties molles ou des rhabdomyosarcomes al-
véolaires ou embryonnaires des tissus mous, l’addition de
chimiothérapie en situation adjuvante n’a pas apporté à ce
jour de bénéfice thérapeutique tangible sur la survie. Les
résultats d’une importante méta-analyse ont montré une amé-
lioration de la survie sans progression locale ou à distance
chez les patients traités par chimiothérapie adjuvante, mais
sans bénéfice significatif en ce qui concerne la survie globale
[67]. Une étude récente conduite par le Groupe Sarcomes
italien a montré une amélioration significative de la survie
globale chez les patients porteurs de sarcomes des extrémités
à haut risque recevant une chimiothérapie adjuvante à base
d’ifosfamide [68]. Cependant, ce bénéfice de survie globale
n’a pas été retrouvé à long terme. Les variations individuelles
du risque de rechute, le respect de la dose intensité, ou
d’autres facteurs qui restent à déterminer peuvent expliquer
ces différences. La plus grande étude de chimiothérapie adju-
vante par doxorubicine-ifosfamide dans les STM, rapportée
en 2007 par le groupe Sarcomes de l’EORTC (EORTC STBSG)
à l’ASCO, n’a pas mis en évidence de bénéfice significatif
[69].
Chez les patients métastatiques, une chimiothérapie combi-
née comprenant la doxorubicine reste le traitement standard
dans la plupart des sous-types histologiques, même si des
taux de réponses de seulement 25 à 35 % ont été obtenus
dans la plupart des séries, avec une médiane de survie sans
progression de 6 mois et une médiane de survie globale de
12 mois [70-73]. Ces données n’ont que peu ou pas évolué
depuis 20 ans. La plupart des combinaisons présentent une
toxicité trop importante pour les patients, le plus souvent sans
augmenter significativement le taux de survie par rapport à la
doxorubicine utilisée seule. Par ailleurs, quel que soit le
protocole utilisé, un petit nombre de patients de stade avancé
survivent à long terme ; la proportion atteint 20 % chez les
patients en réponse complète après traitement de première
ligne, mais seulement 3 à 4 % chez ceux qui obtiennent, au
mieux, une réponse partielle ou une stabilisation de la mala-
die [70]. Les sarcomes de stade avancé doivent par consé-
quent être considérés comme curables, même si le nombre de
patients effectivement guéris en 2008 reste modeste.
Il reste par conséquent de nombreux progrès à faire dans la
prise en charge des sarcomes des tissus mous ; les traitements
les plus innovateurs concernent actuellement les formes mé-
tastatiques. Cependant, il faut garder à l’esprit que les premiè-
res étapes de la prise en charge, lorsque la maladie est encore
localisée, sont cruciales pour prévenir les rechutes et amélio-
rer la survie des patients. Pour les sarcomes opérables, l’amé-
lioration de la prise en charge passe par une modification de
la stratégie thérapeutique et l’intervention d’équipes pluridis-
ciplinaires dans des centres spécialisés [1, 74, 75].

Les nouvelles molécules en cours de développement dans
cette indication sont de 2 ordres : les agents cytotoxiques et
les traitements moléculaires ciblés.

Nouveaux agents cytotoxiques pour le traitement
des sarcomes : le temps des traitements
ciblés par sous-type histologique ?

Plusieurs médicaments cytotoxiques comme les taxanes, la
trabectedine ou d’autres molécules non encore validées, ont
démontré une certaine activité dans les sarcomes.
Parmi les taxanes, le docetaxel et le paclitaxel utilisés à
hautes doses induisent in vitro l’assemblage des microtubules
et inhibent la dépolymérisation de la tubuline. In vivo et dans
les conditions normales de traitement, ces drogues exercent
vraisemblablement un effet déstabilisant sur l’assemblage des
microtubules [76]. L’efficacité du docetaxel utilisé seul reste
limitée dans les sarcomes et n’a pas été confirmée dans des
cohortes de patients non sélectionnés [77, 78]. De la même
manière, la gemcitabine, un antimétabolite qui agit par blo-
cage de la synthèse de l’ADN, n’a montré qu’une efficacité
relativement faible dans les STM [79]. Cependant, une chi-
miothérapie combinant les deux agents administrée en pre-
mière ou deuxième intention a permis d’obtenir des taux de
réponse objective importants (18,4 % dans les STM et 53 %
dans les leiomyosarcomes), avec une toxicité acceptable
[29]. Une étude randomisée de phase II utilisant une méthode
statistique originale (méthode bayésienne) a montré la supé-
riorité de la combinaison par rapport à la gemcitabine utilisée
seule, avec une amélioration de la survie sans progression et
de la survie globale [30]. C’est le premier essai clinique
publié rapportant une amélioration de la survie globale dans
les sarcomes avancés. Une petite étude randomisée compa-
rant les 2 options et portant exclusivement sur des leiomyo-
sarcomes a été présentée par le Groupe Sarcomes français à
l’ASCO 2008, sans toutefois confirmer la supériorité de la
combinaison sur la gemcitabine seule. Cette différence de
résultats pourrait être imputée au faible nombre de patients
inclus dans cette dernière étude [80].
Plusieurs études rétrospectives, et une étude prospective réa-
lisée par le groupe sarcome Français (Penel N et al. J Clin
Oncol 2008 sous presse) ont démontré cependant une acti-
vité tumorale significative du paclitaxel dans un sous-type
histologique rare comme l’angiosarcome, en particulier les
lésions de la tête et du cou, généralement considéré comme
résistant à la chimiothérapie après échec de la doxorubicine
[31, 81, 82].
L’ecteinascidine 743 (ET743 ou trabectedine) est une molé-
cule naturelle d’origine marine qui se lie de façon covalente
dans le petit sillon de l’ADN et bloque le cycle cellulaire au
niveau de la transition G2/M. Elle induit une apoptose p53-
dépendante et inhibe la transcription des gènes induits. La
dose quotidienne recommandée est de 1,5 mg/m2 en perfu-
sion continue sur 24 heures. Plusieurs essais de phase II
testant l’efficacité et la toxicité de ET-743 chez les patients
porteurs de sarcomes des tissus mous ont été publiés [83-87].
Tous ont rapporté des taux de réponse relativement faibles
(respectivement 4, 8 et 8 %) mais une stabilisation prolongée
de la maladie avec des taux de survie sans progression entre
20 et 29 % à 6 mois. Des toxicités modérées, essentiellement
hépatiques et hématologiques, ont été observées, avec moins
de 10 % de neutropénies fébriles, aucune neutropénie dans
l’étude américaine, des thrombocytopénies de grades 3 et 4
chez approximativement 20 % des patients et une élévation
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transitoire des transaminases AST et/ou ALT chez 40 à 50 %
des patients. ET-743 présente donc une activité antitumorale
significative dans les formes avancées, au prix d’une toxicité
importante mais gérable. L’efficacité de la molécule en pre-
mière ligne a fait l’objet d’un essai de phase II rapporté par
Garcia-Carbonero et al. [85]. L’étude a mis en évidence un
taux de réponse légèrement supérieur, avec 17 % de réponses
globales et 24 % de survie sans progression à 6 mois. Ce taux
de survie sans progression reste de 21 % à 1 an, ce qui tend à
prouver que la trabectedine peut avoir un bénéfice prolongé
chez les patients répondeurs.
Les résultats préliminaires d’une étude de phase II (STS201)
évaluant l’efficacité et la tolérance de la trabectedine soit en
perfusion de 24 heures toutes les trois semaines (1,5
mg/m2/jour), soit en perfusion hebdomadaire de 3 heures
pendant 3 semaines consécutives sur un cycle de 4 semaines
(0,58 mg/m2) ont montré une amélioration de la survie sans
progression et une légère augmentation de la survie globale
avec le schéma d’administration sur 3 semaines [88]. Deux
essais de phase II ont également été conduits dans les GIST,
mais n’ont pas démontré d’efficacité de la trabectine, avec
des taux de réponse nuls et une survie sans progression
extrêmement limitée (< 2 mois) [89, 90]. L’ET-743 apparaît
donc inefficace dans cette indication. En revanche, le béné-
fice clinique peut être particulièrement important dans cer-
tains sous-types moléculaires comme les liposarcomes
myxoïdes [91].
La brostallicine (Nerviano Medical Science, Nerviano, Italie)
est un nouvel agent cytotoxique qui se lie au petit sillon de
l’ADN, avec une forte prédisposition pour les séquences
riches en AT. Un essai de phase II publié récemment [92] a
rapporté des résultats prometteurs dans les STM. L’essai por-
tait sur 64 patients : 21 GIST en échec de traitement par
imatinib et 43 non-GIST en progression après chimiothérapie
de première ligne. Aucune réponse objective n’a été observée
dans le groupe GIST, mais le traitement a permis un certain
contrôle de la maladie, avec un taux de survie sans progres-
sion de 21 % à 6 mois. Dans le groupe non-GIST, 2 réponses
partielles ont été rapportées (5 % survie globale) avec un taux
de survie sans progression à 6 mois de 22 %, indiquant là
encore une certaine stabilisation de la maladie. Les manifes-
tations toxiques de grade 3-4 étaient pour la plupart hémato-
logiques, avec 14 % des patients présentant une neutropénie
fébrile et 16 % une thrombocytopénie. Les toxicités non
hématologiques de grade 3-4 comprenaient l’asthénie (25 %)
et l’hyperbilirubinemie (10 %). À partir de ces résultats,
l’EORTC a mis en place une étude randomisée comparant la
brostallicine et la doxorubicine en première ligne de traite-
ment chez des patients porteurs de STS avancés ou métasta-
tiques. Cette étude s’est achevée en 2008.

Traitements moléculaires ciblés : succès et perspectives
des approches rationnelles

L’évolution des connaissances en matière de biologie des
sarcomes a permis le développement de traitements spécifi-
ques adaptés à chaque sous-type histologique. À ce jour, et
sans surprise, la mise en évidence d’une anomalie molécu-
laire activatrice – ou récurrente – dans un sous-type histolo-
gique donné s’est montrée bien plus efficace pour l’élabora-
tion d’un traitement que la simple expression d’un marqueur
spécifique [93].

• Dermatofibrosarcome protuberans
Le dermatofibrosarcome protuberans de Darier-Ferrand
(DFSP) est un sarcome cutané rare à évolution lente et essen-
tiellement locale [5]. Il est caractérisé par une translocation
juxtaposant le gène du col1A1 avec le gène du PDGFa,
produisant ainsi une protéine de fusion exprimée en excès
dans les cellules tumorales et qui agit comme facteur de
croissance autocrine [5]. Plusieurs études rétrospectives ou
prospectives basées sur l’activité inhibitrice de l’imatinib sur
le PDGFRA ont été conduites. Elles ont démontré une activité
antitumorale significative de l’imanitib dans cette tumeur,
aussi bien dans les formes localisées ou localement avancées
que dans les formes métastatiques [5, 94]. Après deux essais
de phase II conduits par l’EORTC (62027) et le SARC, l’effi-
cacité de l’imatinib est maintenant reconnue dans cette indi-
cation. Il est à noter qu’aucun autre agent n’avait jusque-là
été testé prospectivement ni n’avait démontré d’efficacité
dans ces tumeurs rares.

• Le rôle de l’imatinib dans le traitement des synovites
villonodulaires pigmentées ou tumeurs tenosynoviales
à cellules géantes
La synovite villonodulaire pigmentée (SVNP), appelée égale-
ment tumeur tenosynoviale à cellules géantes (TTCG), est une
maladie rare qui se caractérise par une prolifération cellulaire
se développant aux dépens de la synoviale et qui concerne
essentiellement les jeunes adultes. Elle a longtemps été consi-
dérée comme un phénomène inflammatoire mais des obser-
vations récentes ont montré qu’il s’agissait en fait d’une
tumeur bénigne associée à des altérations génétiques spéci-
fiques [95, 96]. Une partie des cellules tumorales de
SNVP/TTCG présentent une translocation t(1 ; 2) spécifique
impliquant le gène du collagène 6A3 et le gène M-CSF (a.k.a
CSF1) (sur le chromosome 1p13). Ce gène de fusion exprimé
par une partie des cellules code une protéine de fusion qui
cible les cellules non néoplasiques M-CSFR par un effet
paracrine (“landscape”). Le traitement des SNVP/TTCG re-
pose généralement exclusivement sur la chirurgie. Cepen-
dant, en cas de rechute une nouvelle intervention peut être
nécessaire, ce qui risque d’entraîner des séquelles fonction-
nelles importantes. En plus de son activité inhibitrice sur
bcr-abl, KIT et PDGFRA, il a récemment été montré que
l’imatinib utilisé à doses thérapeutiques permettait de blo-
quer l’activation de M-CSFR [97]. Nous avons donc testé
l’imatinib en traitement de seconde ligne chez un patient
porteur de SNVP/TTCG en rechute après chirurgie. Le patient
a présenté une rémission complète, mais des études plus
approfondies seront nécessaires pour confirmer l’activité de
l’imatinib dans cette indication [98].

• Ciblage de HER1
L’analyse du profil d’expression génique et l’analyse par
microarrays ont montré que plusieurs sous-types histologi-
ques de sarcomes, en particulier les sarcomes synoviaux et les
tumeurs des gaines nerveuses périphériques, expriment forte-
ment EGFR [99]. Deux études de phase II ont été conduites
dans les STM avancés avec des inhibiteurs de tyrosine ki-
nase : gefitinib dans les sarcomes synoviaux et erlotinib dans
les tumeurs des gaines nerveuses périphériques. Aucun des
deux traitements n’a montré d’efficacité dans ces indications
[22, 100]. Cela montre bien qu’il n’existe pas dans ce modèle
de corrélation systématique entre expression de la cible et
rôle de cette cible dans laprogression tumorale. Une seule
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étude a rapporté l’expression de HER2 dans les sarcomes
synoviaux et a montré une corrélation entre surexpression de
la protéine et amélioration du pronostic, contrairement aux
observations rapportées dans le cancer du sein [101]. Un
essai clinique testant l’efficacité du trastuzumab seul dans les
sarcomes synoviaux de stade avancé ou métastatique est en
cours (étude SWOG-S0346).

• Traitement hormonal du sarcome stromal endométrial
Des récepteurs d’œstrogène et de progestérone ont été retrou-
vés dans un sous-groupe de sarcomes utérins, les tumeurs
stromales de l’endomètre [102-105]. La plupart de ces sarco-
mes expriment les récepteurs hormonaux et sont associés à
une translocation t(7,17) [105]. Ils représentent une cible
potentielle pour les manipulations hormonales [106, 107].
Nous avons analysé rétrospectivement une population de
patientes porteuses de sarcome stromal endométrial traitées
par des inhibiteurs de l’aromatase (anastrozole et letrosole).
Cette analyse a montré une réponse complète chez 2 patien-
tes, une réponse partielle chez 2 autres patientes (taux de
réponse globale 50 %), et un taux de survie sans progression
de 60 % à 2 ans [107]. En dépit du caractère rétrospectif de
cette étude et du nombre limité de patientes, ces résultats sont
très encourageants car ils ont montré la bonne tolérance des
patientes aux inhibiteurs de l’aromatase.

• Utilisation de l’IGF1R dans les sarcomes d’Ewing
et les autres sarcomes
Des gènes de fusion codant pour des facteurs transcription-
nels impliqués dans la régulation du gène IGFBP3 ont été
identifiés dans les sarcomes d’Ewing. L’expression de IGFBP3
est inhibée par la protéine de fusion. Le gène est impliqué
dans la régulation du système IGF1/IGF1R. Les insulin-like
growth factors (IGF) et leurs récepteurs (IGFR) sont des fac-
teurs de croissance qui jouent un rôle essentiel dans de
nombreux processus métaboliques et la prolifération cellu-
laire. Par son interaction avec IGF1 et le gène recombinant,
IGFBP3 inhibe la prolifération des cellules et favorise l’apop-
tose dans les lignées de sarcome d’Ewing [4]. Sur la base de
ces données biologiques, des essais de phase I et II utilisant un
anticorps IGF1R ont été initiés. Les résultats préliminaires
montrent que le traitement permet d’obtenir un contrôle
tumoral chez 40 à 50 % des patients réfractaires [20, 21].
Bien que cette tumeur soit très rare (3 à 5 cas par million et par
an), plusieurs essais cliniques sont en cours.

• CDK4 MDM2
Dans la même optique, l’amplification constante du gène
mdm2 et celle plus occasionnelle de CDK4 dans les liposar-
comes bien différenciés et dédifférenciés suggère un intérêt
thérapeutique potentiel des inhibiteurs de la protéine dans
cette indication [10, 11]. Des inhibiteurs de CDK4 ont été
testés dans des études de phase I, mais aucune activité
antitumorale n’a été montrée à ce jour [108]. Des études de
phase I utilisant des inhibiteurs de mdm2 (les nutlines) ont
également été initiées [109]. Il serait également intéressant
d’analyser dans ces modèles les altérations moléculaires se-
condaires du gène JUN récemment décrites [110].

• L’anticorps anti-RANK ligand dans le traitement
des tumeurs osseuses à cellules géantes
Les tumeurs osseuses à cellules géantes sont une forme rare
de tumeurs osseuses, dont l’extension est généralement lo-

cale mais qui peuvent parfois causer des métastases. La
croissance des cellules géantes est favorisée par les interac-
tions complexes, sous la dépendance de la voie paracrine
RANKL/RANK, entre les cellules tumorales et leur microen-
vironnement. Très peu d’agents ont démontré une activité
antitumorale dans cette indication. Les résultats d’un essai
clinique utilisant un anticorps anti-RANKL, le denosumab,
ont été rapportés au congrès de l’ASCO en 2008. Le traite-
ment a permis d’obtenir une réponse métabolique, avec
reconstruction osseuse et réduction du nombre et de la taille
des métastases, dans 85 % des patients traités. Malgré le
faible effectif de la cohorte, ces résultats sont encourageants
et devront être confirmés sur une population plus importante
[111].

