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I. INTRODUCTION 

 

1. Données épidémiologiques du cancer bronchique 

 

Le cancer bronchique se classe à la 4ième place des cancers en France, avec une incidence 

d’environ 39 495 nouveaux cas par an en 2012, soit 11,1% de l’ensemble des cancers 

(données Institut National du Cancer (InCa)). Il s’agit de la première cause de mortalité par 

cancer, avec environ 29 949 décès estimés par an en 2012. Le pronostic est particulièrement 

sombre, avec une médiane de survie à 5 ans de 14% (tous stades confondus). Il touche 

préférentiellement les hommes (70%), et l’âge moyen au diagnostic est de 65 ans. Chez 

l’homme, le cancer bronchique est le 2ième cancer incident avec 28 211 nouveaux cas en 2012 

(14,1% des cancers de l’homme), derrière le cancer de prostate, et reste la première cause de 

décès par cancer (21 326 décès en 2012, 25% des décès par cancer chez l’homme). Après une 

augmentation constante du nombre de cancers bronchiques chez l’homme jusqu’au début des 

années 2000, on assiste à une lente décroissance de son incidence (incidence standardisée de 

52,9 pour 100 000 en 2000, et de 51,7 pour 100 000 en 2012). Chez la femme, le cancer 

bronchique est le 3e cancer incident avec 11 284 nouveaux cas en 2012 (7,3% des cancers de 

la femme), derrière le cancer du sein et le cancer colorectal, et la 2ième cause de décès par 

cancer dans cette population (8 623 décès en 2012, 13,7% des décès par cancer chez la 

femme). A l’inverse de la population masculine, on assiste actuellement à une augmentation 

de l’incidence et de la mortalité du cancer bronchique chez la femme (incidence standardisée 

de 9,7 pour 100 000 en 2000, et de 18,6 pour 100 000 en 2012). Cette hausse touche 

essentiellement les femmes jeunes, entre 45 et 60 ans (mortalité par cancer bronchique 

multipliée par 2,6 dans cette tranche d’âge chez la femme). L’évolution de l’incidence du 



7 

 

cancer bronchique est liée à l’évolution du tabagisme en France. En effet, la consommation 

tabagique a commencé à diminuer chez les hommes à partir du début des années 1980, tandis 

que celle des femmes a commencé à diminuer à partir des années 1990. De plus, le risque de 

cancer bronchique, à tabagisme égal, est supérieur chez les femmes par rapport aux hommes 

(Powell 2013). On peut donc s’attendre à une poursuite de l’augmentation de l’incidence et de 

la mortalité du cancer bronchique chez la femme pendant encore plusieurs années.  

 

2. Facteurs de risque du cancer bronchique 

 

2.1. Tabac 

Le principal facteur de risque est le tabac. On estime qu’il est responsable d’environ 90% des 

cancers bronchiques. Le risque relatif de cancer bronchique en cas de tabagisme est de 10, et 

est corrélé à la durée d’exposition au tabac, l’âge de début de l’intoxication, et la quantité de 

tabac consommé (Doll 1994). L’effet carcinogène du tabac est lié à la présence, dans la fumée 

de cigarette, d’un grand nombre de produits chimiques connus comme étant cancérogène chez 

l’homme (par exemple : 4-(N-méthylnitrosoamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone, arsenic, 

benzène, Benzo[a]pyrène, Cadmium, chromium héxavalent, formaldéhyde, nickel…) (Smith 

2003). L’hypothèse actuellement acceptée de carcinogénèse multi-étape, faisant intervenir une 

succession de mutations somatiques et d’inactivation de gènes suppresseurs de tumeur, 

explique le délai souvent prolongé entre l’intoxication tabagique et la survenue d’un cancer 

bronchique cliniquement décelable. 

Le tabagisme passif, c’est-à-dire l’exposition aux fumées de tabac dans son environnement, 

est également prouvé comme étant un facteur de risque de cancer bronchique (Afsset, Inserm 
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2008). On estime ainsi que le tabagisme passif domestique entraîne un sur-risque de 30% de 

cancer bronchique, et serait responsable d’environ 25% des cancers du non-fumeur. 

 

2.2. Amiante 

L’exposition à la poussière d’amiante expose à un risque relatif de cancer bronchique de 5 

(Boffetta 2004). Il existe par ailleurs un effet synergique du tabac et de l’amiante : en cas 

d’exposition à l’amiante chez un fumeur, le risque relatif de cancer bronchique est de 50 

(Boffetta 2004). Il existe deux principaux types de fibre d’amiante : le chrysotile et les 

amphiboles (essentiellement crocidolite et amosite), toutes deux cancérigènes. Il s’agit en 

France principalement d’exposition professionnelle, surtout dans les métiers du bâtiment 

(tôliers-chaudronniers, soudeurs, ajusteurs, carrossiers, plombiers, charpentiers, 

électriciens…). L’utilisation industrielle de l’amiante est interdite en France depuis le 1e 

janvier 1997. Il existe également des cas d’exposition environnementale, notamment en 

Grèce, en Afghanistan, en Chypre et en Turquie, où certaines roches peuvent contenir des 

fibres d’amiante.  

 

2.3. Autres facteurs de risque 

D’autres facteurs de risque ont été décrits. Ainsi l’exposition professionnelle à certains 

toxiques, comme les radiations ionisantes, l’arsenic, le nickel, l’acide chromique et certains 

chromates, le cadmium, les fumées de Diesel est reconnue comme maladie professionnelle en 

cas de survenue de cancer bronchique (Boffetta 2004).  