• Antagonistes des estrogènes et imatinib
dans les tumeurs desmoïdes

Les tumeurs desmoïdes sont des tumeurs invasives dévelop-
pées à partir des fibroblastes et des myofibroblastes. Elles sont
associées à un taux de récidive locale ou locorégionale
significatif, mais le risque de métastase est le plus souvent nul
[112-114]. La caractérisation biologique de ces tumeurs n’a
été effectuée que très récemment, et les traitements ont donc
été le plus souvent basés sur des données empiriques avec
des niveaux de preuve limités. Les tumeurs desmoïdes pré-
sentent des altérations moléculaires caractéristiques de la
voie APC-b caténine. La b-caténine apparaît mutée dans plus
de 85 % des fibromatoses desmoïdes, tandis qu’un sous-
groupe de tumeurs desmoïdes intra abdominales est associé à
la mutation du gène APC chez les patients porteurs du syn-
drome de Gardner [14, 15]. Initialement considérées comme
des sarcomes de bas grade, la plupart de ces tumeurs peuvent
avoir une évolution très lente ou même présenter des régres-
sions spontanées. Par conséquent les traitements proposés
dans la littérature sont très disparates [115-117]. Cependant,
un certain nombre de tumeurs finissent par progresser et
entraîner la mort des patients, en particulier les tumeurs
abdominales (jusqu’à 30 %) et, quoique moins fréquemment,
celles qui apparaissent au niveau des membres (10 %) [113,
118]. Plusieurs traitements systémiques ont démontré une
activité antitumorale dans cette indication : les AINS (anti-
inflammatoires non stéroïdiens), les traitements hormonaux,
les cytotoxiques utilisés à doses faibles ou standard, ou en-
core l’imatinib. Bien que reconnue depuis longtemps [115,
117], l’activité des anti-estrogènes reste toutefois difficilement
explicable au niveau moléculaire. Il a récemment été montré
que les tumeurs desmoïdes expriment fortement le récepteur
des estrogènes ERb mais pas ERa [119]. De la même manière,
l’imatinib a démontré une activité antitumorale significative,
et les résultats de deux essais cliniques ont montré des taux de
réponse de 15 % et des taux de survie sans progression de 40
et 65 % [120, 121]. Les mécanismes biologiques régulant
l’activité antitumorale de l’imatinib dans les tumeurs desmoï-
des restent inexpliqués. Des études sont en cours. Les pre-
miers essais utilisant l’imatinib étaient fondés sur l’identifica-
tion d’une surexpression de KIT dans les cellules tumorales
(due cependant à un possible artefact au niveau de la procé-
dure d’extraction de l’antigène). Une survie sans progression
prolongée a été observée chez certains patients préalable-
ment progressifs. Le traitement devra faire l’objet d’un essai
randomisé afin de faire la preuve de son activité antitumorale.

P.A. Cassier, et al.

Bull Cancer vol. 95, n° 10, octobre 2008968



• L’imatinib dans le traitement des chordomes
Les cellules chordales expriment le PDGFR à leur surface
sous forme phosphorylée [122]. L’imatinib a permis d’induire
une stabilisation prolongée de la maladie chez certains pa-
tients atteints de chordome [122]. Un essai clinique utilisant
l’imatinib en association avec un cytotoxique (le CDDP) est
actuellement en cours.

Thérapies moléculaires ciblées : approches empiriques

De nombreux sarcomes sont associés à des altérations molé-
culaires affectant la fonction des protéines. Toutefois, dans la
plupart des sous-types de sarcomes aucune altération molé-
culaire responsable, et surtout « traitable », n’a encore été
identifiée de façon certaine. Pour ces patients, le ciblage
d’une voie biologique commune à différents sous-types his-
tologiques peut représenter une stratégie thérapeutique utile.
Il serait intéressant de proposer, de manière empirique, des
essais combinant des inhibiteurs de mTOR, du VEGFR, et des
modulateurs ciblant les protéines de stress (heat-shock pro-
teins).

• Inhibiteurs de mTOR
La cible de la rapamycine (mTOR) chez les mammifères est
une sérine-thréonine kinase régulant plusieurs processus bio-
logiques impliqués dans la progression tumorale. Ces proces-
sus concernent des fonctions cellulaires comme la survie, le
métabolisme et la prolifération, la traduction, la biogenèse
des ribosomes et l’autophagie [123]. La protéine mTOR ap-
partient à deux complexes distincts, mTORC1 et mTORC2,
qui sont impliqués dans de nombreuses voies de signalisation
distinctes et exercent des activités différentes sur les protéines
situées en aval. L’une de ces voies est la voie PI3K/Akt qui est
inhibée par mTORC1 et stimulée par mTORC2 [124]. Les
inhibiteurs de mTOR actuellement disponibles sont les ana-
logues de la rapamycine qui bloquent la formation de
mTORC1 en s’associant à son récepteur cytosolique FKBP12.
Il a été montré cependant que les inhibiteurs de mTOR
pouvaient activer Akt in vivo et in vivo, via mTORC2, ce qui
pourrait expliquer les résultats médiocres et très aléatoires
obtenus dans certains essais utilisant les inhibiteurs de mTOR
[124].
Les résultats de plusieurs études de phase I ayant permis
d’obtenir des réponses chez des patients atteints de sarcomes
ont démontré l’intérêt de l’inhibition de mTOR dans cette
indication. La rapamycine est un macrolide antibiotique ini-
tialement utilisé comme fongicide et immunosuppresseur et
dont les propriétés antitumorales ont été démontrées plus
tardivement. Le développement de la rapamycine et de ses
analogues comme agents anticancéreux a donc été le résultat
d’observations cliniques et biologiques plutôt que d’un pro-
cessus de recherche systématique et raisonné. Par ailleurs,
l’utilisation d’inhibiteurs de la rapamycine dans le cadre
d’essais cliniques a permis l’acquisition de nouvelles
connaissances sur cette voie de signalisation et sur son rôle
ambigu dans la progression tumorale [124]. Trois inhibiteurs
de mTOR sont en cours de développement clinique : le
temsirolimus (CCI-779), l’everolimus (RAD-001) et le deforo-
limus (AP23573) (Ariad Pharmaceuticals, Los Angeles, Cali-
fornia). Le plus développé à ce jour pour le traitement des
sarcomes est le deforolimus. Les résultats préliminaires d’une
grande étude de phase II utilisant le deforolimus par voie
intraveineuse ont été rapportés par Chawla et al. au meeting
de l’ASCO en 2006 [23]. Ils ont été complétés en 2008 par

une étude pharmacocinétique de phase I utilisant le même
produit administré par voie orale [125]. Le premier essai a
rapporté un taux de réponse globale de seulement 2,5 %
(5/193 patients évaluables) avec cependant un bénéfice cli-
nique notable (RC+RP+SD supérieures à 4 mois selon les
critères RECIST) chez 54 patients (28 %), confirmant ainsi
(comme avec la trabectedine) l’intérêt limité de la réponse
objective au traitement pour évaluer l’efficacité d’une drogue
chez les patients porteurs de sarcomes [126]. Un essai de
phase III est en cours afin d’évaluer l’utilisation de cette
molécule en maintenance chez des patients répondeurs ou
stables en première ou troisième ligne de traitement.
Le développement clinique des inhibiteurs de mTOR vise
également à prévenir la résistance aux médicaments. L’eve-
rolimus, utilisé en association avec l’imatinib, a montré une
activité et des résultats prometteurs chez des patients porteurs
de GIST résistants, avec une médiane de survie sans progres-
sion de 3 mois chez des patients lourdement prétraités [127].
Les résultats définitifs de cet essai ne sont pas encore dispo-
nibles.

• Thérapies ciblant l’angiogenèse
Plusieurs stratégies thérapeutiques ciblant l’angiogenèse ont
été élaborées. La plupart impliquent l’inhibition du VEGF
(bevacizumab, VEGF-trap) ou de ses récepteurs (inhibiteurs
de tyrosine kinase sunitinib, sorafenib...). La thalidomide
également est connue pour son activité antiangiogénique
dans les sarcomes gynécologiques ; cependant, son méca-
nisme d’action reste mal connu et son efficacité limitée [128,
129]. D’autres mécanismes régulateurs de l’angiogenèse ont
également été ciblés. Des antagonistes de la thrombospon-
dine, comme l’ABT510, ont été testés, avec des taux de
réponse limités mais une proportion important de stabilité
tumorale prolongée. Cependant le traitement a permis une
stabilisation prolongée de la maladie chez les patients traités,
au-delà des durées généralement rapportées avec des médi-
caments reconnus comme actifs selon les critères de l’EORTC
[130]. Des agents vasculotoxiques sont également en cours
de développement dans les sarcomes.
Un traitement combinant le bevacizumab (anticorps mono-
clonal humanisé dirigé contre le VEGF humain) et la doxoru-
bicine est en cours d’évaluation dans un essai de phase II
chez des patients atteints de sarcomes avancés non préala-
blement traités [131]. L’analyse a montré un taux de réponse
objective de seulement 12 %, soit une valeur proche de celles
obtenues avec la doxorubicine seule, ainsi qu’une toxicité
importante puisque 6 patients sur 17 ont présenté une toxicité
cardiaque de grade 2 ou supérieure. Plusieurs essais testant le
bevacizumab en combinaison avec d’autres médicaments
ciblés comme le sorafenib ou avec des agents cytotoxiques
conventionnels comme le docetaxel ou la gemcitabine sont
en cours.
Plusieurs petites molécules inhibitrices de la tyrosine kinase
sont en cours de développement clinique dans le cadre des
sarcomes des tissus mous (STM). Un essai de phase II utilisant
un inhibiteur de tyrosine kinase de VEGFR, le pazopanib
(GW786034), chez des patients porteurs de STM avancés
stratifiés par sous-type histologique (leiomyosarcomes, lipo-
sarcomes, sarcomes synoviaux, ou autres) a montré une acti-
vité antitumorale notable chez les patients traités, avec une
médiane de survie sans progression supérieure à celle obte-
nue avec des molécules considérées comme actives selon les
critères de l’EORTC, des réponses dans les sarcomes syno-
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viaux et les leiomyosarcomes, et un taux de survie sans
progression supérieur à 40 % dans tous les cas, excepté les
liposarcomes. Certains patients sont toujours vivants sans
progression de la maladie 24 mois après le début du traite-
ment [132].
Un essai de phase II de sorafenib [25] et de sunitinib [24] chez
des patients stratifiés par sous-type histologique a également
produit des résultats encourageants. L’activité antitumorale
du sorafenib apparaît plus élevée dans les angiosarcomes et
les leiomyosarcomes ; sur un total de 147 patients, 5/37
(14 %) angiosarcomes et 2/37 (6 %) leiomyosarcomes ont
obtenu une réponse au traitement. La médiane de survie sans
progression a été respectivement de 5,2, 5,5 et 2,8 mois chez
les patients atteints de leiomyosarcome, d’angiosarcome, ou
dans les autres sous-groupes histologiques [25]. Une étude de
phase II testant l’administration continue de sunitinib chez
des patients porteurs principalement de tumeurs desmoplas-
tiques à petites cellules rondes, de tumeurs à cellules géantes
ou d’hémangiopéricytomes et tumeurs fibreuses solitaires a
montré une stabilisation de la maladie et une seule réponse
au traitement [24] tandis qu’une autre étude a mis en évi-
dence une survie sans progression à 4 mois chez 29/36
patients atteints de leiomyosarcome, de liposarcome ou
d’histiocytome fibreux malin [133].
Cette activité antitumorale des antiangiogéniques devra faire
l’objet d’essais cliniques plus larges sur des groupes histolo-
giques similaires. Une étude randomisée testant le pazoma-
nib contre un bras « meilleur soins de support » en dernière
ligne thérapeutique devrait démarrer prochainement.

• Modulateurs des protéines de stress
Les protéines de stress, ou protéines heat-shock (HSP) cons-
tituent une famille réduite de protéines exprimées par la
cellule en situation de stress [26]. La plupart de ces protéines
sont exprimées constitutivement et interviennent, dans les
conditions normales, dans le pliage et la maturation de nom-
breuses protéines cellulaires, y compris les récepteurs mem-
branaires et les protéines de signalisation intracellulaire. En
situation de stress, leur expression est fortement augmentée.
Par leur participation au pliage des protéines, ces molécules,
aussi appelées protéines chaperons, sont essentielles à la
survie de la cellule [134].
Les protéines chaperons ont un rôle essentiel dans le pliage
des protéines nouvellement synthétisées, leur translocation
transmembranaire et le renouvellement protéique normal.
Elles sont également impliquées dans la régulation post-
transcriptionnelle des molécules de signalisation et la présen-
tation des peptides par le système immunitaire [135]. Les
fonctions des protéines chaperons sont mises à profit par la
cellule cancéreuse pour assurer sa survie malgré un environ-
nement hostile et les nombreuses anomalies génétiques dont
elle est porteuse. Deux de ces fonctions pourraient être
inhibées par des traitements anticancéreux ciblés qui sont
actuellement à l’étude : 1) les protéines de la famille des
HSP90, qui semblent jouer un rôle majeur dans la tolérance
cellulaire à l’activation des oncogènes, pourraient être ci-
blées par des inhibiteurs ; 2) les protéines de la famille des
HSP70, impliquées dans la présentation des peptides par les
cellules présentatrices d’antigènes, pourraient faire l’objet
d’un traitement ciblé par des activateurs [136]. Le STA-4783
est une petite molécule qui induit sélectivement l’expression
des protéines de stress HSP70. Cet inducteur de stress oxyda-
tif a fait l’objet d’une étude de phase II en deux étapes, en

association avec le paclitaxel. Le traitement comprenait une
injection intraveineuse par semaine pendant 3 semaines, sui-
vie d’une semaine de repos. Le recrutement est actuellement
terminé. Les résultats obtenus sur les 31 patients de la pre-
mière étape sont encourageants, 14 d’entre eux (47 %) pré-
sentant une stabilisation de la maladie après 4 mois [137].
Plusieurs molécules ciblant les protéines de la famille HSP90
sont également en cours de développement dans les tumeurs
solides : la 17-N-allylamino-17-demethoxygeldanamycine
(17AAG), ainsi que l’IPI504 évoqué plus haut pour le traite-
ment des GIST. Plusieurs essais de phase I testant la 17AAG
ont été publiés [138], mais ces études n’ont inclus que très
peu de patients atteints de sarcomes.

Conclusion

Les recherches clinique et biologique sur les sarcomes des
tissus mous, les sarcomes viscéraux et les sarcomes osseux
sont très actives. Étant donné la rareté de la maladie, il est
recommandé d’adresser les patients à des centres spécialisés
où ils peuvent être inclus dans des essais cliniques. Grâce aux
progrès considérables accomplis en matière de caractérisa-
tion biologique de ces tumeurs, ont pu se développer de
nouvelles stratégies thérapeutiques utilisant des agents cyto-
toxiques ciblant spécifiquement certains sous-types histolo-
giques. Ces traitements ont permis des avancées importantes
tant pour le contrôle de la maladie que pour la survie des
patients. L’évolution constante des techniques de diagnostic
moléculaire devrait permettre d’adapter le traitement des
GIST à leur statut mutationnel. Actuellement, le traitement
des patients prend en compte les mutations éventuelles de
KIT et PDGFR. Dans les autres sous-types de sarcomes des
tissus mous, la généralisation des techniques de caractérisa-
tion moléculaire et la stratification des patients selon leur
sous-type histologique telle qu’elle est pratiquée dans les
essais cliniques récents devraient déboucher sur une partition
des GIST en plusieurs entités distinctes bénéficiant de traite-
ments différents. Dans un futur proche, nous prévoyons l’uti-
lisation généralisée de nouveaux agents thérapeutiques
comme l’ET743 et les taxanes qui ont fait preuve d’une
grande efficacité en traitement de deuxième ligne associée à
une toxicité acceptable pour les patients. Des résultats clini-
ques prometteurs ont également été obtenus avec certains
traitements ciblés comme l’AP23573. ▼
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Background: The molecular hallmark of gastrointestinal stromal tumours 

(GISTs), the mutation of the KIT gene, was discovered 10 years ago. GISTs 

have since been recognized as separate pathological entities among  

sarcomas, and have become a model for targeted treatment of solid 

tumours. Imatinib mesilate, which was approved in 2002 for the treatment 

of patients with advanced GIST, has dramatically changed the course of the 

disease. Objective: This article will focus on the development of imatinib 

mesilate in the treatment of patients with GIST. Methods: A Pubmed search 

was performed using the keywords ‘imatinib’, ‘gastrointestinal stromal’, 

‘GIST’, ‘KIT’ and ‘PDGFR’. Websites of the American Society of Clinical 

Onoclogy and the European Society of Medical Oncology were searched  

for data reported in abstract form at recent symposiums. Personal communi-

cations from opinion leaders were sought for additional information that 

might be relevant. Results: Imatinib has changed the clinical course  

of patients with advanced GISTs and further development in the adjuvant 

setting as well as prospective assessment of predictive factors are the  

current focus of ongoing research.

Keywords: adjuvant therapy, gastrointestinal stromal tumour, GIST, imatinib,  

management, surgery
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Gastrointestinal stromal tumours (GISTs) are the most common mesenchymal 
tumours of the gastrointestinal tract. Their incidence is estimated to be in the 
range of 10 – 15 cases per 1,000,000 [1-3]. However, the true incidence of GISTs 
is unknown and retrospective studies performed on pathological specimens show 
an unexpectedly high incidence of small size GISTs (termed microGISTs). 
Clinically meaningful GISTs, however, are rare, although not as rare as previously 
thought. The median age at diagnosis is 60 – 65 years [1,2,4]. These tumours may 
arise anywhere in the gastrointestinal tract but most tumours are found in the 
stomach (39 – 65%), the small intestine (21 – 43%) and the colon and rectum 
(2 – 15%). In addition, it is estimated that 5 – 10% of GISTs may arise in  
the mesentery or pelvis [1,2,4,5].

 
At diagnosis, the majority of patients with GISTs report non-specific symptoms 
of abdominal tumours such as abdominal discomfort, bowel obstruction,  
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3.  Clinical development of imatinib 

mesilate in patients with GISTs

4.  KIT/PDGFR mutations and  
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5.  Imatinib in the adjuvant setting

6.  Expert opinion





    

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

105

109

110

115

120

125

130

135

140

145

150

155

160

164

gastrointestinal bleeding or fatigue; a significant proportion 
of GISTs (12 – 19%) are diagnosed incidentally during 
endoscopy, surgery or physical examination [6-8]. Up to 40% 
of cases may be diagnosed in the context of an emergency 
complication (bleeding, perforation, occlusion) [6,7,9].

 
Approximately 95% of GISTs stain positive for the CD117 
antigen on immunohistochemistry. The KIT protein is the 
cell-surface trans-membrane tyrosine kinase receptor of the 
stem cell factor [1,10]. In 1998, Hirota et al. [11] identified 
activation mutations of the KIT gene in familial and  
sporadic cases of GISTs; these mutations were later found in 
the majority of sporadic GISTs [12]: 80 – 85% of GISTs 
exhibit activating KIT mutations [10,13]. Beside KIT exon 11 
mutations, other mutations were identified, affecting the 
extracellular part of the juxta-membrane domain (exon 9), 
and more rarely the kinase 1 (exon 13) and 2 (exon 17) 
domains in patients with GISTs [13-16]. KIT mutations were 
found in very small (< 1 cm), incidentally discovered GISTs, 
which is an argument for an early oncogenic role in the 
progression of these tumours [17]. The remaining tumours 
(10 – 15%) either exhibit an activating mutation of the 
platelet derived growth factor receptor  (PDGFRA)  
gene, which was first reported in 2003 by Heinrich and  
collaborators [18] in 5 – 7% of patients [19], or show no 
mutations of these two genes; this latter subgroup is  
generally referred to as ‘wild type’ GIST. PDGFRA  
mutations, which primarily affect exons 12 and 18, are 
mutually exclusive to KIT mutations. PDGFRA mutations 
are most often found in gastric tumours and are associated 
with a more indolent clinical course [20,21]. The impact of 
KIT mutations on prognosis is less clear and several teams 
have reported conflicting results [22,23]. Of note, data from 
two recently published autopsy series suggest that the  
incidence of GISTs may be much higher than previously 
reported, and as high as 35%, with 8 – 50% of cases  
exhibiting the canonical mutations observed in larger 
tumours [24,25]. Although it is now widely admitted that all 
GISTs are potentially malignant, these observations suggest 
that additional molecular events are needed for a GIST  
to become a tumour with metastatic potential [24,25].

    
Diagnosis of GISTs is generally made during surgery, often 
in the context of an emergency procedure. A histological 
sample may be obtained prior to surgery using endoscopic 
techniques. When no histological sample can be obtained, 
in particular in cases of small submucosal tumours  
not accessible using endoscopic biopsies, the role of trans-
abdominal biopsy prior to definitive surgery is debated;  
in these cases, the potential risk of tumour spread during 
the procedure must be balanced against that of performing 
an unjustified mutilating surgical procedure (i.e., for a 
benign tumour or for an abdominal tumour that may not 

require such a procedure, such as lymphomas or germ  
cell tumours). A careful multidisciplinary assessment of the 
local presentation of the tumour is therefore necessary, and 
should include, in addition to a computed tomography 
(CT) scan, echoendoscopy or MRI in specific sites such  
as the rectum [26].

Once diagnosed, the curative treatment of a primary 
GIST is based on the surgical excision of the tumour.  
The aim of the procedure is to achieve complete en bloc 
resection of the lesion, with clear R0 margins, and to avoid 
tumour rupture or spillage. Recurrence following surgery 
has been reported in 11 – 56% of patients in previous  
retrospective series [4,27,28]. The risk of recurrence following 
adequate surgical resection depends on histological features 
(mitotic index), tumour size, and location [7,28]. According 
to the National Institutes of Health (NIH) consensus, GISTs 
can be classified as very low, low, intermediate and high  
risk based on the primary tumour size and the mitotic  
rate expressed per 50 high power fields (HPF) [29].  
Miettinen et al. [7] recently suggested a more refined classi-
fication based on the same indicators (size and mitotic  
activity) but using more subclasses in relation to the primary 
tumour location. This classification allows the identification 
of tumours with > 20% risk of relapse, such as tumours  
of the duodenum larger than 5 cm, or tumours with a 
mitotic activity > 5/50 HPF, while large gastric tumours 
(including tumours over 10 cm) with low mitotic index  
(  5/50 HPF) are now considered to be associated with  
a low risk of relapse (  10%) [6,7,9,30].

GISTs recur in the abdominal cavity or as liver metastasis, 
rarely in the lung (rectal GIST), or bones. Before imatinib 
mesilate (Gleevec®/Glivec®, Novartis), the prognosis for 
patients with recurrent or metastatic GIST was very poor, 
with a median overall survival ranging from 9 to 18 months 
in most series. The chance of cure in this setting was 
extremely low, even after complete surgical removal of the 
lesions [4]. GISTs are otherwise chemo- and radio-resistant 
tumours. The introduction of imatinib mesilate has drama-
tically changed the natural history of recurrent or metastatic 
GISTs, and this drug has now become the standard of  
care in the treatment of patients with advanced tumours.  
In the following sections, we will discuss the development  
of this drug for treating GISTs.

    


Imatinib mesilate is a small molecule tyrosine kinase inhibitor 
initially developed to target the Bcr-Abl fusion protein  
for the treatment of chronic myelogenous leukaemia 
(CML) [31]. Due to structural similarities between tyrosine 
kinases, imatinib mesilate is not only a potent inhibitor of 
Abl and Bcr-Abl but can also block the kinase activity of 
KIT, PDGFR , PDGFR , Abl-related gene (ARG) [32] and 
FMS (receptor for colony stimulating factor 1) [33]. Imatinib 



            

     

165

170

175

180

185

190

195

200

203

204

210

215

220

225

230

235

240

242

     

N

N

N

N

N

O-CH3SO3H
N

H H

 

N

3  pyridyl
Benzamide N-methylpiperazine

Methyl

2-Phenylaminepyrimidine

mesilate, a 2-phenyaminopyrimidine derivative (Figure 1), 
was shown to inhibit PDGFR  [34] and KIT [35]  
signalling in vitro, including the oncogenic variant of  
KIT in a cell line derived from a patient with GIST [36]. 
These preclinical data provided the rationale for the use  
of imatinib mesilate in the treatment of patients with 
advanced GIST.


Imatinib mesilate is orally administered and well absorbed, 
with a 98% bioavailability. The maximum concentration 
was reached approximately 3 – 4 h after oral administration 
in Phase I trials of imatinib mesilate for both CML  
and solid tumours, in both adults and children. Imatinib 
mesilate is metabolised by the cytochrome P450 (CYP)  
isoforms CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4, and 
CYP3A5 [37]. The terminal half-life of imatinib in plasma 
ranged from 8 to 16 h in these studies [38-40] after a single 
dose administration. The half-life appeared longer after the 
steady state was reached and was clearly decreased by 
enzyme-inducing (i.e., CYP3A4-inducing) antiepileptic 
drugs in a Phase I/II trial in patients with glioma [40]. Data 
from a pharmacologic study examining the administration 
of ketoconazole (a CYP3A4 inhibitor) and imatinib mesilate 
indicated a major interaction, with drugs interacting  
with CYP3A4 enzymes [41]. In this single-dose study, healthy 
volunteers first received a single dose of imatinib mesilate 
200 mg followed by serial blood sampling for pharmaco-
kinetic analysis; then, after a minimum period of 7 days 
washout time, they received imatinib mesilate 200 mg  
and ketoconazole 200 or 400 mg followed, once again, by 
serial blood sampling. Administration of ketoconazole with 
imatinib mesilate significantly increased the maximum  
concentration and area under the curve of imatinib  
mesilate and significantly decreased the clearance of  
the drug. Another study, in which imatinib mesilate was 
administered with simvastatin, showed that imatinib  
mesilate could competitively inhibit the metabolism of  
simvastatin, which relies on CYP3A4 activity [42].

  
The first patient with advanced GIST treated with imatinib 
mesilate was reported by Joensuu et al. [43] in the  
New England Journal of Medicine in 2001. The specta-
cular results seen in this first patient prompted the  
development of imatinib mesilate in this setting.  
Van Oosterom et al. [44] reported on a Phase I trial in  
36 patients with advanced GISTs and four patients  
with advanced non-GIST sarcomas [44]. In this study, 
patients were given 400 mg once daily, 300 mg twice  
daily, 400 mg twice daily or 500 mg twice daily. The  
main side effects were skin rash, oedema, nausea and  
vomiting and diarrhoea. As for leukaemia patients, side 
effects were in most cases mild and 11 patients required 
dose reduction because of mild myelosuppression or  
gastrointestinal side effects, six of them in the 500 mg  
twice daily cohort and none in the 400 mg per day cohort. 
Other significant side effects are detailed in the following 
section and in Table 1. Partial responses were reported  
in 19 of 36 patients (53%).

Recently, the National Cancer Institute Organ  
Dysfunction Working Group (NCI-ODWG) reported two 
Phase I trials in patients with impaired renal function and 
impaired liver function. Surprisingly, these studies showed 
that plasma pharmacokinetics were not altered by liver  
dysfunction [45] and were only moderately modified by  
renal dysfunction [46] with no impact seen on toxicity.  
Based on their results, the authors recommend that  
patients with mild (total bilirubin less than 1.5  the  
upper limit of normal [ULN]) to severe liver dysfunction 
(total bilirubin  3 – 10  ULN) as well as patients with 
mild (creatinine clearance  40 – 59 ml/min) or moderate 
(creatinine clearance  20 – 39 ml/min) renal dysfunction 
be treated with the standard dose of imatinib mesilate  
(i.e., 400 mg per day), while patients with severe renal  
dysfunction should be treated with lower doses and closely 
monitored for toxicity. Finally, patients with impaired liver 
function should be closely monitored, as imatinib mesilate 
may further alter liver function [47].
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Following the report of the clinical activity of imatinib 
mesilate in a patient with GIST [47] and in the Phase I trial 
conducted by the European Organisation for Research and 
Treatment of Cancer (EORTC) [43], a Phase II trial was 
launched in the US and Finland (B2222 study) [48]. In the 
latter trial, 147 patients were randomised to imatinib  
mesilate 400 or 600 mg per day. Most patients had  
bulky disease and about half of them had previously received 
chemotherapy. In this study, response was assessed using 
solely CT or MRI scan and were classified according to the 
Southwest Oncology Group criteria [49]: complete response 
was defined as complete disappearance of all lesions; partial 
response as a 50% decrease in the sum of the product of the 
perpendicular diameters of all measurable lesions, the absence 
of progression, and the absence of new lesions; progression 
as a 50% increase in the sum of the products of the per-
pendicular diameters of all measurable lesions, appearance of 
new lesions; stable disease as a response not qualifying for 
complete or partial response, nor for disease progression. 
The response rate in the initial report by Demetri et al. [48] 
was 54% after 9 months of follow up but was 68.1% after 
long-term follow up (71 months), with a median time to 
best response of 13 weeks [50]. About a quarter of patients 
took more than 6 months to reach their best response. Only 
14% of patients in this trial had disease progression within 
the first 6 months of the study [50]. Median duration of 
response was 29 months, median time to progression and 
overall survival were 24 and 57 months, respectively [48,50]. 
There were no significant differences in terms of response 
rates (68.5 versus 67.6%, p  0.7785) or time to progression 
(20 versus 26 months, p  0.3712) between the two dosing 
regimens and 400 mg per day was therefore adopted as the 
standard dose in patients with advanced GIST.

In the EORTC Phase II trial, Verweij et al. [51] treated  
51 patients with advanced soft tissue sarcoma (STS),  
including 27 patients with GIST, with imatinib mesilate 
800 mg per day. In this trial, responses were classified 
according to the Response Evaluation Criteria in Solid 
Tumours (RECIST) criteria [52]. The response rate and 
1-year progression-free survival were 71 and 73% in the 
GIST group, while there were no responses in patients  
with non-GIST sarcomas and the median time to progression  
in this STS group was only 58 days [51].

Two large Phase III trials were then launched in parallel 
in North America (S0033 study) and Europe, Italy and  
Australia (EORTC/Italian Sarcoma Group [ISG]/Australian 
Gastro-Intestinal Trials Group [AGITG] 62005 study). 
These studies were designed to compare the ‘standard’ 400 mg 
once daily dose to 400 mg twice daily (800 mg per day) 
dose. In both trials response was assessed using the RECIST 
criteria [51]. Both of these trials showed no increase in 
response rate or overall survival in the twice daily dosing 
arms; in the European trial, however, there was an improve-
ment in progression-free survival in the 800 mg arm, which 
was subsequently confirmed in the meta-analysis of the two 
trials reported at the American Society of Clinical Oncology 
(ASCO) in 2007 [53-55]. These trials did not change  
the standard of care established by the initial Phase II trial, 
however the data derived from the two cohorts greatly 
increased the available knowledge of these (not so) rare 
tumours and much information was drawn from subgroup 
analysis of these randomised trials. The main toxicities of 
imatinib mesilate encountered in clinical trials are presented 
in Table 1, and efficacy data are given in Table 2.

Both the S0033 and EORTC 62005 studies allowed 
crossover to 800 mg per day in case of progression  
for patients in the 400 mg per day arm. In 2005,  
Zalcberg et al. [56] reported on the outcome of 133 patients 
crossing over to 800 mg per day in the EORTC trial within 
2 months of documented disease progression. Three patients 
had a partial response (2.3%) and 36 had disease  
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stabilisation (27.1%); median progression-free survival after 
crossover was 2.7 months, and 18.1% of patients were  
progression free at 1 year. Anaemia and fatigue were more 
likely to be worse after crossover but the other toxicities 
were not significantly increased. Although derived from  
a subgroup analysis, this study established the increase of 
imatinib mesilate to 800 mg per day (400 mg twice daily) 
as the standard of care after disease progression on imatinib 
mesilate 400 mg per day. In the S0033 study, 133 patients 
were registered on the crossover arm following progression 
on imatinib mesilate 400 mg per day [57]. Of 117 patients 
assessable for response, three had a partial response (3%) 
and 33 had stable disease (28%). The median progression-
free survival after crossover was 3 months [57]. These data 
confirm those reported by Zalcberg et al. [56].

A recently reported Phase III trial examined the duration 
of imatinib mesilate therapy in patients with advanced 
GISTs. This trial, reported by Blay et al. [58], was designed 
to compare continuous and interrupted imatinib mesilate 
beyond 1 year of treatment in patients with advanced GISTs. 
As of April 2004, 182 patients were enrolled, 98 patients 
were in response or stable disease under imatinib mesilate 
400 mg per day after more than 1 year of follow up,  
40 were not eligible for randomisation, and 58 patients were 
randomised. Thirty-two patients were assigned to the inter-
ruption arm and 26 to the continuation arm. Twenty-six of 
the 32 patients (81%) in the interruption arm experienced 
disease progression compared with eight of 26 patients  
in the continuation arm (30%); median progression- 
free survival after randomisation was 6.1 months in the 
interruption arm and 18 months in the continuation arm  
(p < 0.0001). These data confirmed the predetermined early 
stopping rules and the study protocol was amended to  
randomise patients after 3 years. Preliminary data after  
3 years of imatinib mesilate were reported at the 2007 
ASCO (Chicago, Illinois) by Le Cesne et al. [59]: once again 

patients in the interruption arm progressed rapidly after 
randomisation. Of note, the overall survival was comparable 
in both arms, for both cohorts (i.e., 1 and 3 years) but this 
trial was clearly underpowered to assess this issue [58,59]. 
These data indicate that imatinib mesilate should be given 
continuously to patients with advanced GISTs, until disease 
progression or unacceptable toxicity.

    
 

In 2003 Heinrich et al. [13] first reported on the impact of 
KIT/PDGFR mutational status and sensitivity to imatinib 
mesilate in patients treated in the B2222 Phase II trial. This 
report first provided an insight on the frequency of each 
KIT mutation in a prospectively recruited patient cohort. 
Exon 11 mutations were by far the most frequent type  
of genetic alteration and were present in approximately  
two-thirds of patients in this trial; exon 9 mutations,  
the second most frequent molecular alteration, were found 
in 18% of patients. KIT exon 13 and 17 and PDGFRA 
exon 12 and 18 mutations were rare events, occurring in 
1.6, 1.6, 0.8 and 3.6%, respectively (Figure 2). Furthermore, 
Heinrich et al. provided both clinical and biological  
evidence that the type of mutation correlated with the pro-
bability of response to imatinib mesilate: in the group of 
patients with tumours bearing KIT exon 11 mutations, the 
response rate to imatinib mesilate was 83.5%; but was  
only 47.8% for patients bearing tumours with KIT exon 9 
mutations; this translated into prolonged progression-free 
and overall survival for patients with tumours expressing 
exon 11 mutant KIT isoform compared with tumours with 
mutations affecting KIT exon 9 and tumours with ‘wild 
type’ KIT and PDGFRA [13]. These data were confirmed in 
an analysis of the EORTC/ISG/AGITG 62005 trial which 
showed that KIT exon 9 mutant and wild type tumours had 

             


KIT PDGFRA

Tyrosine kinase domain 1 

Tyrosine kinase domain 2 

Juxta-membrane domain

Exon 9: 12 – 19%

Exon 11: 65 – 70%

Exon 13: 2 – 4%

Exon 17: 2 – 4%

Exon 12: 0.8 – 1%

Exon 18: 4 – 6%
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a twofold decrease in the chance of response to imatinib 
mesilate (68 versus 34 and 25% for KIT exon 11, KIT  
exon 9 and wild type, respectively), as well as a shorter 
progression-free survival [60]. This analysis also showed that 
patients with tumours with an exon 9 mutation had a  
significantly improved progression-free survival with a dose 
of 800 mg per day of imatinib mesilate compared with a 
standard dose, with a median progression-free survival up to 
18 months versus 6 months for the 400 mg/day group.  
A trend towards overall survival improvement was also 
observed in this series. Although the number of ‘exon 9’ 
patients was limited, and despite the retrospective nature  
of this study, this observation strongly suggests that higher 
doses of imatinib mesilate may be beneficial for patients 
with GISTs bearing KIT exon 9 mutations.