L’exposition au radon serait la deuxième cause de cancer bronchique en France. Le radon est 

un gaz libéré lors de la désintégration de l’uranium du sol ou de la pierre. Ainsi, certaines 
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régions en France sont connues comme étant particulièrement exposées, comme le Massif 

Central, la Corse, la Bretagne et les Vosges.  

Le rôle de la pollution atmosphérique reste débattu (Raaschou-Nielsen 2013). L’expertise 

collective de l’INSERM et L'Afsset (Agence française de sécurité sanitaire de 

l’environnement et du travail) sur « Cancer et Environnement » suggère que la pollution 

atmosphérique serait liée à un sur-risque modéré de cancer bronchique. Ce sur-risque serait dû 

à la présence de certains gaz (dioxyde de souffre, ozone, dioxyde d’azote) et la fumée de 

Diesel. Des études plus approfondies et sur de longues périodes de temps sont néanmoins 

nécessaires pour confirmer le rôle carcinogène de la pollution atmosphérique sur la survenue 

de cancer bronchique.  

D’autres facteurs de risque de cancer bronchique ont également été décrits, comme certaines 

maladies pulmonaires chroniques (silicose, bérylliose, tuberculose), l’irradiation dans un 

cadre médical (radiothérapie thoracique), ou la consommation de cannabis. 

 

3. Classification anatomo-pathologique du cancer bronchique  

 

La grande majorité des cancers bronchiques correspondent au cancer bronchique non à petites 

cellules (CBNPC, 85%), le reste étant constitué des cancers bronchiques à petites cellules 

(15%). La classification actuelle des CBNPC repose sur la classification de l’OMS 2004 

(Travis 2004), dont les principales catégories sont : les lésions pré-néoplasiques, les 

adénocarcinomes, les carcinomes épidermoïdes et les carcinomes à grandes cellules.  

Les lésions pré-néoplasiques regroupent trois entités : les dysplasies et carcinomes in situ 

bronchiques (lésion précurseur des carcinomes épidermoïdes), les hyperplasies alvéolaires 
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atypiques (lésion précurseur des adénocarcinomes), et l’hyperplasie neuroendocrine diffuse 

idiopathique (lésion précurseur des carcinoïdes). La carcinogénèse bronchique suit un 

processus dit « en champ ». Il s’agit de l’évolution de manière multicentrique et multi-étape 

de plusieurs lésions accumulant successivement des anomalies moléculaires et génétiques. 

Ainsi, suite à l’exposition répétée à différents carcinogènes, on passera d’un épithélium 

bronchique normal à une dysplasie (légère : atteinte du premier tiers de l’épithélium ; 

modérée : atteinte des deux-tiers de l’épithélium ; sévère : atteinte de toute la hauteur de 

l’épithélium), puis à un carcinome in situ (dysplasie sévère plus absence d’orientation de 

l’épithélium, et respect de la membrane basale épithéliale), et enfin à un carcinome invasif 

épidermoïde (atteinte de la membrane basale). L’hyperplasie alvéolaire atypique (HAA) 

correspond à la lésion prénéoplasique de l’adénocarcinome in situ (non mucineux le plus 

souvent, ou mucineux). Il s’agit d’une lésion de moins de 5 millimètres (mm), faite de cellules 

alvéolaires le long de la paroi alvéolaire et des bronchioles. L’HAA est fréquente chez le 

fumeur, et notamment chez les patients avec un adénocarcinome pulmonaire (incidence dans 

ce cas autour de 21%). La séquence HAA – adénocarcinome in situ – adénocarcinome invasif 

est encore incomplètement comprise, et la présence de multiples lésions d’HAA est possible 

sans une évolution systématique vers un phénotype agressif. L’hyperplasie neuroendocrine 

diffuse idiopathique correspond aux lésions précurseurs des tumeurs carcinoïdes, qui font 

parties des tumeurs neuro-endocrines. Elle se caractérise par une prolifération de cellules 

neuroendocrines disséminée dans la paroi bronchique, au contact de la membrane basale de 

l’épithélium bronchique et bronchiolaire, avec une fréquente association à des ilôts de 

tumeurs carcinoïdes. La séquence hyperplasie neuroendocrine diffuse – tumeurs carcinoïdes – 

CBPC reste actuellement largement incomprise. 

Les adénocarcinomes sont subdivisés en plusieurs catégories, selon la nouvelle classification 

proposée par l’IASLC/ATS/ERS (Travis 2011). Il s’agit de la forme histologique la plus 
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fréquente parmi les CBNPC (50%), avec une proportion croissante. La présentation radio-

clinique est typiquement un nodule pulmonaire périphérique, de révélation fortuite ou tardive. 

On décrit les adénocarcinomes invasifs en fonction de leur architecture : acinaire (formation 

de tubes ou de glandes), papillaire (formation de papilles), micropapillaire (formation de 

papilles mais sans axe conjonctivo-vasculaire), solide (massifs de cellules de grande taille), 

lépidique (prolifération cellulaire le long des parois alvéolaires et bronchiolaires sans 

modification de l’architecture pulmonaire sous-jacente). Il existe également un certain nombre 

de variants : adénocarcinome mucineux à prédominance lépidique, cystadénocarcinome 

mucineux, adénocarcinome colloïde, adénocarcinome fœtal et adénocarcinome entérique. 

Enfin, une nouvelle entité intermédiaire a été décrite : l’adénocarcinome à invasion minime 

(adénocarcinome à prédominance lépidique avec moins de 5 mm ou moins de 10% 

d’invasion).  