The meta-analysis of the US sarcoma S0033 and the 
EORTC/ISG/AGITG 62005 study (meta-GIST) included 
1640 patients [55]. The mutational status was available for 
772 patients (47%). This study confirmed a significant 
increase in progression-free survival for patients receiving 
imatinib mesilate 800 mg per day (versus those receiving 
400 mg per day) from 19 to 23 months (p  0.04), which 
did not translate into a survival benefit in the whole cohort 
(median overall survival 49 versus 49 months, p  0.97). 
This may have resulted from the fact that many patients 
(although not all patients) received imatinib mesilate  
800 mg after progression in the 400 mg arm.

This meta-analysis also allowed confirmation of the  
prognostic and predictive role (affecting both overall and 
progression-free survival) of several factors that had been 
previously reported, such as poor performance status, high 
neutrophil count, absence of KIT exon 11 mutation  
and male gender. Other factors showed an impact only  
on progression-free survival, such as small bowel origin  
or low haemoglobin level, or on overall survival, such as  
age, low albumin or large lesions.

The meta-GIST study also confirmed on a larger data set 
the interaction between exon 9 mutations and imatinib 
mesilate dose reported by Debiec-Rychter et al. [60]. In a 
subgroup analysis, patients with tumours bearing an exon 9 
mutant KIT isoform benefited from the dose increase  
of imatinib mesilate from 400 to 800 mg daily, although 
once again the benefit in progression-free survival (6 versus 
19 months, p  0.017) did not translate into a significant 
overall survival benefit (28 versus 35 months, p  0.15) [55]. 
On the basis of these observations, the National Compre-
hensive Cancer Network (NCCN) [61] as well as the  
European Society for Medical Oncology (ESMO) [62]  
recommended that a dose of 800 mg/day should be used for 
patients with advanced GISTs with KIT exon 9 mutations.

Finally these data give an insight into the molecular events 
underlying two different clinical courses for patients  
with advanced GISTs receiving imatinib mesilate: a small 
proportion of patients (  10%) will display no response  
to the drug and progress with 3 months (6 months for  

some authors) of treatment initiation, this process is known 
as early progression – as virtually all patients eventually 
experience disease progression on imatinib mesilate, the rest 
of the patients will therefore be considered to have late  
progression. Although most molecular mechanisms have not 
yet fully been elucidated, those relating to early and late 
progression seem to differ substantially. Indeed, early pro-
gression seems to be clearly related to the type of mutations 
present in the tumour at the time of treatment initiation: 
patients with KIT exon 9 mutation and both wild type KIT 
and PDGFRA genes are at higher risk of early progression 
than patients with KIT exon 11 mutations. Late progression, 
however, seems to be, in most cases, the consequence of 
secondary mutations of either KIT or PDGFRA [63,64].

    

Given the high risk of relapse following surgery for localised 
GISTs, especially for larger tumours, and the efficacy of 
imatinib mesilate in the advanced setting, as well as  
its favourable safety profile, investigators hypothesised that 
imatinib mesilate given postoperatively after gross complete 
excision of primary GISTs could delay or prevent recurrence 
and therefore improve survival. The safety of imatinib  
mesilate has been evaluated in a Phase II trial which  
confirmed its favourable safety profile in this setting [65]. 
Three large international Phase III trials led by the American 
College of Surgeon Oncology Group (ACOSOG trial 
Z9001) the EORTC (62024 trial), and Scandinavian 
Sarcoma Group (SSG/AIO XVIII trial) are currently  
ongoing. Preliminary data from the ACOSOG Z9001 study 
were reported at the 2007 ASCO meeting. In this study 
patients who had undergone complete gross excision of a 
localised GIST of 3 cm or more were randomly assigned to 
imatinib mesilate 400 mg daily for 1 year or placebo for  
1 year. The primary endpoint was progression-free survival. 
Preliminary data showed a major reduction in the risk of 
recurrence from 17 to 3% at 1 year (p  0.01), with no 
significant impact on survival with short-term follow up [66]. 
In the European study (EORTC 62024) patients who had 
undergone complete gross resection (R0 – R1) of a localised 
GIST classified as intermediate or high risk of malignancy 
(tumour size  5 cm and/or mitotic count  5/50 HPF)  
are randomly assigned to imatinib mesilate 400 mg per day 
for 2 years or observation. Of note, the primary endpoint of 
the EORTC trials is overall survival, with progression-free 
survival as a secondary end point. Finally the SSG/AIO 
study will provide important insight into the optimal  
duration of the adjuvant treatment with imatinib: this  
randomised trial, which includes only high-risk GIST 
tumours, compares 1 year of postoperative imatinib mesilate 
versus 3 years. This question may be of major importance 
for the future: indeed, in the initial report of the Z9001, 
relapses following interruption of imatinib treatment were 
observed in a few patients treated in the imatinib arm,  
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and relapse-free survival seems to converge at late time 
points with fewer patients. Although additional follow up  
is needed and it is not clear now whether adjuvant imatinib 
may actually prevent or delay relapse. In this hypothesis,  
a longer duration of adjuvant imatinib treatment would  
be needed, and the optimal duration will be the next  
burning question.

The role of imatinib mesilate in the adjuvant setting  
is currently debated but both NCCN [67] and ESMO  
(2008 ESMO guidelines, [62]) have decided to  
retain adjuvant imatinib mesilate as an investigational  
procedure, while the National Institute of Cancer Canada 
(NCIC) recommends it in tumours larger than 6 cm  
(M Blackstein, pers. commun.).

 

    
As imatinib mesilate is active over long periods of time and 
has to be given continuously in patients with both chronic 
myeloid leukaemia and GIST, there has been increasing  
concern that this drug may have unexpected long-term  
toxicities. Following the publication of a report in  
Nature Medicine in 2006 [68], there has been a great concern 
that imatinib mesilate may be cardiotoxic when used in the 
long term. In this report, the authors reported 10 patients 
with no prior history of congestive heart failure (CHF), who 
developed CHF with New York Heart Association (NYHA) 
class 3 – 4 symptoms while on imatinib mesilate. They  
further demonstrated that imatinib mesilate was toxic in the 
mouse cardiomyocyte both in vitro and in vivo [68]. These 
data prompted the investigators from several clinical trials 
on GISTs to include evaluation of the cardiac function 
(either by ultrasonography or using cardiac scintigraphy)  
as an inclusion criterion, most notably for patients receiving 
imatinib mesilate in the adjuvant setting. To date, the  
cardiotoxicity of imatinib mesilate remains debated because 
retrospective analysis of large trials failed to demonstrate 
that imatinib mesilate is implicated in cardiac events. In the 
EORTC 62005 trial, in which patients were randomised to 
either 400 or 800 mg of imatinib mesilate daily, seven of 
942 patients developed cardiac failure during treatment, one 
of them died of cardiac failure and three other patients died 
of cardiac-related events. Four patients with left ventricular 
failure (LVF) prior to treatment recovered during the treat-
ment period, and one patient who developed LVF during 
treatment recovered while still exposed to the drug. In a 
prospective study assessing both pro-B-type-natriuretic  
peptide and cardiac troponin, only one patient developed 
LVF during treatment with imatinib mesilate due to pre-
existing cardiac valve disease. Furthermore, cardiac troponin T, 
a marker of cardiac injury, remained below the lower limit 
of normal for all patients during the study period.

Another issue that has been recently raised is the concern 
that long-term treatment with imatinib mesilate might be 

responsible for an increase in the frequency of other  
(second) malignancies. This concern is supported by  
preclinical data demonstrating that long-term exposure to 
imatinib mesilate increases the frequency of urogenital  
cancers in the rat [69]. In a retrospective study in patients 
treated with imatinib mesilate for CML, Roy et al. [70] found 
an increased incidence of prostate cancers compared  
with the local cancer registry. However, in a reply letter, 
Pilot et al. from Novartis [69] argued that the methodology 
in this study was not valid as the study did not use age- 
adjusted incidence but rather used the crude frequency  
in males aged 40 – 69, an age group in which prostate  
cancer incidence is heterogeneous (median age at diagnosis 
of prostate cancer is 68 and the disease is rare before  
age 55). Furthermore, Pilot et al. collated data from a  
prospective follow-up study conducted on more than  
9500 patients recruited in clinical trials of imatinib mesilate 
in both CML and GIST. They reported no increase in  
the rate of second malignancy in patients treated with  
imatinib mesilate compared with the incidence for 5-year 
age groups reported in the Statistics, Epidemiology and  
End Results (SEER) programme [69].

Therefore, there are currently no data clearly indicating 
that imatinib mesilate has long-term, unexpected toxicities; 
however, since it is a relatively new drug, patients should be 
monitored closely for such toxicities [69].

        
    

Although IM yields a high rate of partial response in patients 
with advanced GIST, the rate of complete response is low  
(3 – 5%) [53,57]. One tempting strategy is to surgically 
remove residual masses following imatinib mesilate. Several 
retrospective studies have been reported, showing that  
surgery of advanced GIST was feasible, and that complete 
resection was most likely to be achieved for patients respond-
ing to imatinib mesilate [71-74]. Most of the patients in  
these series continued imatinib mesilate after surgery, even 
when the procedure had removed all macroscopic disease 
(complete response) [71-74]. Patients who underwent surgery 
while responding to imatinib mesilate clearly had a better 
outcome than patients operated for local or diffuse disease 
progression. In the study by Bonvalot et al. [73], the median 
progression-free survival calculated from the start of  
imatinib mesilate therapy was 18.7 months, which does not 
seem to be significantly different from that reported  
for patients treated with imatinib mesilate without  
surgery [50,53,57]. The role of surgery in patients with 
advanced GIST responding to imatinib mesilate is therefore 
debated. The EORTC is currently planning a randomised 
trial to assess this question.

In patients with generalised disease progression on  
imatinib mesilate, most series have shown that surgery is of 
no benefit. However, in patients with localised disease  
progression, the median progression-free survival following 
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surgical resection is 6 months, which is comparable to that 
obtained with sunitinib after failure of imatinib mesilate.

    
Imatinib mesilate is an orally available drug, with a very 
favourable safety profile, which makes it a very attractive 
drug, and has led to its evaluation in numerous tumour 
types including small cell lung cancer, germ cell cancer, 
melanoma, and other KIT- or PDGFR-expressing solid 
tumours [75]. Contrary to the expected effects of  
chemotherapy, for which the reported toxicity is usually 
short lasting because treatment is administered as a single 
infusion every 2 or 3 weeks, the toxic side effects of  
imatinib mesilate, although rare and mild in intensity, are  
in most cases nearly constant. Furthermore the drug has to 
be taken continuously to be efficient, as suggested by the 
results of the French Sarcoma Group study [58,59]. This 
information has to be taken into account when assessing  
the toxicity of orally administered targeted therapies in  
general and of imatinib mesilate in particular. This is  
especially relevant because observance studies performed in 
more than 3000 CML and GIST patients show that  
overall compliance is 75% (calculated as prescribed medi-
cation dose/actually taken medi cation dose), with CML 
patients being slightly more compliant than GIST patients 
(78 versus 73% compliance, respectively) and only 50%  
of patients are 100% compliant [76].

    
Imatinib mesilate has dramatically changed the outcome of 
patients with advanced and metastatic gastrointestinal 
stromal tumours. Indeed, the reported median overall  
survival was 12 – 15 months in the preimatinib era [77], 
which contrasts with the 19 – 23 months progression-free 
and 57 months median overall survival reported with  
imatinib mesilate in clinical trials with the longest follow 
up [50,55]. The overall survival is however difficult to  
interpret and translate into the community setting. Indeed, 
most, if not all, the patients whose outcome was reported in 
clinical trials of imatinib mesilate were treated at referral 
institutions and were likely offered the possibility to test 
investigational agents after progression under imatinib  
mesilate. The impact of these second and later line treat-
ments on the final overall survival of these patients is unclear. 
It is noteworthy, however, that median overall survival 
exceeds the median progression-free survival by more than 

30 months in most series, while in the preimatinib era, 
median overall survival was close to 12 months. Some 
patients treated at our institution have received multiple 
lines [3-5] of investigational targeted agents in the setting of 
clinical trials; therefore their overall survival is likely the 
result of multiple lines of therapy, including (but not 
restricted to) sunitinib malate, which is now approved for 
patients with GISTs progressing after imatinib mesilate or 
intolerant to the drug. Imatinib mesilate has never been 
tested in a Phase III trial against standard chemotherapy or 
placebo and best supportive care, due to the fact that when 
the results of the initial Phase II trial were disclosed [48]  
it was felt that such a trial would be unethical. Indeed,  
comparison of the survival curves of patients receiving  
imatinib mesilate for advanced disease with historical  
controls (patients receiving doxorubicin-based regimens, data 
from the EORTC trials database) shows an unequivocal 
improvement of survival with imatinib [53]. These assump-
tions are supported by a recently reported epidemiological 
study based on SEER data, showing that overall median 
survival of patients with advanced GIST shifted from 12  
to 33 for patients diagnosed during the 1995 – 2000  
and the 2001 – 2004 periods, respectively [78].

Another critical issue may be that a continuous blockade 
by imatinib mesilate is most often given to the patient, even 
after demonstrated progression, enabling sensitive tumour 
cell clones to be efficiently controlled in vivo in these 
patients. Because of its clonal nature in most patients, GIST 
with resistance to imatinib may become the first model in 
which continued blockade of the molecular target, even  
partially resistant, is proved useful; however, this will require 
carefully designed prospective trials to be demonstrated.

Finally, few studies have addressed the cost-effectiveness 
of imatinib mesilate in the treatment of patients with 
advanced GISTs [79,80]. These studies concluded that the 
cost-effectiveness of imatinib mesilate in that setting  
was within a commonly accepted range, both in the US  
and the UK.
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KIT Mutations Induce Intracellular Retention and Activation of an

Immature Formof theKITProtein inGastrointestinal StromalTumors

Se¤ verineTabone-Eglinger,1Fre¤ de¤ ric Subra,5Hiba El Sayadi,1Laurent Alberti,1Eric Tabone,2

Jean-PhilippeMichot,2NathalieThe¤ ou-Anton,4Antoinette Lemoine,4

Jean-Yves Blay,1,3 andJean-François Emile4,6,7

Abstract Purpose:Gastrointestinal stromal tumors (GIST) are frequently associatedwith gain-of-function

mutations of KIT, which can be inhibited by imatinib both in vitro and in vivo. The survival of

patients with GIST, following imatinib therapy, has been correlated with the nature of mutations

but not with KITexpression.

Experimental Design: Subcellular localization, activation, and trafficking of the mature and the

immature forms of KITwere investigated in GISTsamples and in NIH3T3 cells infected with two

different GIST-type exon11^mutated human KITcDNA.

Results: Paranuclear dot expression of KITwas more frequent in GISTs with homozygous KIT

mutations than in those with heterozygous (P = 0.01) or no mutations (P < 0.01). Activation of

the immature125 kDa form of KITwas detected inmost GISTswith KIT mutations but not in GISTs

without KIT mutations. In NIH3T3 cells, mutant KITwas mainly retained within endoplasmic

reticulum and Golgi compartments in an immature constitutively phosphorylated form, whereas

the wild-type KITwas expressed at the plasma membrane, in a mature nonphosphorylated form.

Imatinib-induced inhibition of the phosphorylation of immature and mature mutant KIT proteins

resulted in the restoration of KITexpression at the cell surface.

Conclusions:These results show that GIST-type KIT mutations induce an activation-dependent

alterationof normalmaturation and trafficking, resulting in the intracellular retentionof the activated

kinase within the cell. These observations likely account for the absence of correlation between

response to imatinib and KITexpression using immunohistochemistry and may deserve to be

investigated in other tyrosine kinase ^ activated tumors.

Gastrointestinal stromal tumors (GIST) are the most frequent

sarcomas of the digestive tract and express KIT protein in >95%

of cases (1). Gain-of-function mutations in the KIT gene, and

more recently, in the PDGFRA gene, have been shown to play a

critical oncogenic role in GISTs (2–4). Imatinib mesylate, a KIT

and PDGFR tyrosine kinase inhibitor, blocks the activation of

both receptors in vitro and induces tumor control in >90% of

patients with GIST (5–8). More than 80% of KIT mutations

occur in exon 11 with a hotspot in the 550 to 561 codon

region, whereas mutations in exon 9 and in exons 13 to 17 are

observed in 10% to 15% and <1% of metastatic tumors,

respectively (5, 9–13). Correlations between the nature of

mutation (exon 11 versus others and sites of mutations within

exon 11) and disease outcome prior to imatinib therapy has

been reported in some but not all studies (9–12, 14–20).

Conversely, response to imatinib therapy has consistently been

influenced by the nature of KIT mutations: patients with exon

11 mutations were reported to have a better survival with

imatinib than exon 9 or wild-type (WT) forms (5, 6). Of note,

deletions involving the distal part of KIT exon 11 may be less

favorable for response to imatinib (21). An intriguing

observation is that immunohistochemical expression of the

KIT protein in KIT-positive GISTs is not correlated with

imatinib activity in vivo (22), in contrast with observations in

other models such as HER2 amplification in breast cancer (23).
In the present work, we observed that KIT mutations result in

the modification of the protein subcellular localization. In

GISTs, as well as in NIH3T3-infected cells, mutated forms of
KIT were mainly expressed in an immature phosphorylated-
activated form within the intracellular compartments and with

limited expression at the cell surface in this model. Activation
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of the immature form of KIT was only detectable in cells
expressing exon 11 KIT juxtamembrane mutations; imatinib-
induced blockade of the activation of the immature KIT form

restored the expression of the mature form at the cell surface.

Materials andMethods

Reagents and antibodies. Recombinant human SCF (rhSCF) used

for the assays was purchased from R&D Systems. Chinese hamster

ovary-KL, used for the culture, was a kind gift from P. Dubreuil (UMR

599, Centre de Research en Cancérologie, Marseille, France). Imatinib

mesylate was kindly provided by Novartis. The rabbit polyclonal anti-

KIT antibody (A4502), used for immunochemistry and Western blot,

and the phycoerythrin-conjugated mouse monoclonal anti-KIT anti-

body (clone 1045D2) used for flow cytometry analysis were from Dako.

The antiphosphotyrosine 823 of KIT (pY823KIT) and the antiphos-

photyrosine 703 of KIT (pY703KIT), used for Western blot and

immunocytofluorescence analysis, were purchased from Clinisciences.

For immunohistochemistry assays, CD34 (clone QBEND mouse) was

purchased from Immunotech, and anti-S100 protein (polyclonal

rabbit) was from Dako. Anti–h-actin antibody (Sigma-Aldrich) and

secondary horseradish peroxidase antibodies (Dako) were used in

Western blotting experiments, whereas rabbit anti-calnexin, mouse anti-

Golgin58K (Abcam), anti-rabbit biotin (Dako), streptavidin-Alexa 594,

anti-rabbit Alexa 647, and anti-mouse IGG1 Alexa 647 (Molecular

Probes/Invitrogen) were used for immunofluorescence analysis.

Analysis of human GIST samples. The records of patients with GIST

were retrieved from the files of Ambroise Paré University Hospital.

Histology and immunohistochemistry of all cases were reviewed.

Clinical records were reviewed as well, and no patients had received

imatinib before surgical resection of the tumor. All the human samples

were obtained by surgical resection done for therapeutic purposes and

according to French ethical guidelines.

Mutations within exons 9, 11, 13, and 17 of KIT and within exons 12

and 18 of PDGFRA were detected as previously described (10, 24).

Briefly, tumor DNA was extracted from either frozen or paraffin tumor

samples after morphologic control. Screening of insertions and

deletions within exons 9 and 11 of KIT and within exons 12 and 18

of PDGFRA was done by length analysis of PCR products (25), which

allows the quantification of the mutant/wild-type ratio, and all samples

were subjected to direct sequencing. Deletions or insertions within KIT

exons 11 and 9 were considered as homozygous, when the fluorescence

intensity of the mutant allele was at least three times higher than that of

the wild-type allele. In all cases, histology confirmed that the analyzed

sample contained >90% of tumor cells.

Immunohistochemistry was done on 4-Am-thick slides of paraffin-

embedded GIST samples with anti-CD117 (1/300), anti-CD34 (1/2),

and anti-S100 (1/200) antibodies. Slides were immersed for 20 min in a

boiling antigen retrieval citrate buffer (pH 6), and staining was revealed

with LSAB2 KIT (Dako). The cellular localization of KIT staining from

82 paraffin-embedded GIST samples was evaluated without knowledge

of the mutational status.

Analysis of KIT expression and activation was done on 26 frozen

GIST samples by Western blotting experiments. Samples were calibrated

and mechanically homogenized (Mixer Mill MM 300) in lysis buffer

(20 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, 1 mmol/L orthovanadate,

10 mmol/L NaF, 1 mmol/L PMSF, 0.5 Ag/mL leupeptin, 1 Ag/mL

pepstatin, 10 IU/mL aprotinin, and 1% Triton X-100). Lysates were

rocked for 30 min at 4jC, and then centrifuged to remove insoluble

material. Supernatant protein contents were determined using Bradford

solution. The normalized soluble proteins (supernatant fraction) were

directly analyzed by SDS-PAGE Western blotting with anti-KIT, anti-

pY703KIT, anti-pY823KIT, and anti–h-actin antibodies.

Production of recombinant viruses and NIH3T3 infection. The full-

length human KIT cDNA (GNNK isoform), and two mutants

(KITdel557-558 and KITdel564-581) were excised from the pGEM-

Teasy plasmid through SalI and NotI restriction and inserted in

oncoviral vectors pLNCX (Clontech) and MigR1 (26) for wild-type and

mutant forms, respectively. Both retroviral vectors included the same

cytomegalovirus promoter. To produce viral stocks, the plasmids

pLNCX KIT-wt and MIGR KIT-mutants were independently cotransfec-

tected with plasmid pMD.G (VSV.G envelope) and pBR322 containing

inserts Gag-PolGpt into 293T cells using the standard calcium

phosphate procedure. Briefly, 293T cells (2.5 � 106) were cotransfected

with 15 Ag of retroviral vector (pLNCX or MigR1), 10 Ag of pBR322,

and 5 Ag of pMD.G for 12 h. The next day, the medium containing the

virus was harvested. Titers of produced retroviral vectors were

determined after infection on NIH3T3 cells and either resistance to

geneticin (0.8-1 mg/mL) for pLNCX, either green fluorescent protein

expression for MigR1 (the expression of green fluorescent protein is

regulated by an internal ribosome entry sequence). Infection of NIH3T3

cells were done at a multiplicity of infection of 0.5. Cells with the

pLNCX vector were selected with geneticin for 7 to 10 days (maintained

for the culture) before being isolated and amplified. Cells with the

MigR1 vector were amplified for 48 h after infection and green

fluorescent protein–positive cells were sorted.

Cell culture. NIH3T3-infected cells were cultivated in DMEM with

10% newborn calf serum (Life Technologies), 2% penicillin/strepto-

mycin, and 50 ng/mL of Chinese hamster ovary–mouse SCF so that

the growth of wild-type and mutant forms were equivalent. Chinese

hamster ovary–mouse SCF was removed during serum starvation for

the assays.

To study proliferation in low serum concentrations, cells were plated

at 50,000 cells per well, then starved for 4 h before incubation with

DMEM containing 1% serum for the times indicated. At each time

point, cells were harvested, suspended in a precise volume of medium,

and then counted with a FACS scan (Becton Dickinson). Results were

expressed as mean of triplicate F SD.

To perform soft agar assays, cells were plated at 10,000 in 1 mL of

0.33% agar (Difco) in DMEM + 10% newborn calf serum with or

without rhSCF, over a 0.5% 1 mL agar layer in triplicate in 35 mm

dishes. After 3 weeks, plates were stained with 0.005% crystal violet and

colonies were counted with Gene Tools software (Ozyme). Each

condition was done in triplicate and results are given as the mean

number of colonies.

mRNA analysis. The mRNA of NIH3T3 cells was extracted according

to TRIzol method (Invitrogen). Then, 5 Ag of RNA was submitted to

reverse transcriptase (Super Script II, Invitrogen). Real-time PCR and

subsequent calculations were done with the ABI Prism 7000 sequence

detection system (Applied Biosystems).

Table 1. Comparison of KIT subcellular staining in three subsets of patients with GIST

Total Primary site KIT staining of GIST cells

Gastric Small intestine Other Cytoplasm Golgi-like Membrane

Homozygous KIT mutation 17 9 3 5 14 12 5

No mutation of KIT or PDGFRA 14 4 6 4 10 2 9

Heterozygous KIT mutation 51 26 21 4 32 18 31

Human Cancer Biology
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Primers and probes were described previously (24). The PCR mixture

contained 1� TaqMan Universal PCR Master Mix reagents (Applied Bio-

systems), 400 nmol/L of KIT forward and reverse primers, 200 nmol/L

of probe, 0.25 Amol/L of amperase UNG, and 5 Ag of KIT cDNA in a

total volume of 50 AL. PCR conditions consisted of two steps of 5 min

each at 55jC and 5 min at 95jC, followed by 50 cycles of 15 s at

95jC and 1 min at 60jC. TaqMan rRNA control reagents (Applied

Biosystems), designed for ribosomal 18S RNA amplification, were used

as references to normalize the results. Experiments were done in

triplicate. Results were expressed as ratios of KIT to 18S PCR products

(equivalency of the efficacy of the two PCRs was previously verified).

Protein analysis. NIH3T3 cells were grown to 80% confluence in

complete medium, and then starved for 4 h before incubation with

rhSCF or imatinib for the concentrations and times indicated. Cells were

washed with cold PBS, and lysed directly in culture plates with 200 AL/

10 cm2 of lysis solution [10 mmol/L TRIS (pH 7.4), 150 mmol/L NaCl,

1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1 mmol/L

EDTA, 1 mmol/L sodium orthovanadate, 10 mmol/L NaF, 1 mmol/L

PMSF, 0.5 Ag/mL leupeptin, 1 Ag/mL pepstatin A, and 10 IU/mL

aprotinin] for 30 min at 4jC. The soluble protein (supernatant fraction)

was either directly analyzed by SDS-PAGE Western blotting or first

immunoprecipitated with the rabbit anti-KIT antibody.

For cell surface biotinylation of the protein, cells were labeled with

Sulfo-NHS biotin (Perbio Science) according to the manufacturer’s

instructions before protein extraction, KIT immunoprecipitation, and

Western blotting analysis.

Flow cytometry. NIH3T3 were grown to 80% confluence in

complete DMEM, then serum-starved for 4 h before incubation or

Fig.1. KIT perinuclear expression in GISTs withhomozygousmutations and phosphorylation of the immature KIT form in GIST protein extracts. A, wild-type (arrow ; 270 bp)
andmutant alleles of KITwere detected by length analysis for fluorescent PCR products.These five GISTs had deletions within exon11of KIT, three of whichwere considered
as homozygous (casesY04-108,Y04-109, andY04-210) because of the low amount of wild-type as compared with mutant alleles. B, KIT immunohistochemical staining
of GISTon paraffin-embedded samples (top) and NIH3T3 embedded cells (bottom) disclosed a predominant Golgi-like pattern in GISTs with homozygous KIT mutations
or in NIH3T3 KIT D6^ infected cells (right) and a membrane and/or cytoplasmic pattern in GISTs without mutations or NIH3T3WTKIT ^ infected cells (left). Bar, 20 Amol/L.
C,Western blot analysis of protein extracts of GIST frozen samples disclosed a variable KITexpression, with a main heavy (mature, 145 kDa) and a minor light (immature,
125 kDa) form. KIT phosphorylation (Tyr703 andTyr823 residues) of both forms was analyzed in GISTs with heterozygous or homozygous KIT mutations and GISTs without
mutations of KITand PDGFRA . Protein extracts of wild-type NIH3T3^ and D6^ infected cells were analyzed in each blot as a control of KITexpression and phosphorylation.
h-Actin expression was analyzed as a loading control.

IntracellularTrafficking of KITMutants in GISTs
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not with SCF or imatinib. Cells were then harvested and resuspended in

cold PBS before incubation with a phycoerythrin–conjugated anti-KIT

antibody (Dako) for 15 min at 4jC. Cells were analyzed by flow

cytometry on a FACS Scan (Becton Dickinson) and analyzed with Cell

Quest Pro Software (Becton Dickinson). Results were expressed as mean

of fluorescence intensity.

For analysis of total cell expression of KIT, cells were fixed in 4% PBS-

paraformaldehyde for 15 min at 4jC before permeabilization with 5%

PBS-bovine serum albumin/0.3% saponin for 15 min at room

temperature, and then incubated with the phycoerythrin-conjugated

anti-KIT antibody.

To inhibit KIT internalization via disruption of lipid rafts, cholesterol

depletion of cell membranes was done using methyl-h-cyclodextrin

(Sigma-Aldrich). Cells were serum-starved for 30 min, then incubated

for 30 min with 30 mmol/L of methyl-h-cyclodextrin in DMEM without

serum, and finally stimulated or not by 100 ng/mL of rhSCF for 20 min

before staining with phycoerythrin-conjugated anti-KIT antibody.

Immunocytochemistry and confocal microscopy in NIH3T3-infected

cells. Immunocytochemistry of NIH3T3-infected cells was done on

pellets previously embedded with Shandon Cytoblock Cell Preparation

System (Thermo Scientific) according to the manufacturer’s instruc-

tions. Dewaxed paraffin sections were stained with anti-KIT antibody

(Dako,) and revealed by the Ultra View DAB Detection Kit (Ventana

Medical System). Slides were observed at �100 original magnification

with Axioskop microscope (Zeiss), and then representative photographs

were taken using Nikon Cool Pix camera (Nikon).

For confocal microscopy, cells were cultivated for 24 h onto

polylysin-coated slides before fixation with 4% paraformaldehyde in

PBS. Cells were then permeabilized with 0.1% Triton X-100, then

stained with either anti-KIT, anti-pY703KIT, or anti-pY823 (revealed

with anti-rabbit biotin plus streptavidin-Alexa 594), and/or with either

anti-Golgin58K (revealed with anti-mouse IGG1 Alexa 647) or with

rabbit anti-calnexin (revealed with anti-rabbit Alexa 647). Before

incubation with anti-calnexin antibody, KIT or pY703 staining was

fixed and blocked to avoid cross-binding with the other anti-rabbit

antibody. Slides were mounted with Vectashield Hard-Set containing

4¶,6-diamidino-2-phenylindole for nuclear staining (Vector Laborato-

ries/AbCys). Representative photographs were taken at original

magnification (�63) with a Leica microscope TCS SP2. Colocalization

analyses were done with WCIF ImageJ software8 according to the

approach of Costes et al. (27).

Statistical analysis. For proliferation assays, the mean triplicate

counts were compared among the different infected cell types using

Student’s t test. All data are expressed as mean F SD. The relevance of

Golgi-like staining in GISTs was calculated with a m2 test.

Results

Perinuclear expression of KIT in GISTs. Cellular localization
of KIT has previously been shown to be heterogeneous in

GISTs, with either plasma membrane, diffuse cytoplasmic, and/
or paranuclear dot-like patterns (i.e., ‘‘Golgi-like’’). The slides of
all GIST cases that were diagnosed with homozygous KIT

mutations (n = 17) were compared with those of KIT-positive

GISTs without KIT mutations (n = 14), and those of 51 GISTs
with heterozygous KIT mutations (three times the number of
cases with homozygous mutations, randomly chosen in our

series; Table 1). We observed 11 of 51 point mutations, 3 of 51
insertions, and 37 of 51 deletions in the heterozygous group,
and 16 of 17 exon 11 deletions (Fig. 1A) and 1 of 17 exon

9 insertions in the homozygous group. KIT was expressed
(Fig. 1B) in the cytoplasm of 14 cases (82%) with homozygous
mutations, 10 cases (71%) without mutations, and 32 cases
(63%) with heterozygous mutations. Plasma membrane

expression of KIT was observed in 5 (29%), 9 (64%), and 31
(61%) cases from the same group, respectively, and was
therefore significantly less frequent in the first group (P =

0.05, m2 test). Paranuclear dot-like patterns were observed in 12
(70%), 2 (14%), and 18 (35%) cases (P < 0.01; m2 test);
therefore, predominantly in GISTs with homozygous muta-

tions, as compared with wild-type GISTs and to GISTs with
heterozygous mutations.
The expression and activation of KIT extracted from GIST

frozen samples was then analyzed using Western blot analyses.

8 http://www.uhnresearch.ca/wcif

Fig. 2. Characterization of the NIH3T3-infected cell lines. A, the infected NIH3T3
cell lines were incubated with or without 100 ng/mL of rhSCF for 20 min and the
KIT protein expression and the phosphorylation of theTyr823 residue were analyzed
byWestern blot. h-Actin expression was analyzed as loading control (CT, control;
WT, wild-type KIT ; D6, KIT D6; D54, KIT D54). B, the proliferation of control,
wild-type, D6, and D54 NIH3T3 cell lines was compared. Cells were plated at
50,000 cells per well and then starved for 4 h before incubation with DMEM
supplemented by1% serum. After 36, 60, and 84 h of culture, the cells were
harvested and counted. Points, mean of triplicate results; bars, SD. C, the capacity
to grow in soft agar was tested for control, wild-type, D6, and D54 NIH3T3 cell
lines. Cells were plated in1mL of 0.33% agar, over a 2 mL 0.5% agar layer. Four
weeks later, the plates were stained and colonies were counted with GeneTools
software. Each experiment was done in triplicate. Columns, mean number
of colonies per plate; bars, SD.
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Samples from GISTs without deletions (n = 11), with
heterozygous deletions (n = 12; two point mutations, three
insertions, and six deletions in exon 11; one insertion in exon

9), or with homozygous deletions (n = 3) of KIT gene were
compared. The mature (145 kDa) form of KIT was phosphor-
ylated in most of the 26 tumor samples. Importantly, the

immature (125 kDa) form of KIT was also phosphorylated
in GISTs with KIT mutations, but not (pY823) or weakly
(pY703) in GISTs with wild-type KIT (Fig. 1C).