Le carcinome épidermoïde représente environ 30% des CBNPC. Il est intimement lié au 

tabac, et se présente volontiers sous la forme d’une tumeur proximale envahissant les grosses 

bronches. Les cellules tumorales sont de grande taille, avec des ponts d’union intercellulaire 

et/ou produisant de la kératine. Il existe quelques variantes : papillaire, à cellules claires, à 

petites cellules, basaloïde.  

Le carcinome à grandes cellules est considéré comme un diagnostic d’élimination (5 à 20% 

des CBNPC). Il est constitué de cellules de grande taille, sans différenciation malpighienne, 

glandulaire ou neuro-endocrine. Plusieurs variantes ont été décrites : neuroendocrine à 

grandes cellules, carcinome basaloïde, carcinome lymphoepithelioma-like.  

Les autres types histologiques de CBNPC regroupent les carcinomes adénosquameux et les 

carcinomes sarcomatoïdes. Les carcinomes adénosquameux sont rares (moins de 2%). Il s’agit 

de carcinomes épidermoïdes avec au moins 10% de contingent glandulaire, ou bien d’un 
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adénocarcinome avec au moins 10% de contingent malpighien. Les carcinomes sarcomatoïdes 

représentent également moins de 2% des cancers bronchiques. Il s’agit d’un sous-groupe 

hétérogène, constitué des carcinomes pléiomorphes, carcinomes à cellules fusiformes, 

carcinomes à cellules géantes, carcinosarcomes et des blastomes pulmonaires. Ces tumeurs 

sont particulièrement agressives et de mauvais pronostic.  

Le cancer bronchique à petites cellules représente environ 10 à 15% de l’ensemble des 

cancers bronchiques. Il est fortement associé au tabagisme, a une croissance très rapide, et une 

fréquente dissémination métastatique d’emblée. Sur le plan histo-pathologique, le CBPC est 

caractérisé par des cellules pauvres en cytoplasme, avec une chromatine d’apparence 

granuleuse, une activité mitotique élevée et de grandes plages de nécrose. Ce type tumoral est 

particulièrement chimiosensible, mais avec une rechute fréquente rapide à l’issue du 

traitement. 

 

4. Stadification TNM 

 

La stadification TNM est une étape majeure dans la prise en charge d’un cancer bronchique. 

Elle a un intérêt pronostic et thérapeutique, guidant les choix des stratégies thérapeutiques. La 

classification TNM repose actuellement sur la 7e édition de 2009 (Goldstraw 2007). Le 

tableau 1 décrit cette classification, et le tableau 2 le regroupement en stade et leur corrélation 

pronostique.  

Le descripteur T est basé sur la taille de la tumeur (moins de 2 cm, entre 2 et 3 cm, entre 3 et 7 

cm, plus de 7 cm), sur l’envahissement des structures de voisinage (grosses bronches ou 

carène, paroi, diaphragme, plèvre, péricarde, nerf phrénique ou récurrent, médiastin, gros 
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vaisseaux, trachée, œsophage, vertèbre), et sur la présence de nodule dans un même lobe ou 

dans un lobe distinct homolatéral. 

Le descripteur N est basé sur la présence ou non d’adénopathie tumorale hilaire ou 

médiastinale, homo-ou controlatérale.  

Le descripteur M est basé sur la présence de métastases pleuro-pulmonaires (poumon 

controlatéral, épanchement pleural ou péricardique) ou à distance.  
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Tableau 1 : Classification TNM des cancers bronchiques (9ième édition) 

T – Tumeur primitive 

TX : Tumeur ne peut être évaluée ou est démontrée par la présence de cellules malignes dans les 
expectorations ou un lavage bronchique sans visualisation de la tumeur par des examens endoscopiques 
ou d’imagerie 

T0 : Pas d’évidence de tumeur primitive 

Tis : Carcinome in situ 

T1 : Tumeur de 3 cm ou moins dans sa plus grande dimension, entourée par le poumon ou la plèvre 
viscérale, sans évidence bronchoscopique d’invasion plus proximale que la bronchique lobaire (c-à-d 
pas la bronche souche) 

T1a : Tumeur de 2 cm ou moins dans sa plus grande dimension  

T1b : Tumeur de plus de 2 cm sans dépasser 3 cm dans sa plus grande dimension 

T2 : Tumeur de plus de 3 cm sans dépasser 7 cm dans sa plus grande dimension ou présentant une des 
caractéristiques suivantes : 

• atteinte de la bronche de la bronche souche à 2 cm ou plus de la carène 

• invasion de la plèvre viscérale  

• présence d’une atélectasie ou d’une pneumopathie obstructive s’étendant à la région hilaire sans 
atteindre l’ensemble du poumon. 

T2a : Tumeur de plus de 3 cm sans dépasser 5 cm dans sa plus grande dimension 

T2b : Tumeur de plus de 5 cm sans dépasser 7 cm dans sa plus grande dimension 

* les tumeurs avec ces caractéristiques sont classées T2a si leur dimension est de 5 cm ou moins  

T3 : Tumeur de plus de 7 cm ; ou envahissant directement une des structures suivantes : la paroi 
thoracique (y compris la tumeur de Pancoast), le diaphragme, le nerf phrénique, la plèvre médiastinale, 
pleural ou pariétal ou le péricarde ; ou une tumeur dans la bronche souche à moins de 2 cm de la caréna 
sans l’envahir ; ou associée à une atélectasie ou d’une pneumopathie obstructive du poumon entier ; ou 
présence d’un nodule tumoral distinct dans le même lobe 

T4 : Tumeur de tout taille envahissant directement une des structures suivantes : médiastin, cœur, 
grands vaisseaux, trachée, nerf laryngé récurrent, œsophage, corps vertébral, carène; ou présence d’un 
nodule tumoral distinct dans un autre lobe du poumon atteint 
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N – Ganglions lymphatiques régionaux 

NX : les ganglions ne peuvent pas être évalués 

N0 : pas de métastase ganglionnaire lymphatique régionale 

N1 : métastase dans les ganglions lymphatiques intrapulmonaires, péribronchiques et/ou hilaires 
ipsilatéraux, y compris par envahissement direct  

N2 : métastase dans les ganglions lymphatiques médiastinaux ipsilatéraux et/ou sous-carénaires  

N3 : métastase dans les ganglions lymphatiques médiastinaux controlatéraux, hilaires controlatéraux, 
scalènes ou sous-claviculaires ipsilatéraux ou controlatéraux 

M – Métastases à distance 

MX : les métastases à distance n’ont pas pu être évaluées 

M0 : absence de métastase à distance  

M1 : métastase à distance 

M1a : Nodule(s) tumoral distinct dans un lobe controlatéral ; tumeur avec nodules pleuraux ou 
épanchement pleural (ou péricardique) malin 

M1b : métastase à distance 
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Tableau 2 : Regroupement par stades TNM et corrélation au pronostic 

 

cTNM : classification TNM clinico-radiologique ; pTNM : classification TNM basée sur 
l’analyse anatomo-pathologique de la pièce opératoire 

 

5. Principaux oncogènes et anomalies moléculaires des CBNPC 

 

L’analyse génétique de plus de 10 000 CBNPC dans l’étude Biomarqueurs France a permis de 

déterminer qu’environ la moitié des CBNPC était porteur d’une signature moléculaire 

oncogénique identifiable (Figure 1) (Barlesi 2013a). Cette proportion est d’environ 65% chez 

les patients non-fumeurs (Figure 2A). Dans la population générale, comme chez les patients 

fumeurs (Figure 2B), l’anomalie moléculaire la plus fréquente était la présence d’une 

mutation de Kras. Chez les non-fumeurs, l’anomalie la plus fréquente était la présence d’une 

mutation de l’EGFR.  
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Figure 1 : Fréquence des différents types d’anomalies moléculaires dans le CBNPC.    
(d’après Barlesi 2013a) 

 

 

 

Figure 2 : Fréquence des différents types d’anomalies moléculaires dans le CBNPC, en 
fonction du statut tabagique. A : patient non-fumeur. B : patient fumeur.                       
(d’après Barlesi 2013a) 

 

 

 

 

A B 
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5.1. Mutations de Kras 

Les protéines Ras sont des protéines membranaires intervenant dans la transduction des 

signaux de croissance cellulaire reçus suite à l’activation des récepteurs tyrosines kinases 

membranaires (notamment EGFR, PDGFR, IGFR), et activant en aval la voie Raf – Mek – 

Erk, et la production de signaux cellulaires de prolifération. Les mutations de Kras sont 

fréquentes (environ 25% des CBNPC) (Barlesi 2013a). Elles concernent le codon 12 de Kras, 

ou plus rarement les codons 13 et 61. Elles entrainent une activation constitutive de Ras, 

indépendante des signaux d’amont. Il n’existe pas actuellement de thérapies ciblées en cas de 

mutation. La présence de mutation de Kras est plus fréquente chez le patient fumeur (Figure 

2B) (Barlesi 2013a), et est associée à un mauvais pronostic (Mascaux 2005). Elle est 

également associée à une absence de réponse aux ITK de l’EGFR (Eberhard 20005, Pao 

2005). Son caractère prédictif de résistance à la chimiothérapie cytotoxique est encore débattu 

(Loriot 2009, Mellema 2013). Il est actuellement admis que les mutations de Kras sont 

exclusives des mutations d’EGFR et de la translocation ALK.  

 

5.2. Mutations de l’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR, Her1, ErbB1)  

L’EGFR (Her1, ErbB1) est un récepteur membranaire à domaine tyrosine kinase, dont le 

ligand est l’EGF. Après fixation du ligand, EGFR forme un hétéro-dimère, le plus souvent 

avec Her2 (ErbB2), et s’ensuit une activation du domaine tyrosine kinase intracellulaire avec 

activation des voies Ras, PI3kinase (PI3K), STATs et PLCγ, qui entraine la production de 

signaux de prolifération et de survie cellulaire au sein de la cellule tumorale. La présence 

d’une mutation somatique du gène de l’EGFR au sein du chromosome 7 concerne 10 à 15% 

des CBNPC (Sharma 2007). Elle prédomine dans les carcinomes non-épidermoïdes, et 

notamment dans les adénocarcinomes. Elle est plus souvent présente chez la femme, en cas de 
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tabagisme peu important ou nul, et chez les asiatiques (Sharma 2007). Ainsi, la fréquence des 

mutations de l’EGFR est de plus de 30% chez le non-fumeur (Figure 2A) (Barlesi 2013a). 

Dans les CBNPC, les mutations d’EGFR touchent le domaine tyrosine kinase du récepteur, 

entrainant ainsi une auto-activation permanente de l’EGFR, indépendante de la fixation du 

ligand. Cette activation induit une activation permanente des voies d’aval (Sharma 2007). Les 

mutations d’EGFR les plus fréquentes sont présentes dans l’exon 19 (45% des cas), avec la 

délétion Del E746-A750, ou dans l’exon 21 (40 à 45% des cas), avec la substitution L858R. 

Toutes ces mutations sont associées à une sensibilité accrues aux inhibiteurs de tyrosine 

kinase (ITK) de l’EGFR, comme l’erlotinib ou le gefitinib (Sharma 2007, Mok 2009). 