Functional properties of NIH3T3 cells infected by human exon

11 KIT mutants or wild-type forms. To evaluate the significance

of the abnormal pattern of expression and activation of KIT in

KIT-mutated GISTs, murine fibroblast cell lines (NIH3T3) were

stably infected with oncoviral vectors containing either wild-

type KIT (WT), mutated KIT11 DelWK557-558 (D6), or

mutated KIT11 Del NGNNYVYIDPTQPYDHK564-K581 (D54)

human KIT cDNA, or with the empty vector (CT). The stably

infected NIH3T3 cells, WT, D6, and D54 expressed the KIT

protein in two forms: the mature and the immature proteins of

145 and the 125 kDa, respectively (Fig. 2A). D6 and D54 were

gain-of-function mutations. Indeed, KIT was constitutively

activated in cells infected with D6 and D54 oncoviral vectors,

as shown by the phosphorylation of the Tyr823 residue in these

cells in the absence of rhSCF, whereas WT KIT activation was

weak in this condition. Upon stimulation with rhSCF, WT KIT

was highly phosphorylated and its expression was decreased

(Fig. 2A).

The oncogenic properties of KIT mutants were then
compared (Fig. 2B): D6 and D54 mutants proliferated
significantly more than wild-type or control NIH3T3 cells after

60 and 84 hours of culture in low serum concentrations (P <
0.05). We further tested the transforming potential of infected
NIH3T3 cells by culturing them in soft agar (Fig. 2C; ref. 28).

Only D6- and D54-infected NIH3T3 formed colonies in soft
agar assays without the addition of rhSCF (mean[CT] = 1.00 F
2.00; mean[WT] = 0.00 F 0.00; mean[D6] = 45.92 F 11.34;

mean[54] = 29.00 F 14.66).
Subcellular expression of KIT mutants and WT KIT in NIH3T3

cells. Using flow cytometry, the expression of KIT in D6, D54,
and wild-type infected cells was observed at the cell membrane.

In the absence of rhSCF, the WT KIT receptor was expressed at a
high level. The constitutively activated D6 and D54 mutants
were also detectable on cell surface, albeit at reduced levels as

compared with the wild-type receptor (Fig. 3A).
To get more insight into the mechanisms of reduced KIT

protein expression in D6- and D54-infected cells (Figs. 2A

and 3C), KIT mRNA expression was compared in infected cells
(Fig. 3B) using real-time PCR quantification. KIT/18S RNA
ratios were similar in wild-type and mutant infected cells
(range, 0.38-0.47), and was significantly higher than in control

cells (which were negative for KIT expression).
The overall expression (i.e., plasma membrane and intracel-

lular) of KIT was then analyzed by flow cytometry following

cellular permeabilization (Fig. 3C). Although no differences
were observed between intact and permeabilized wild-type
infected cells, the expression of mutant KIT protein was higher

in permeabilized cells than at the cell surface. Moreover, similar
to the observations made in samples from GISTs with
homozygous KIT mutations, KIT immunochemical expression

was predominantly found in the perinuclear region in NIH3T3
cells infected with the mutated KIT gene, whereas it remained

predominantly at the plasma membrane and diffusely in the
cytoplasm in wild-type cells (Fig. 1B).

SCF-dependent internalization and activation of KIT in wild-

type but not in mutant-infected cells. The cell surface expression
of WT KIT was significantly decreased when WT KIT –infected

cells were stimulated for 24 hours by rhSCF; the inhibition of
KIT activation by 1 Amol/L of imatinib mainly restored the
membrane expression of KIT (Fig. 4A). In constitutively

activated KIT mutant–infected cells, additional stimulation
with rhSCF did not significantly alter the membrane expression
of the receptor stimulation. In contrast, the inhibition of KIT
activation by imatinib, as shown further, was associated with an

increased expression of the receptors at the cell surface (higher
for D6 than for D54).

Methyl-h-cyclodextrin has been shown to inhibit the lipid

raft pathway of KIT receptor internalization (29). Although
methyl-h-cyclodextrin dramatically reduced the rhSCF-induced
internalization of WT KIT, it had no effects on the surface

expression of mutant KIT proteins, indicating that the weak
membrane expression of the mutated KIT proteins was not due
to an increased internalization (Fig. 4B).

Specific phosphorylation of the immature form of the mutated

KIT receptor. The 145 and 125 kDa forms of KIT differ by

Fig. 3. KIT basal expression in NIH3T3-infected cells.A, membrane KITexpression
without ligand stimulation in infected NIH3T3 cells lines was analyzed by flow
cytometry. Histograms represent thenumber of cells as a functionof the fluorescent
intensity of KITstaining by a phycoerythrin-conjugated anti-KITantibody. Means
of fluorescence intensity (MFI) were compared. B, real-time PCR was used
to quantify the expression level of KIT RNA in KIT-infected NIH3T3 cells lines
(WT, D6, and D54).The noninfected NIH3T3 cells line (CT) was used for
PCR-negative controls. Points, mean ratio of PCR products of KIT/18S RNA; bars,
SD. C, flow cytometry analysis of permeabilized (thick black lines, KITstaining;
dotted lines, isotype control staining) or non-permeabilized (thick gray lines, KIT
staining; thin gray lines, isotype control) cells was done to compare total KITor cell
surface expression, respectively, in wild-type and D6-infected cells.The mean of
fluorescence intensity was higher in D6 total expression than at the cell surface.
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glycosylation patterns (30): the 145 kDa protein corresponds to
the maturation of the 125 kDa form within the Golgi
apparatus, and complete maturation is requested for plasma

cell membrane targeting.

To investigate whether the immature 125 kDa form was not
expressed at the plasma membrane, the surface proteins of
infected NIH3T3 cells were biotinylated and detected with

Western blotting analysis after immunoprecipitation of both

Fig. 4. Regulation of KITexpression
according to the kinase activity in the
different infected cells. A, regulation
of KITcell surface expression after 24 h
of stimulation by100 ng/mL of rhSCF
(SCF) and/or1 Amol/L of imatinib (STI)
was observed using flow cytometry in
wild-type, D6, and D54 cells. B, effective
KIT internalization was assessed using
flow cytometry analysis of KITcell surface
expression with or without 30 mmol/L
of methyl-h-cyclodextrin. Disruption
of lipid raft forWTKIT ^ infected cells was
followed or not by 20 min of stimulation
with100 ng/mL of rhSCF. Black arrows,
modification of KITexpression under
the effect of SCF with or without
methyl-h-cyclodextrin.
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immature and mature forms of KIT (Fig. 5A): only the mature

145 kDa form was expressed at the cell surface, whereas the
intracellular immature 125 kDa form of the mutated KIT,
which was phosphorylated on the Tyr703 (data not shown) and

the Tyr823 residues, was retained intracellularly.
Confocal microscopy confirmed the intracellular localiza-

tion of the mutant KIT (Fig. 5B). Indeed, phosphorylated

Tyr703 (Fig. 5B) and Tyr823 (data not shown) of KIT mutants
were colocalized with the endoplasmic reticulum (as shown
by coexpression of the specific calnexin) and Golgi apparatus
(as shown by the coexpression of the specific Golgin58K)

compartments.
The relation between activation and expression of mature

and immature forms of KIT in NIH3T3 cells was then

investigated using Western blotting. Both mature and immature
forms of mutant KIT were phosphorylated on Tyr703 or Tyr823

residues (Figs. 2A, 5A and C). Their stimulation by rhSCF did

not alter mature or immature form of KIT expression (Fig. 5C).

In contrast, prolonged inhibition of thesemutants with 1 Amol/L

of imatinib increased the expression of the mature form
(Fig. 5C), and reduced the expression of the immature form,
resulting in a pattern of KIT expression which is similar to

unstimulated WT KIT. As we observed in the previous experi-
ments, only the mature 145 kDa form of WT KIT was
phosphorylated after rhSCF stimulation (Figs. 2A and 5A).

Moreover, its activation was transient, as phosphorylation of
Tyr703 and Tyr823 was weak after 24 hours of rhSCF stimulation
(Fig. 5C). The prolonged stimulation also reduced the mature
WT KIT form expression, but did not alter the expression of the

immature form. Finally, the expression of the mature form was
restored upon further addition of 1 Amol/L of imatinib (Fig. 5C).

Discussion

In the present work, we show that an immature form of

GIST-type mutated KIT, but not of wild-type KIT, is activated

Fig. 5. The immature form of KIT mutants were phosphorylated in the intracellular compartment. A, biotinylation of cell surface proteins was done onWT KIT ^ infected
cells stimulated by 100 ng/mL of rhSCF for 20 min or on KIT D6^ infected cells followed by KIT immunoprecipitation andWestern blotting. The KITexpression,
phosphorylation of theTyr823 residue and the biotin binding, were analyzed to detect the intracellular localization and the phosphorylation of the immature form of KIT
in D6 cells. B, confocal localization of KITexpression and activation. After permeabilization of infectedWT KIT (stimulated for 15 min or not with rhSCF as indicated)
and D6 NIH3T3 (inhibited for 1h or not with imatinib) cell lines, the KIT protein and its phosphorylated form (pY703KIT) were revealed with the Alexa 594 fluorochrome
(red). 4¶,6-Diamidino-2-phenylindole was used for nuclear coloration (blue). The phosphorylated form of KIT (p703KIT; red) was colocalized with endoplasmic reticulum
marker (Calnexin) or Golgi marker (Golgin58K) revealed with Alexa 647 fluorochrome (magenta). Colocalizations were highlighted using contrasting colors (red for
red and green for magenta) and whitening of most fluorescent colocalized points. Bars, 9 Amol/L. C, effect of 24-h stimulation with 100 ng/mL of rhSCF (SCF) or
inhibition with 1 Amol/L of imatinib on the expression and the phosphorylation (Tyr703 and Tyr823 residues) of the immature (125 kDa) and mature (145 kDa) forms of KIT
usingWestern blot analysis. h-Actin expression was analyzed as a loading control.
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and undergoes an abnormal subcellular trafficking in GISTs
and in KIT-infected NIH3T3 cells.

In-frame deletions within exon 11 (especially codons 557-

558) of KIT are present in more than half of GISTs (5, 9–13)
and result in constitutive activation of KIT in these human

tumors (3). Gain-of-function mutations are a major event in

GIST oncogenesis, as shown by the high incidence of GISTs in

patients with inherited KIT mutations (31–33), in transgenic
mice (34, 35), and in studies reporting the major antitumor

effects of treatments with the KIT inhibitor imatinib (8). Two

forms of KIT protein are described in GISTs (4): the 125 kDa
form is a precursor of the 145 kDa form (36) and lacks the

complex glycosylation necessary for its cell surface targeting

(30, 37). In accordance with the data reported in the literature,

we found that KIT was activated in most of our GIST samples,
as shown by phosphorylation of the mature (145 kDa) form of

KIT. The results here further indicate that samples with

homozygous KIT or heterozygous mutations on exon 11 (as

well as one with exon 9), also presented an activation of the
immature (125 kDa) form. These observations are consistent

with the report of Duensing et al. who also observed the

phosphorylation of the 125 kDa KIT form in some primary

GISTs (38). Interestingly, in GISTs with KIT homozygous
mutations, we observed a predominant paranuclear dot pattern

of KIT on immunohistochemical staining, as compared with

GISTs without mutations (P < 0.01) and those with heterozy-

gous mutations (P = 0.01). Immunochemical features of KIT
expression described in GISTs are variable: it can be diffuse or

dot-like within the cytoplasm, as well as in the plasma

membrane (22). The mechanisms underlying these observa-

tions were not known. Pauls et al. have observed that dot-like
staining (also called ‘‘Golgi pattern’’) of KIT was very frequently

associated with mutations within the KIT gene (39). To

evaluate the significance of the abnormal pattern of KIT

expression and activation in KIT-mutated GISTs, we further
investigated the KIT expression and maturation in NIH3T3-

infected cells expressing either the wild-type or the juxtamem-

brane-mutated forms of human KIT.
The results we obtained with the NIH3T3 fibroblasts infected

with WT KIT oncoviral vector are consistent with other models

published until now. As in GISTs, the two forms of KIT were
detected in NIH3T3-infected cells. The mature form of WT KIT,
infected in NIH3T3 cells, was predominant and mainly

expressed at the cell surface. It activation with rhSCF resulted
in the phosphorylation of the mature form but not the
immature one. In fact, SCF stimulation of wild-type KIT
receptor induces dimerization and activation of the mature

(145 kDa) form but not of the immature (125 kDa) form (36).
Moreover, previous studies have shown that the 125 kDa form
is intracytoplasmic, retained within the endoplasmic reticulum

or the Golgi compartments (30, 37). Finally, as already
suggested by cholesterol depletion experiments (40), the
internalization of the mature activated WT KIT form was

shown to be lipid raft–dependent.
In contrast to the wild-type KIT, which was mainly expressed

at the cell surface as a mature 145 kDa form, the mutated form

was predominantly expressed within the endoplasmic reticu-
lum and the Golgi compartments as the immature (125 kDa)
form. As for GIST samples, activation of the immature form was
exclusively detected in mutants. Several groups have also

transfected murine cell lines with human KIT containing

gain-of-function mutations. The 125 kDa form was either
predominantly expressed (41, 42), as in the present study and
in two others with deletion or mutation of codon 559, or was

the only detected form as in two models with activating
mutations of codon 816 (30, 37). Phosphorylation of the
immature form in murine cell lines transfected by mutated but

not wild-type alleles of KIT has also been observed by others
(30, 42, 43). Debiec-Rychter et al. used cell lines transfected
with a KIT mutant containing a deletion of codons 557 to 558,

such as in the D6 model of the present work, but additionally
associated with a mutation in exon 13 (T670I). They observed
that the 125 kDa form was highly expressed and also slightly
phosphorylated (44).

Several lines of evidence strongly suggest that the immature

125 kDa KIT protein plays an essential oncogenic role in

NIH3T3 and in GIST, bypassing the normal posttranslational

maturation and trafficking. First, the cell membrane expression

of KIT was weaker in KIT mutant compared with WT KIT –
infected cells, whereas KIT mRNA expression was similar in the

two cases. This was not due to a higher internalization of the

receptor induced by KIT autoactivation because assays of lipid

raft disruption did not increase KIT expression at the cell

surface. Furthermore, the immature 125 kDa form of KIT,

although expressed under an activated form, was not found at
the cell surface using a biotinylation assay. Finally, mutant KIT

was predominantly expressed in the endoplasmic reticulum

and Golgi compartments in an activated form using confocal

microscopy. Using this model, we also showed that inhibition

of KIT kinase activity with imatinib blocked mutant KIT

phosphorylation, restored normal maturation of these proteins,
and enabled its migration in the mature form to the cell surface,

showing that abnormal maturation and trafficking of the

mutated KIT protein was a result of its constitutive activation.

Taken together, these data might suggest that activating

mutations lead to a premature phosphorylation of KIT resulting

in a premature regulation of the protein that decreases its cell
surface expression. Furthermore, alteration of signaling path-

ways, often observed in GIST models (38, 43), might be a

consequence of the endoplasmic reticulum/Golgi localization

as it has been reported for the KIT kinase domain mutant (30)

and needs to be further investigated.
Gain-of-function mutations of tyrosine kinase receptors have

been shown to be major events in many human tumors (for

review, see ref. 45). Here, we showed that gain-of-function
mutations of KIT not only induced an autoactivation of the
receptor, but also resulted in a blockade of normal KIT

maturation and intracellular trafficking that resulted in an
abnormal activation of its intracellular immature form. Similar
results were recently published with the kinase domain mutant
frequently found in mastocytosis, however, its relevance in the

in vivo situation has not yet been shown (30). Moreover,
abnormal maturation and trafficking of tyrosine kinase
receptors has also been observed in other tyrosine kinase

receptors such as CSFR1 (46) and Flt3, which have been related
to its tyrosine kinase activity (47). Interestingly, we observed
that the KIT inhibitor imatinib partially relieved this blockade

and restored KIT expression at the cell surface, suggesting that
the constitutional activation of mutated KIT is responsible for
the intracellular retention of the protein. Moreover, we
previously showed that SCF was detectable in most GISTs,

and might therefore contribute to its activation (48). Several
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tyrosine kinase inhibitors are currently used to treat patients
with cancer, and belong to two main types: antibodies directed
against surface receptors and small specific inhibitors. The

combination of both types of tyrosine kinase receptor
inhibitors, as it has been suggested to target epidermal growth
factor receptor in lung cancer (49, 50), may be active in both

normal and bypass pathways.
These findings could have important implications in the

understanding of the biology of mutant KIT receptor and for

the selection of patients for targeted therapies. Mutant KIT
receptor was activated within intracellular compartments of the
cell, and thus, might escape the physiologic mechanisms of
deactivation following ligand binding. Imatinib blocks this

phenomenon, restoring normal cell membrane expression of a
nonactivated immature form of the receptor. These observa-

tions may account for the lack of correlation between KIT
expression at the cell surface and response to imatinib; their
possible relevance to other tyrosine kinase receptors in different

tumor models and tyrosine kinase inhibitor activities also
needs to be explored. They also suggest that a cell-permeable
inhibitor of KIT, such as imatinib, will likely be more efficient

than a non–cell-permeable molecule. Whether these observa-
tions are relevant in other models of mutated activated tyrosine
kinase receptors will need to be investigated.
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Résumé. L’imatinib (Gleevec®, Glivec®, Novartis, Bâle, Suisse) est une petite
molécule inhibant la tyrosine kinase de c-abl, c-kit, et le récepteur du platelet
derived growth factor (PDGFR). Initialement développée pour le traitement des
leucémies myéloïdes chroniques (LMC), il a actuellement une autorisation de mise
sur le marché en Europe et au Etats-Unis pour le traitement des LMC et des tumeurs
stromales gastro-intestinales. Compte tenu de son activité contre c-kit et PDGFR et
de son profil de tolérance remarquable, il a été « essayé » dans de nombreux types de
tumeur solide, avec des résultats souvent décevants. Nous proposons ici une revue
des résultats obtenus avec l’imatinib dans le traitement des tumeurs solides, y
compris les tumeurs stromales gastro-intestinales. ▲

Mots clés : imatinib, GIST, tumeur solide, KIT, PDGFR, tyrosine kinase

Abstract. Imatinib mesylate (Gleevec®, Glivec®, Novartis, Basel, Switzerland) is a small
molecule inhibitor of the tyrosine kinase c-abl, c-kit and the platelet derived growth factor
receptor (PDGFR). Imatinib was developed for the treatment of chronic myeloid leukaemia
(CML) but was approved both in Europe and the US fro the treatment of CML and
gastrointestinal stromal tumors (GIST). Given its activity against both c-kit and PDGFR
kinases and its remarkable safety profile, imatinib has been « tried » in several solid tumors ;
results however have often been deceiving. We review the current data regarding the activity of
imatinib in solid tumors, including GIST. ▲

Key words: imatinib, GIST, solid tumour, KIT, PDGFR, tyrosine kinase

U n peu plus de 6 ans après son autorisation de mise
sur le marché par la Food and Drug Administration
(FDA) (21 mai 2001), pour le traitement de la leu-

cémie myéloïde chronique (LMC), l’imatinib (Glivec®, No-
vartis, Bâle, Suisse) constitue un modèle de développement
des thérapeutiques moléculaires ciblées et reste à ce jour
l’une des molécules anticancéreuses les plus efficaces, à
défaut d’être omnipotente. Développé comme un inhibiteur
de la tyrosine-kinase de la protéine de fusion Bcr-Abl, l’ima-
tinib inhibe aussi les tyrosine kinases de c-Kit, le récepteur du
stem cell factor (SCF), et du récepteur du platelet-derived
growth factor (PDGFR). De ces propriétés découlent des
applications en oncologie des tumeurs solides, dont l’utilisa-
tion dans le traitement des tumeurs stromales gastro-
intestinales (GIST).