D’autres types de mutations sont possibles, comme les mutations des exons 18 ou 20 (avec 

notamment la substitution T790M), avec des réponses hétérogènes aux ITK de l’EGFR 

(sensibilité pour les mutations au sein de l’exon 18, résistance pour les mutations au sein de 

l’exon 20) (Beau-Faller 2014). En outre, la présence de mutations de l’EGFR serait associée à 

un meilleur pronostic (Eberhard 2005, Sharma 2007). Il est actuellement admis que les 

mutations d’EGFR sont exclusives des mutations de Kras et de la translocation ALK.  

 

5.3. Translocation d’ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) 

ALK est un récepteur membranaire à domaine tyrosine kinase. La translocation d’ALK est un 

événement rare (environ 5% des CBNPC) (Shaw 2009, Kwak 2010, Barlesi 2013a). On la 

retrouve de manière préférentielle chez les patients jeunes, non-fumeurs (Figure 2A) et dans 

les adénocarcinomes (Shaw 2009). Ces adénocarcinomes avec translocation d’ALK sont le 

plus souvent d’architecture solide ou acinaire, avec des massifs cribiformes et des cellules 

« en bague à chaton », et exprimant TTF1 (Thyroid Transcription Factor 1) (Shaw 2009). Elle 

résulte le plus souvent d’une inversion au sein du chromosome 2, induisant alors la formation 
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d’un gène de fusion et l’activation constitutive de la protéine ALK, avec stimulation des voies 

de signalisation d’aval (PI3K, STAT3, JAK2) (Soda 2007). Les réarrangements ALK 

impliquent l’exon 20 qui code pour la région tyrosine kinase d’ALK. Le gène partenaire du 

réarrangement est dans la très grande majorité des cas le gène EML4 (Echinoderm 

Microtubule associated protein Like 4). D’autres partenaires ont été décrits, comme les gènes 

TGF (TRK-fused gene), KIF5B (Kinesin Family member 5B) et KLC1 (Kinesin Light Chain 

1). La présence d’une translocation d’ALK rend la tumeur particulièrement sensible à 

certaines thérapies ciblées, comme le crizotinib (Kwak 2010). Il est actuellement admis que la 

translocation ALK est exclusive des mutations d’EGFR et des mutations de Kras.  

 

5.4. Mutations d’HER2 (ErbB2) 

HER2 est le partenaire de dimérisation privilégié d’EGFR. On retrouve une mutation d’HER2 

dans environ 2% des CBNPC, de manière préférentielle chez la femme, chez le patient non-

fumeur et dans les adénocarcinomes (Barlesi 2013a). La plupart des mutations concerne 

l’exon 20 (chromosome 17), avec dans ce cas, de manière similaire aux mutations d’EGFR, 

une activation constitutive du domaine tyrosine kinase du récepteur et une activation des voies 

de signalisation d’aval (PI3K, Ras). La sensibilité de la tumeur porteuse d’une mutation 

d’HER2 aux thérapies anti-HER2 est en cours d’exploration actuellement.   

 

5.5. Mutations de Braf 

Braf appartient à la famille des protéines Raf kinases, qui sont impliquée dans la voie de 

signalisation Ras – Raf – Mek – Erk. L’existence d’une mutation de Braf induit une activation 

de la protéine Braf et donc la phosphorylation de Mek, indépendamment de l’activation des 
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protéines d’amont. Les mutations de Braf ne concernent qu’environ 2% des CBNPC (Barlesi 

2013a), et se rencontrent préférentiellement dans les adénocarcinomes. Elles sont 

majoritairement du type V600E (plus de 50% des cas de mutations). Les autres types de 

mutations de Braf décrites dans le CBNPC sont les G466V, G469A, L597V, Y472C. La 

majorité des mutations de Braf rendent la tumeur sensible aux inhibiteurs de Braf (comme le 

dabrafenib ou le vemurafenib).  

 

5.6. Autres anomalies moléculaires dans le CBNPC 

Outre les anomalies moléculaires les plus fréquentes décrites ci-dessus, d’autres signatures 

oncogéniques ont été décrites dans le CBNPC de manière beaucoup plus rare. Par exemple, 

des translocations de Ros1, des mutations de PI3K, une amplification de Met, ou des 

mutations de Nras ont été rapportées dans moins de 1 à 1% des cas pour chaque anomalie 

(Barlesi 2013a). Le développement de thérapies ciblées correspondant à ces signatures 

moléculaires est en cours, comme le crizotinib en cas de translocation Ros1 ou 

d’amplification de Met.  

 

6. Stratégie thérapeutique des CBNPC 

 

6.1. Stade I et II (CBNPC résécable) 

Le traitement de référence des CBNPC de stade I et II est la chirurgie d’exérèse 

carcinologique. Le geste optimal sera une lobectomie, quand cela est possible, couplée à un 

curage ganglionnaire médiastinal. La survie à 5 ans en cas de résection complète est de 70%. 
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En cas de contre-indication chirurgicale, le plus souvent du fait de comorbidités, des 

techniques alternatives à la chirurgie existent, comme la radiothérapie conformationnelle, la 

radiothérapie stéréotaxique ou la radiofréquence. La radiothérapie conformationnelle permet 

de délivrer de fortes doses de radiothérapie sur la cible tumorale par l’intermédiaire de 

multiples faisceaux d’irradiation, ce qui permet de limiter la toxicité sur les organes de 

voisinage. Cette radiothérapie peut être couplée à des techniques de détection des 

mouvements respiratoires (gating). La radiothérapie stéréotaxique consiste en l’administration 

de très fortes doses de radiothérapie sur la cible tumorale de manière très précise, grâce à de 

nouvelles technologies d’irradiation (type CyberKnife™). La radiofréquence consiste à 

administrer, grâce à un sonde placée dans la cible tumorale sous contrôle scannographique, 

des micro-ondes ou de la chaleur. Ces techniques sont encore en cours d’évaluation, et même 

si le taux de contrôle de la maladie semble intéressant, des études sont nécessaires pour 

évaluer le bénéfice à long terme. Ces différentes techniques alternatives sont réservées aux 

CBNPC de stade I. 

Une chimiothérapie post-opératoire (adjuvante) est préconisée en cas de CBNPC de stade II 

ou avec découverte post-opératoire d’un envahissement médiastinal (pIIIa). Celle-ci sera 

constituée d’un doublet à base de sel de platine, et administrée pour 4 cures. L’intérêt de cette 

chimiothérapie adjuvante est la destruction des micro-métastases. Le bénéfice est significatif 

mais modeste, avec un bénéfice de survie de 4% à 5 ans. Dans le cas des CBNPC pN2 opérés, 

une radiothérapie médiastinale adjuvante pourra également être discutée. Des essais sont en 

cours pour évaluer ces stratégies. 
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6.2. Stade III (CBNPC localement avancé) 

Le traitement de référence des CBNPC de stade III est l’association de chimiothérapie et de 

radiothérapie thoracique (radiochimiothérapie). Celle-ci sera faite de manière préférentielle 

selon un schéma concomitant (Aupérin 2010). La radiothérapie est administrée en 

conformationnelle.  

Dans certains cas, une chirurgie pourra être discutée. C’est le cas notamment des tumeurs 

T4N0 ou N1, où une chirurgie à visée carcinologique pourra être réalisée dans un centre de 

chirurgie thoracique habitué à prendre en charge de telle tumeur. Par ailleurs, les CBNPC 

avec un envahissement médiastinal homolatéral uni-site (IIIaN2) peuvent être amenées à 

recevoir un traitement multimodal (traitement d’induction par chimiothérapie ou radio-

chimiothérapie, chirurgie, radiothérapie adjuvante) après discussion pluridisciplinaire.  

 

6.3. Stade IV (CBNPC métastatique) 

La prise en charge des CBNPC métastatiques a considérablement évoluée depuis quelques 

années. Le démembrement moléculaire des adénocarcinomes a permis de découvrir des 

thérapies ciblées efficaces en cas d’addiction oncogénique correspondante. Ainsi, la première 

étape de prise en charge des CBNPC de stade IV, et notamment des non-épidermoïdes pour 

lesquels la majorité des anomalies moléculaires accessibles à un traitement ciblé ont été 

décrites, est la recherche d’une signature moléculaire sensible à une thérapie ciblée. Les 

anomalies moléculaires recherchées en pratique courante sont actuellement les mutations 

d’EGFR, les mutations de Kras, la translocation d’ALK, les mutations de Braf, les mutations 

d’HER2, les mutations de PI3K.   
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6.3.1. En l’absence de mutation d’EGFR ou si impossibilité de rechercher la 

mutation 

En l’absence de mutation d’EGFR ou d’impossibilité de rechercher la mutation, le traitement 

de référence est une chimiothérapie à base de sel de platine, si l’état général le permet. La 

chimiothérapie améliore en effet la qualité de vie des patients et leur survie. Une méta-analyse 

publiée en 2008, regroupant 16 études randomisées comparant chimiothérapie et soins de 

support à soins de support seuls a ainsi montré un bénéfice net de la chimiothérapie en terme 

de survie (HR = 0,77; IC95% 0,71 – 0,83; p<0,0001). Une autre méta-analyse a également 

montré qu’il était préférable d’administrer un doublet de chimiothérapie plutôt qu’une 

monothérapie, que ce soit en terme de réponse tumorale (odds ratio OR = 0,42 ; IC95% 0,37 – 

0,47; p<0,001) ou de la survie à 1 an (OR = 0,80; IC95% 0,70 – 0,91; p<0,001) (Delbaldo 

2004). Par ailleurs, un triplet de chimiothérapie ne fait pas mieux qu’un doublet sur la survie 

(OR = 1,01 ; IC95% 0,85 – 1,21; p = 0,88). Ce doublet devra, en l’absence de contre-

indication, comporter un sel de platine. En 2005, d’Addarion et al. (2005) ont montré dans 

une méta-analyse, la supériorité d’une chimiothérapie à base de platine en terme de réponse 

(OR = 1,62 ; IC95% 1,46 – 1,8 ; p<0,0001) et de survie sur une association sans sel de platine. 

La survie à un an était augmentée de 5% avec la chimiothérapie à base de platine (34% vs 

29%; OR = 1,21 ; IC95% 1,9 – 1,35 ; p = 0,0003). La question du choix du sel de platine 

(cisplatine ou carboplatine) a été posée par une autre méta-analyse (Ardizzoni 2007). Il 

existait dans cette étude une supériorité du cisplatine en terme de réponse tumorale (OR = 

1,37 ; IC95% 1,16 – 1,61 ; p<0,001), et une tendance non significative en faveur du cisplatine 

pour la survie (OR = 1,07 ; IC95% 0,99 – 1,15 ; p = 0,10). Par contre, l’analyse de sous-

groupe dans cette étude montrait que le bénéfice de survie du cisplatine devenait significatif 

en cas d’association avec des chimiothérapies de 3ième génération (vinorelbine, gemcitabine, 

taxanes). Des études ultérieures ont confirmé l’impact en termes de réponse et de survie des 
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produits de 3e génération par rapport aux produits de 1ière ou 2ième génération (Le Chevalier 

2005, Baggstrom 2007, Douillard 2007). Le choix entre les chimiothérapies de 3ième 

génération est surtout lié au patient et à ses comorbidités. En effet, plusieurs essais de phase 

III ont comparé les différentes associations possibles (cisplatine/docetaxel, 

carboplatine/paclitaxel, cisplatine/gemcitabine, cisplatine/vinorelbine), et ont montré des taux 

de réponse et de survie équivalent (Kelly 2001, Schiller 2002; Scagliotti 2002, Fossella 2003).  