Généralités

Structure et développement

L’imatinib est une petite molécule hydrosoluble ayant une
bonne biodisponibilité orale. L’idée initiale était de développer

un inhibiteur spécifique de la kinase Abl. A la fin des années
1980, les chercheurs de Ciba-Geigy (maintenant Novartis), au
sein d’un projet plus large de développement de molécules
inhibitrices de protéine-kinase, ont identifié le noyau
2-phénylaminopyrimidine comme un composé de départ po-
tentiellement intéressant, malgré sa faible spécificité (activité
inhibitrice sur les sérine-thréonines et les tyrosine-kinases) et sa
faible efficacité. L’ajout d’un groupement pyridyl en 3’ du
noyau pyrimidine, d’un groupement benzamide et d’un grou-
pement méthyl en position 6 de l’anneau anilino-phényl a
permis respectivement d’augmenter l’activité inhibitrice de
kinase de la molécule, notamment vis-à-vis des tyrosine-
kinases, et de supprimer l’activité sur les sérine-thréonine-
kinases (figure 1). Les études in vitro puis in vivo sur des
modèles de xénogreffes ont permis de montrer que l’imatinib
inhibait spécifiquement les kinases Abl (toutes les formes), la
tyrosine-kinase du récepteur au platelet derived growth factor
(PDGF) et la kinase du récepteur du stem cell factor (SCF), c-KIT
[1]. Du point de vue moléculaire, il inhibe de façon compéti-
tive la fixation de l’adénosine triphosphate (ATP) au niveau du
site catalytique de la protéine-kinase Abl [2].

Cibles : BCR-ABL, Kit et PDGFR

BCR-ABL est le produit de la fusion du gène ABL (homologue
humain du gène murin Abelson murine leukemia) et BCRTirés à part : P. Cassier
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(break-point cluster region) par la translocation t(9-22) (chro-
mosome Philadelphie) dans la leucémie myéloïde chronique
(LMC). Son poids moléculaire varie de 185 à 230 kDa en
fonction du site de cassure de BCR ; la forme la plus fréquente
dans les LMC fait 210 kDa (environ 95 %). c-abl, l’homolo-
gue cellulaire de l’oncogène viral murin v-abl, code pour une
tyrosine-kinase intracellulaire. Les fonctions de c-abl sont
normalement étroitement régulées et cette protéine navigue
entre le cytosol et le noyau, alors que les protéines de fusion
bcr-abl sont exclusivement cytosoliques et ont une activité
tyrosine-kinase constitutionnelle qui joue un rôle majeur
dans leurs propriétés transformantes [3].
c-Kit est un récepteur à activité tyrosine-kinase de 145 kDa,
dont le ligand est le stem cell factor (SCF). Il est normalement
exprimé par les mastocytes, les cellules souches hématopoïé-
tiques, les cellules germinales, les mélanocytes et les cellules
interstitielles de Cajal. Il joue un rôle important dans la
différenciation et la croissance de ces cellules. Différents
types d’anomalie moléculaire (délétions, mutations ponctuel-
les, insertions) peuvent être responsables d’une activation
constitutive de kit. L’activation permanente de la tyrosine-
kinase de kit entraîne une stimulation mitogénique en l’ab-
sence de ligand [4]. En dépit de son expression dans plusieurs
types tumoraux − GIST (95 %), carcinome thymique (86 %)
séminomes (84 %), oncocytome (80 %), carcinome chromo-
phobe (45 %), carcinome adénoïde kystique salivaire (77 %),
les mélanomes (36 %), carcinomes folliculaires de la thyroïde
(23 %) [5] − la contribution de c-kit dans la transformation
maligne n’est établie que pour les GIST, ce qui explique que
les thérapeutiques ciblant Kit soient en général inopérantes
en dehors des GIST.
Le récepteur du platelet derived growth factor (PDGFR),
troisième cible de l’imatinib, est un récepteur à activité
tyrosine-kinase dont le ligand est le platelet derived growth
factor (PDGF). Ce récepteur existe sous deux formes de forte
homologie de structure : PDGFRa et PDGFRb. Il est norma-
lement exprimé par les cellules du tissu de soutien, il joue un
rôle dans le développement embryonnaire et la cicatrisation
tissulaire [6]. Son rôle dans la tumorogenèse de certains
cancers est actuellement bien documenté. Ces mécanismes
correspondent à des boucles autocrines et/ou paracrines
d’activation (glioblastome, dermatofibrosarcome protube-
rans) impliquant le PDGF ou à une activité kinase constitutive
secondaire à une altération moléculaire du gène du PDGFR

(certaines GIST, leucémie myélomonocytaire chronique) [6].
Le PDGFR joue aussi un rôle important dans la régulation de
l’angiogenèse par le biais des péricytes qui l’expriment, ce
qui semble influencer la pression interstitielle au sein des
tissus, y compris tumoraux [6, 7]. Le ciblage du PDGFR peut
de ce fait correspondre au ciblage d’une anomalie causale
et/ou du micro-environnement tumoral.

Le modèle, les Gist
Les GIST sont des tumeurs mésenchymateuses du tube diges-
tif. Elles trouveraient leur origine dans les cellules interstitiel-
les de Cajal qui jouent un rôle clé dans la motricité automa-
tique du tube digestif. Leur fréquence est estimée à environ 12
cas pour 106 habitants en France [8] et dans d’autres pays
d’Europe [9]. De nombreuses revues de la littérature sur le
rôle de l’imatinib dans leur traitement ont été publiées, y
compris en français [10, 11] et peuvent être consultées pour
plus de détails.
Sur le plan anatomopathologique, ces tumeurs se présentent
sous la forme d’une prolifération de cellules fusiformes et/ou
épithélioïdes avec, dans plus de 95 % des cas, un marquage
membranaire par l’anticorps anti-CD117 en immunohisto-
chimie. Cet anticorps reconnaît la protéine c-Kit, récepteur
membranaire du SCF, facteur de croissance hématopoïétique.
Sa positivité est d’ailleurs considérée comme pathognomoni-
que mais manque malgré tout de spécificité. L’expression de
c-Kit à la surface de la quasi-totalité des GIST a attiré, notam-
ment du fait qu’il s’agit d’un potentiel oncogène [8, 12],
l’attention scientifique sur le rôle exact de cette protéine dans
la physiopathologie de ces tumeurs. Ainsi, en 1998, ont été
identifiées des mutations activatrices de c-Kit, donnant à la
protéine une conformation constitutionnellement activée, in-
dépendante de son ligand [13]. Ces mutations, identifiées
dans 5 GIST, concernaient toutes l’exon 11, codant pour la
portion juxtamembranaire intracellulaire du récepteur.
D’autres études ont montré que les mutations activatrices de
Kit étaient une caractéristique ubiquitaire des GIST,
puisqu’elles étaient retrouvées dans près de 90 % des cas et
qu’elles pouvaient intéresser d’autres portions de la protéine,
notamment l’exon 9 [14] et beaucoup plus rarement les exons
13 et 17 [4].
D’authentiques GIST kit-négatives existent, certaines d’entre
elles présentent des mutations de kit ; elles pourraient avoir
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Figure 1. Structure biochimique de l’imatinib.
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perdu l’expression de la protéine au cours de leur évolution,
d’autres ont un gène kit dit sauvage ou wild type (WT). Un
travail du groupe de Fletcher s’est intéressé à ces tumeurs qui
n’ont ni surexpression, ni mutation de kit. Ils ont recherché
dans ces tumeurs la surexpression d’un autre récepteur à
activité tyrosine kinase. Ils ont pour cela immunoprécipité
toutes les tyrosine-kinases dans les lysats de tumeurs kit WT
par un anticorps pan-récepteur tyrosine-kinase [15] ; c’est
ainsi qu’ils ont observé une forte surexpression du récepteur
alpha au PDGF.
Des mutations du PGDFRA ont été mises en évidence par la
suite. Elles concernent 35 à 67 % des GIST kit WT, soit 5 à
7 % de toutes les GIST. Elles siègent essentiellement au ni-
veau des exons 18, 12 et 14 [16], et sont responsables d’une
activation constitutionnelle du récepteur.
Le domaine tyrosine-kinase des protéines c-kit et PDGFR sont
structurellement très proches de la protéine de fusion abl-bcr
et l’imatinib inhibe l’activité tyrosine-kinase kit et PDGFR in
vitro [17]. L’inhibition des formes mutées de kit par l’imatinib
a été par la suite confirmée par des études in vitro sur une
lignée cellulaire humaine, établie à partir de GIST (GIST882)
portant une mutation activatrice de KIT (K642) [18].
L’efficacité clinique de l’imatinib dans le traitement des GIST
a d’abord été suggérée par les résultats spectaculaires rappor-
tés dans une observation de tumeur stromale digestive métas-
tatique [19], puis elle a été confirmée dans le cadre de
plusieurs essais cliniques (tableau 1) [20-24]. Les premières
études de phases I puis II et III évaluant l’efficacité de l’imati-
nib dans le traitement des GIST en phases avancée et métas-
tatique ont été publiées en 2002 et l’autorisation de mise sur
le marché dans cette indication a été obtenue en février 2002
aux Etats-Unis et en juin 2002 en France.
L’indication de l’imatinib dans les GIST localement avancées
ou métastatiques est actuellement bien établie ; en revanche,
son bénéfice en traitement adjuvant et néoadjuvant à la
chirurgie est en cours d’évaluation [25]. Les résultats prélimi-
naires de l’étude de l’American College of Surgeons Onco-
logy Group (Acosog) Z9001, présentés par DeMatteo et al. au
congrès de l’American Society of Clinical Oncology (Asco)
2007, ont montré une amélioration significative de la survie
sans rechute à 1 an (qui passe de 83 à 97 %) pour les patients
traités par imatinib 400 mg/j pendant 1 an après résection
complète d’une GIST de taille supérieure ou égale à 3 cm
[26]. Cependant, ces données ne sont pas encore suffisam-
ment matures pour estimer le bénéfice sur la survie et aucune
donnée actuelle ne justifie l’utilisation de l’imatinib en situa-
tion adjuvante. Notamment les données de l’essai de phase III
du groupe Sarcome français BFR14 qui comparait, chez des

patients pour la plupart métastatiques et répondeurs (répon-
ses complète, partielle et maladie stable), poursuite versus
interruption de l’imatinib après 1 et 3 ans de traitement, ont
montré que la rechute était inexorable après arrêt de l’imati-
nib, y compris chez les patients en réponse complète [27,
28].
Le type de mutation est un élément essentiel corrélé au
pronostic et à la réponse au traitement. Les données des
différents essais cliniques montrent des différences significa-
tives en termes de réponse objective, de survie sans progres-
sion et de survie globale entre les différents profils mutation-
nels [21, 23, 29]. Les mutations de l’exon 11 de c-kit ont une
meilleure réponse à l’imatinib (taux de réponse d’environ
80 %) que les mutations de l’exon 9 (taux de réponse d’envi-
ron 50 %) ; celles des exons 13 et 17 sont responsables d’une
résistance primaire à l’imatinib [15]. L’importance du type de
mutation a encore été soulignée par une analyse menée sur la
survie sans progression des patients inclus dans l’essai EORTC
62005 qui comparait deux doses d’imatinib (400 versus
800 mg/j). Dans cette étude, le taux de réponse global et la
survie sans progression étaient similaires dans les deux bras
(tableau 1). Cependant, une analyse rétrospective des don-
nées corrélées au type de mutation de KIT a montré que, si les
patients qui présentent une tumeur avec mutation de l’exon
11 ne bénéficient pas de l’augmentation de dose à 800 mg/j,
il n’en va pas de même des patients dont la tumeur porte une
mutation de l’exon 9 : dans ce sous-groupe, l’augmentation
de dose de 400 à 800 mg/j s’accompagne d’un allongement
significatif de la survie sans progression [29]. Ces données ont
été récemment confirmées par l’étude MétaGIST présentée
par Martine Van Glabbeke au congrès de l’Asco 2007 [30].
Si l’imatinib constitue le traitement de choix des patients
souffrant d’une GIST métastatique ou avancée, tous les pa-
tients ne répondent malheureusement pas et ceux qui répon-
dent finissent par re-progresser au cours de l’histoire de leur
maladie. Les résistances peuvent être primaires (10 à 15 %
des cas) [20, 21], suite à une résistance intrinsèque de la cible
(KIT WT, certaines mutations du PDGFRA, amplification de la
cible), ou secondaires (50 % des patients) [20, 21] expliquée
par l’acquisition de nouvelles mutations ou par l’apparition
d’une anomalie moléculaire située en aval de c-kit sur la voie
de signalisation [31].

L’autre modèle, les dermatofibrosarcomes
de Darier-Ferrand
Les dermatofibrosarcomes de Darier-Ferrand, appelées der-
matofibrosarcomes protuberans par les Anglosaxons (DFSP),

Tableau 1. Taux de réponse objectives (RO) et de SD des tumeurs stromales gastro-intestinales à l’imatinib dans les différents essais

Etude Effectif Dose RO SD

EORTC phase I
Van Oosterom et al.
2001

36 400/1 000 mg 56 % 36 %

US B2222 phase II
Demetri et al. 2002

73
74

400 mg
600 mg

50 %
58 %

23 %
18 %

EORTC phase II
Vervweij et al. 2003

27 800 mg 70 % 18 %

EORTC phase III
Verweij et al. 2004

463
462

400 mg
800 mg

50 %
51 %

32 %
31 %

Intergroup S00333
Rankin et al. 2004

373
373

400 mg
800 mg

43 %
41 %

32 %
32 %

Imatinib et tumeurs solides
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sont des sarcomes cutanés de malignité intermédiaire, carac-
térisés par une forte agressivité locale et un potentiel métas-
tatique réel mais faible : 5 % des patients auront une évolu-
tion métastatique malgré une chirurgie optimale [32].
Les DFSP sont caractérisées par une translocation spécifique
entre le chromosome 17 et le chromosome 22:t(17,22)
(q22;q13), qui met le gène de PDGFb sous le contrôle du
promoteur du gène COL-IA1a (codant pour le collagène 1a,
protéine structurelle de la matrice extracellulaire du tissu
conjonctif), cette translocation engendre une élimination de
l’exon 1 du PDGFb, qui normalement rétrocontrôle négative-
ment l’expression de la protéine, ce qui entraîne une surex-
pression du PDGFb. La protéine chimérique qui en résulte
COLIA1-PDGFb (collagène I, a1 polypeptide) se lie au récep-
teur PDGFRb et est responsable d’une stimulation mitogéni-
que, créant ainsi une boucle autocrine d’activation [6, 33].
Cette translocation serait à l’origine de la transformation
maligne dans cette pathologie. La caractérisation moléculaire
des DFSP a des conséquences diagnostiques et, surtout, thé-
rapeutiques. Des études in vitro testant l’activité antitumorale
de l’imatinib (inhibiteur du PDGFR) ont montré une régres-
sion de la prolifération en présence de celui-ci [33, 34].
Plusieurs cas de DFSP non réséquables et/ou métastatiques
traités par imatinib ont été rapportés dans la littérature (ta-
bleau 2) [34-41]. L’imatinib a été utilisé à des doses de 400 ou
de 800 mg/j. Dans la plus grande série comprenant 10 cas de
DFSP [34], 5 patients ont eu une réponse complète et 4 une
réponse partielle. Parmi ces 10 patients, 8 avaient une réci-
dive locale porteuse de la t(17;22) et 2 une rechute métasta-
tique, la tumeur de l’un de ces deux patients n’avait pas la
t(17;22) et n’a pas répondu au traitement. Ces données confir-
ment in vivo que le PDGFR est bien la cible de l’imatinib dans
les DFSP et que seules les tumeurs présentant la translocation
t(17,22) répondent. La preuve conceptuelle étant faite, il reste
à définir le rôle exact de l’imatinib dans la prise en charge des

DFSP, et notamment son rôle potentiel en situation préopéra-
toire pour les tumeurs non réséquables d’emblée.