En 2008, Scagliotti et al. ont montré l’intérêt de l’histologie dans le choix du traitement 

(Scagliotti 2008). En effet, une phase III randomisé entre un doublet cisplatine/gemcitabine et 

un doublet cisplatine/pemetrexed n’a pas montré de différence de survie chez des patients 

avec CBNPC de stade IV. En revanche, le doublet cisplatine/pemetrexed était supérieur dans 

les CBNPC non-épidermoïdes, avec une survie globale (médiane) de 11,8 mois (versus 10,4 

mois avec cisplatine/gemcitabine) (HR pour le décès = 0,81 ; IC95% 0,70 - 0,94). A l’inverse, 

ce même doublet était délétère dans les carcinomes épidermoïdes, avec une survie globale 

(médiane) de 9,4 mois (versus 10,8 mois avec cisplatine/gemcitabine) (HR pour le décès = 

1,23 ; IC95% 1,00 – 1,51). Actuellement, la prescription de pemetrexed est donc restreinte 

aux CBNPC non-épidermoïdes.  

Il est possible d’ajouter à la chimiothérapie à base de platine une thérapie anti-angiogénique, 

le bevacizumab. Il s’agit d’un anticorps monoclonal anti-VEGF, dont l’efficacité a été 

démontrée en termes de réponse et de survie. Ainsi, une méta-analyse récente à partir de 4 

essais de phase II-III a montré un bénéfice de l’ajout du bevacizumab pour la survie sans 

progression (SSP) (HR = 0,72 ; IC95% 0,66 – 0,79 ; p<0.001) et la survie globale (HR = 0,90; 

IC95% 0,81 – 0,99 ; p = 0,03) (Soria 2013). Les principales contre-indications à l’utilisation 

du bevacizumab sont : l’histologie épidermoïde, les formes proximales ou au contact des gros 

vaisseaux, les antécédents d’hémoptysies, l’association à la radiothérapie, la présence d’une 
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maladie cardiovasculaire sévère et instable. Le bevacizumab est ensuite poursuivi en 

maintenance jusqu’à progression tumorale ou toxicité.  

 

6.3.2. En cas de mutation activatrice d’EGFR 

En cas de mutation activatrice d’EGFR, un traitement de première ligne par ITK de l’EGFR 

peut être proposé (erlotinib, gefitinib, afatinib). En effet, Mok et al. ont mené un essai de 

phase III randomisé de non-infériorité comparant une chimiothérapie par 

carboplatine/paclitaxel à un traitement par gefitinib en première ligne chez une population de 

CBNPC de stade IV enrichie en facteurs prédisposant pour la mutation d’EGFR (population 

asiatique, non-fumeuse, adénocarcinome) (Mok 2009). Dans le sous-groupe des patients avec 

mutation d’EGFR, la SSP était plus longue dans le bras gefitinib que dans le bras 

chimiothérapie (HR = 0,48; IC95% 0,36 – 0,64; p<0,001), tandis que pour les patients sans 

mutation, la SSP était plus longue dans le bras chimiothérapie (HR avec le gefitinib = 2,85; 

IC95% 2,05 - 3.98; p<0,001). De nombreux essais de phase III ont validé l’efficacité du 

gefitinib en première ligne de traitement dans une population de patients avec mutation 

d’EGFR (Mitsudomi 2010, Maemondo 2010), tout comme l’erlotinib (Zhou 2011, Rossell 

2012) et l’afatinib (Sequist 2013, Wu 2014). A la progression tumorale, une chimiothérapie à 

base de sel de platine pourra être prescrite, si l’état général du patient le permet.  

 

6.3.3. Traitement de maintenance 

La prescription d’un traitement de maintenance après la chimiothérapie de 1ière ligne est basée 

sur le fait que le nombre de cycles administré en 1ière ligne est limité par la toxicité du sel de 

platine. Le concept de maintenance est réservée aux tumeurs contrôlées à l’issue de la 
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chimiothérapie de 1ière ligne (réponse ou stabilité), et regroupe deux stratégies : l’introduction 

d’une 2ième ligne précoce (switch maintenance), ou la poursuite du produit de chimiothérapie 

associé au platine, jusqu’à progression ou toxicité limitante (maintenance vraie). Les 

principaux résultats des différents essais de phase III sur la maintenance dans le CBNPC sont 

présentés dans le tableau 3. Les seuls essais ayant montré un bénéfice de survie globale avec 

un traitement de maintenance sont ceux ayant utilisé le pemetrexed, que ce soit en 2ième ligne 

précoce (Ciuleanu 2009) ou en continuation après cisplatine/pemetrexed (Paz-Ares 2013), et 

l’erlotinib en 2ième ligne précoce (Cappuzzo 2010). En cas d’utilisation du bevacizumab en 

association avec le doublet à base de platine, une chimiothérapie de maintenance par 

bevacvizumab pourra être utilisée.  
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Tableau 3 : Résultats des principaux essais de phase III de maintenance  

Nom de l'étude patients 
(n) 

bras de 
maintenance 

SSP 
(mois) 