Traitement des autres tumeurs solides

Tumeurs germinales

Le récepteur membranaire c-kit est normalement exprimé par
les cellules germinales primitives. Son expression dans les
tumeurs germinales testiculaires est caractéristique des sémi-
nomes [42]. Des mutations somatiques de c-kit ont été iden-
tifiées. Elles portent principalement sur l’exon 17 et beaucoup
plus rarement sur l’exon 11 (tableau 3) [43-47]. Elles confè-
rent à la protéine une activité tyrosine-kinase constitutive
[47]. L’analyse des voies de signalisation sous-jacentes mon-
tre que les mutants de kit activent, indépendamment de leur
ligand, la voie de PI3K-AKt [44, 45]. Cependant, le rôle de
c-kit dans l’induction ou dans la progression des tumeurs
germinales testiculaire reste à établir. La diminution ou la
perte d’expression de kit serait liée à une évolution plus
agressive ou à une progression vers une forme non sémino-
mateuse [42, 44, 48]. Les inhibiteurs de la tyrosine-kinase de
kit pourraient donc jouer un rôle dans le traitement des
séminomes. Dans ce contexte, l’imatinib a fait l’objet d’étu-
des in vitro et in vivo sur des modèles animaux [49], puis chez
l’homme. In vitro et dans les modèles animaux, sa sensibilité
dépend du siège de la mutation. Les mutations de l’exon 17,
notamment D816H et D816V qui concernent le domaine
catalytique du récepteur, sont connues pour leur résistance à
l’imatinib. Les résultats cliniques restent quand à eux très
modestes. Le premier cas clinique de tumeur germinale tes-
ticulaire rapporté dans la littérature a progressé rapidement
sous imatinib [50].
Une étude de phase II a été effectuée chez 18 patients ayant
des tumeurs germinales testiculaires métastatiques réfractai-

Tableau 2. Réponse à l’imatinib des cas de dermatofibrosarcome de Darier-Ferrand rapporté dans la littérature

Auteurs Effectif Stade Dose d’imatinib Réponse

Rubin et al. 2002 1 cas Métastatique 800 mg RC
Maki et al. 2002 2 cas Métastatique 400 mg RP
Baars et al. 2003 1 cas Métastatique - RP
Mizutani et al. 2004 1 cas Métastatique 400 mg RP
Labropoulos et al. 2005 1cas Métastatique 400 mg RC
McArthur et al. 2005 10 cas 2 méta + 8 RL 800 mg 4 RC + 5 RP
Kasper et al. 2006 1 cas Métastatique 400 puis 800 mg RC
Mehrany et al. 2006 1 cas - - RP

Méta : métastase ; RL : récidive locale ; RC : rémission complète ; RP : rémission partielle.

Tableau 3. Mutations de c-kit retrouvées par différentes équipes dans les séminomes

Auteur Effectif Exon Fréquence Mutation

Sakuma et al. 2003 43 11
17

2.3 %
11.8 %

W557R
D816H, D816V

Kemmer et al. 2004 54 11
17

0 %
24,1 %

-
D816H, D816V, Y823, Y823C, N822K, T801I

Nakai et al. 2005 25 11
17

9 %
31,8 %

L576P D57 pb (555-573)
D816A- D816H-D816V-D820V- D816H-

Bierman et al. 2007 177 11
17

0 %
13,5 %

-
D816H, D816V, Y823D, N822K

Willmore-Payne et al. 2007 22 11
17

5 %
18 %

L576P
D816Y, D816V, D816E, D820H, Y823N
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res à la chimiothérapie. Sur 18 patients, seuls les 6 qui avaient
une tumeur exprimant kit en immunohistochimie ont été
traités. L’imatinib était administré à une dose de 600 mg/j.
Cinq patients sur 6 ont progressé rapidement, un seul a eu une
stabilisation pendant 3 mois [51].

Mélanomes malins

La mise en évidence de l’expression, même inconstante, de
c-kit, du PDGFR et/ou d’abl dans les mélanomes malins a
suscité des questions sur le rôle de ces protéines dans la
transformation maligne des mélanomes et sur l’intérêt poten-
tiel de l’imatinib dans le traitement de ce cancer. La fréquence
d’expression de c-kit et du PDGFR est hétérogène et varie
d’une série à l’autre. Des mutations de c-kit sont rapportées
dans la littérature. Willmore-Payne et al. [47] ont mis en
évidence une mutation ponctuelle au niveau de l’exon 11
(L576P) chez 3 patients d’une série de 153. L’analyse de ces
cas par FISH a révélé une amplification du gène dans un cas,
les deux autres cas sont homozygotes pour la mutation. Les
auteurs font l’hypothèse que la mutation L576P n’est onco-
génique que si la protéine kit est surexprimée. Eton et al. [52]
ont décrit une délétion du codon 517 de l’exon 11 de c-kit
chez un patient ayant présenté une réponse complète pen-
dant plus d’un an, sous imatinib, administré dans le cadre
d’un essai de phase II. Les résultats de deux autres études de
phase II évaluant l’efficacité de l’imatinib dans les mélanomes
métastatiques sont décevants : taux de réponse objective nul
et médiane de survie sans progression courte (inférieure à
2 mois) [53, 54].

Tumeurs desmoïdes ou fibromatose agressive

L’intérêt potentiel de l’imatinib dans la prise en charge des
tumeurs desmoïdes repose sur les résultats encourageants des
essais cliniques. En effet, dans une étude multicentrique de
phase II ayant inclus 40 patients atteints de tumeurs desmoï-
des prétraités et progressifs à l’inclusion, 1 réponse complète,
3 réponses partielles, 31 stabilisations et 1 décès ont été rap-
portés [55]. La survie sans progression à 1 an est de 71 %. Ces
données ont été confirmées par les résultats d’une autre étude
de phase II dans laquelle, parmi 19 patients atteints de fibro-
matose agressive traités par imatinib, 3 ont eu une réponse
partielle et 4 une stabilisation pendant plus d’un an [31].
Les bases moléculaires de la sensibilité des tumeurs desmoï-
des à l’imatinib ne sont toujours pas bien élucidées. Les
données de la littérature sur l’expression de c-kit et du PDGFR
par ces tumeurs sont contradictoires [56, 57]. Des mutations
de c-kit ont été identifiées et portent sur l’exon 10 [55, 58,
59]. Aucune mutation du PDGFR n’a été retrouvée [31, 60].

Cancer bronchique à petites cellules (CBPC)

La découverte d’une coexpression de c-kit et de son ligand
dans des lignées de cellules de cancer bronchique à petites
cellules (CBPC) fait émettre l’hypothèse d’une prolifération
stimulée par une boucle autocrine [61]. Les études en immu-
nohistochimie montrent un marquage positif au CD117 dans
25 à 50 % des cas [15]. Ces données ont fait du CBPC un
candidat potentiel pour une thérapeutique ciblant le récep-
teur c-kit. Dans un modèle de xénogreffe de CBPC, l’imatinib
a un effet seulement cytostatique [15]. Quatre études de
phase II ont été conduites et sont rapportées dans la littéra-
ture. Toutes sont négatives, montrant un taux de réponse nul
et une survie sans progression inférieure à 1 mois [62-65].

Gliomes malins

Les glioblastomes sont caractérisés par une activation auto-
crine des récepteurs au PDGF [4]. L’activité de l’imatinib sur
ces tumeurs a été démontrée dans des études précliniques : in
vitro et sur des modèles de xénogreffe [4]. Des études de
phase II évaluant l’efficacité de l’imatinib en association avec
l’hydroxy-urée chez des patients atteints de gliome malin
(glioblastome et astrocytome) récidivants ou progressifs ont
montré une efficacité encourageante de cette combinaison
avec un bon profil de tolérance. Les taux de réponse étaient
de 10 et 20 % et la survie sans progression à 6 mois de 27 à
53 % selon les études [66-68].

Cancers de l’ovaire

Le rationnel d’un traitement par inhibiteur de tyrosine-kinase
dans le cancer de l’ovaire découle de la mise en évidence de
l’expression des récepteurs c-kit, PDGFRA et/ou c-ABL dans
ces tumeurs. Dans une étude rapportée par Schmandt et al.
[69], 81 % des 83 tumeurs expriment le PDGFRb, 71 %
c-ABL et c-kit [69]. Cependant, aucune altération génétique,
mutation ou amplification génique de c-kit ou du PDGFR n’a
été détectée [70]. Des études in vitro comparant l’activité
antitumorale de l’imatinib sur des lignées cellulaires de can-
cer de l’ovaire selon qu’elles expriment ou non le PDGFR
suggèrent que l’imatinib inhibe la prolifération des cellules
via une inhibition de l’activité tyrosine-kinase du PDGFR
[71]. La même étude montre qu’une activation constitutive
d’AKt entraîne une résistance au ciblage du PDGFR. Dans
une autre étude réalisée sur un modèle animal, l’imatinib
entraîne une réduction significative de la taille de la tumeur.
Dans ce modèle, les auteurs montrent qu’en plus de son
action directe sur la cellule tumorale, il induit l’apoptose dans
les cellules endothéliales associées à la tumeur et que l’effet
antitumoral pourrait être en partie lié à un effet anti-
angiogénique [72]. En pratique clinique, son efficacité reste
limitée dans les cancers de l’ovaire. Dans une étude de phase
II, 16 patients atteints de cancer épithélial de l’ovaire en
rechute ont reçu une dose journalière d’imatinib de 600 mg.
Aucune réponse objective n’a été rapportée, 4 des 12 patients
évaluables ont eu une stabilisation pendant 4, 6, 7 et 8 mois
[73].

Cancers de la prostate

Dans un modèle animal de métastases osseuses de cancer de
la prostate, l’imatinib a un effet antitumoral et anti-
angiogénique vraisemblablement par le biais d’une inhibition
du PDGFR. L’association paclitaxel et imatinib testée sur ce
même modèle animal s’est montrée plus efficace qu’une
monothérapie par paclitaxel. L’association chimiothérapie et
imatinib dans le traitement des métastases osseuses du cancer
de la prostate hormonorésistant est en cours d’évaluation en
phase clinique (phase II docetaxel-imatinib).

Tumeurs endocrines

L’imatinib s’est montré peu efficace chez les patients atteints
de tumeurs endocrines. Dans une étude pilote ayant porté sur
15 patients, 6 carcinomes médullaires de la thyroïde, 4 cor-
ticosurrénalomes, 2 tumeurs carcinoïdes, 2 phéochromocy-
tomes malins et une tumeur neuroendocrine, aucune réponse
objective n’a été rapportée, une tumeur carcinoïde a été
stabilisée pendant plus de 6 mois sous imatinib [74].

Imatinib et tumeurs solides
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Yao et al. [75] ont rapporté une efficacité antitumorale de
l’imatinib, in vitro, sur des lignées de cellules carcinoïdes
bronchiques et de tumeur endocrine du pancréas. Une étude
de phase II publiée par la même équipe a fait suite à ces
résultats précliniques encourageants. Vingt-sept patients at-
teints de tumeur carcinoïde ont été traités par imatinib
400 mg deux fois par jour. Une réponse partielle et 17 stabi-
lisations ont été observées avec une survie sans progression
de l’ordre de 6 mois.

Tumeurs secondaires à l’imatinib
Une équipe française a rapporté un taux anormalement élevé
de second cancer dans une cohorte de patients traités par
imatinib pour une LMC. Dans cette étude, parmi 189 patients,
6 ont présenté un second cancer après 2 à 4 ans de traitement
par imatinib ; pour 3 d’entre eux, il s’agissait d’un cancer de
la prostate. L’incidence des cancers de la prostate dans leur
cohorte paraissait être multipliée par 4 par rapport à celle
observée en France pour les patients traités par imatinib [76].
Cette étude a été critiquée sur le plan méthodologique par
Novartis dans une lettre à l’éditeur, car la comparaison des
incidences portait sur une tranche d’âge trop large pour être
pertinente : la fréquence des cancers de la prostate n’est en
effet pas uniforme entre 40 et 69 ans [77]. Dans cette lettre,
Pilot et al. rapportent qu’une analyse des cas de second
cancer parmi les patients traités par imatinib dans le cadre
d’essais cliniques et portant sur plus de 9500 patients n’a pas
mis en évidence d’augmentation de l’incidence des cancers
en général ni des cancers de la prostate en particulier parmi
ces patients lorsque ces données d’incidence ont été compa-
rées par tranche d’âge de 5 ans à celles du programme
Statistical Epidemiology and End Results (SEER). Compte tenu
de ces données, il paraît difficile de conclure à la tumorogé-
nicité de l’imatinib chez l’homme, même si son administra-
tion prolongée semble être responsable d’une augmentation
des cas de cancer du tractus urogénital chez le rat (lettre aux
investigateurs utilisant l’imatinib, septembre 2004). Enfin,
comme le soulignent Pilot et al., compte tenu du caractère
récent de ce médicament, il est important de continuer à
suivre minutieusement les patients traités par imatinib afin de
dépister d’éventuelles complications à long terme [77].

Conclusion
L’imatinib constitue un modèle de thérapeutique, ciblant
plusieurs protéines reconnues pour leurs propriétés oncogé-
niques. Sa grande efficacité dans la LMC et dans les GIST,
associée à un profil de tolérance favorable, incite à l’élargis-
sement des indications vers d’autres types de tumeur solide.
Cependant, dans la grande majorité des cas, la simple expres-
sion des cibles n’est pas un critère pertinent de sélection pour
un traitement par imatinib, et seules les pathologies dans
lesquelles sont présentes des anomalies moléculaires de la
cible (abl, kit ou PDGFR) peuvent réellement bénéficier d’un
traitement par imatinib. ▼
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_________________________________________________________________ 

Les léiomyosarcomes sont des tumeurs malignes mésenchymateuses composées de cellules à 

différentiation musculaire lisse, constituant 15 % de tous les sarcomes de l’adulte. Elles présentent 

des altérations génétiques complexes avec pertes et gains de chromosomes variables selon les 

tumeurs, sans anomalies moléculaires récurrentes permettant de définir une entité nosologique 

contrairement aux autres sous-types de sarcomes associés à des translocations (sarcome d’Ewing), 

ou à des mutations spécifiques (GIST). Les évènements moléculaires pilotant la tumeur restent 

inconnus et de ce fait aucune thérapie ciblée n’est encore identifiée. L’objectif de ce travail était 

d’identifier par protéomique de nouvelles cibles potentielles dans les léiomyosarcomes. 

Dans ce travail, nous avons identifié des kinases activées dans les léiomyosarcomes en analysant le 

profil d’expression et de phosphorylation des kinases ainsi que des protéines de signalisation 

intracellulaire, sur une série de 13 tumeurs congelées de LMS. Parmi celles-ci, les protéines Tyro-3, 

PKCq, et MSH2 ont été trouvées surexprimées dans toutes les tumeurs analysées comparé au tissu 

sain. Remarquablement, une perte de phosphorylation de FAK Y397 a été détectée dans toutes les 

tumeurs. D’autre part, une classification non supervisée hiérarchique a mis en évidence deux 

groupes de LMS, ayant des profils d’expression protéique distincts. Nous nous sommes plus 

particulièrement intéressés à Tyro-3 pour son rôle important dans la biologie cellulaire normale et 

maligne. Son ligand Gas6 a été trouvé exprimé dans 8 des 13 LMS, et sa co-expression avec Tyro-3 

a été exclusivement associée à la phosphorylation d’Akt. Ces corrélations ont été retrouvées dans les 

deux lignées cellulaires de LMS SK-LMS-1 et CNIO AA. La déphosphorylation de FAK au résidu 

Y397 a été observée uniquement dans CNIO AA qui exprime fortement Gas6. L’addition de Gas6 

exogène à SK-LMS-1 induit la phosphorylation d’Akt, et la déphosphorylation de FAK Y397. La 

double extinction de l’expression des gènes de Tyro-3 et Axl dans CNIO AA réduit la viabilité des 

cellules, suggérant un rôle crucial de cette voie dans la biologie des LMS. 

___________________________________________________________________________ 

Identification of novel activated signalling pathways in Leiomyosarcomas
______________________________________________________________________ 

Soft tissue and visceral leiomyosarcoma (LMS) account for 15% of all sarcomas in adults. 

Molecular alterations in LMS are not well characterized, with often complex gains and losses of 

chromosome segments. We investigated the expression or phosphorylation of tyrosine kinases and 

downstream signalling molecules in a series of fresh frozen LMS and cell lines with the aim to 

identify potential targets for targeted therapy. Four proteins were found differentially expressed 

including Tyro3, a receptor tyrosine kinase. The functional activity of Tyro3 was investigated in 2 LMS 

cell lines, SK-LMS-1 and CNIO AA. Four proteins and phosphoproteins were found differentially 

expressed in LMS samples as compared to NSM: an hypophosphorylation of FAK Y397 was 

observed in all samples while Tyro3, MSH2, and PKC theta were found overexpressed in LMS 

samples.Gas6, the major ligand of Tyro3 was found expressed in 8 of the 13 samples, and the co 

expression of Gas6 and Tyro3 was found exclusively associated with Akt phosphorylation. Both 

SK-LMS-1 and CNIO AA LMS cell lines were found to express Tyro3, while Gas6 expression was 

only observed in CNIO AA cells. P-Akt was expressed spontaneously in CNIO AA, but not in SK-

LMS-1, while the opposite figure was observed for phosphorylated FAK Y397. Exposure of SK-

LMS-1 to exogenous Gas6 induced P-Akt, and resulted in a reduction of FAK Y397 

phosphorylation. Transfection of CNIO AA with siRNA directed against, Tyro3 and Axl genes 

induced a reduction of the expression of the specific proteins, and when combined, significantly 

reduced CNIO AA cell viability. Gas 6 a ligand of Tyro3 is expressed in a subset of LMS tumors 

and cell lines, and may exert autocrine activities in a subset of leiomyosarcomas. 
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