HR valeur 
du p 

SG (mois) HR valeur 
du p 

Référence 

Maintenance de continuation        

CECOG 352 gemcitabine 3,6  <0,001 13  0,195 Brodowicz 
2006 

  soins de 
support 

2,0   11    

Belani 255 gemcitabine 3,9   8,0 0,97 0,84 Treat 2010 

  soins de 
support 

3,8   9,3    

IFCT-GFPC 0502 309 gemcitabine 3,8 0,56 <0,001 12,1 0,89 0,387 Perol 2012 
  observation 1,9   10,8    

PARAMOUNT 539 pemetrexed 4,4 0,60 <0,001 13,9 0,78 0,0195 Paz-Ares 
2013 

  soins de 
support 

2,8   11,0    

2ième ligne précoce         

Fidias 309 docetaxel 5,7  0,0001 12,3  0,0853 Fidias 2009 
  docetaxel    

(retardée) 
2,7   9,7    

JMEN 663 pemetrexed 4,3 0,50 <0,0001 13,4 0,779 0,012 Ciuleanu 
2009 

  placebo 2,6   10,6    

SATURN 889 erlotinib 3,0 0,71 <0,0001 12,0 0,81 0,0088 Cappuzzo 
2010 

  placebo 2,8   11,0    

IFCT-GFPC 0502 310 erlotinib 2,9 0,69 0,003 11,4 0,87 0,3043 Perol 2012 
  observation 1,9   10,8    

Maintenance par 2 médicaments        

ATLAS 768 bevacizumab 
+ erlotinib 

4,8 0,72 0,0012 15,9 0,90 0,2686 Johnson 2013 

  bevacizumab 3,7   13,9    
AVAPERL 253 bevacizumab 

+pemetrexed 
7,4 0,57 <0,001 17,1 0,87 0,29 Barlesi 2013b 

  bevacizumab 3,7   13,2   Barlesi 2014 

POINTBREAK* 939 bevacizumab 
+pemetrexed 

12,6 1,00 0,949 6,0 0,83 0,012 Patel 2013 

  bevacizumab 13,4   5,6    
* l’essai POINTBREAK a randomisé les patients entre un bras carboplatine – pemetrexed – 
bevacizumab (maintenance par bevacizumab – pemetrexed) et un bras carboplatine – 
paclitaxel – bevacizumab (maintenance par bevacizumab). HR : hazard ratio. SSP : survie 
sans progression. SG : survie globale.  
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6.4. Populations particulières : patients âgés et patients avec altération de l’état 

général 

Les sujets âgés ont été dans la grande majorité des cas exclus des essais de phase III dans le 

CBNPC. Outre la problématique du seuil de l’âge définissant un sujet âgé (dans la plupart des 

essais la limite est de 70 ans), ces patients étaient donc souvent traités par monothérapie 

(Gridelli 2001, Gridelli 2003a, Kudoh 2006). L’essai IFCT-0501 a comparé une monothérapie 

(gemcitabine ou vinorelbine) à un doublet par carboplatine /paclitaxel hebdomadaire (Quoix 

2011). La SSP dans cet essai était doublée avec le doublet (6,1 mois versus 3 mois ; 

p<0,0001), et la survie globale passait de 6,2 mois à 10,3 mois (p<0,0001). Cette étude a 

permis de définir un nouveau standard thérapeutique chez le sujet âgé avec CBNPC 

(carboplatine /paclitaxel hebdomadaire), si l’état général le permet. 

Les patients avec une altération de l’état général, ambulatoire plus de 50% la journée et 

nécessitant une aide occasionnelle (PS (Performance status) à 2) sont plus exposés que les 

patients avec un PS à 0 (pas d’altération de l’état général) ou 1 (fatigue modérée) à 

développer des toxicités plus sévères de la chimiothérapie (Sweeney 2001). Par ailleurs, leur 

survie est globalement plus mauvaise quel que soit l’âge du patient (Hesketh 2007). Les 

recommandations actuelles sont donc de traiter ces patients par une monothérapie ou un 

doublet de type carboplatine/paclitaxel hebdomadaire, mieux toléré que les autres doublets. 

Un essai de phase III randomisé a comparé un doublet par carboplatine/pemetrexed à une 

monothérapie par pemetrexed chez des patients PS 2 avec CBNPC de stade avancé (Zukin 

2013). La réponse était supérieure avec le doublet (23,8% vs 10,3% avec la monothérapie, 

p=0,032), tout comme la SSP (5,8 mois vs 2,8 mois, p<0,001) et la survie globale (9,3 mois vs 

5,3 mois, p=0,001). Ce bénéfice se faisait au prix d’une surtoxicité (15,6% d’anémie grade 3-

4, 7,8% de neutropénie grade 3-4, 4 décès toxiques). Cette association n’a cependant pas 

l’AMM en France actuellement pour ces patients.  
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Enfin, les patients avec une altération majeure de l’état général (ambulatoire moins de 50% de 

la journée (PS 3) ou alités en permanence (PS 4)) sont orientés vers des soins de confort 

exclusifs, sauf en cas de mutation activatrice de l’EGFR où il peut y avoir un intérêt à la 

prescription d’un ITK de l’EGFR (Inoue 2009).   

 

6.5. Chimiothérapie de 2ième et 3ième ligne 

Lors de la progression thérapeutique, si l’état général le permet, il est possible de prescrire 

une chimiothérapie de 2ième ou 3ième ligne. En 2ième ligne, les produits validés suite à des essais 

de phase II-III, sont l’erlotinib (quel que soit le statut mutationnel de l’EGFR), le docetaxel et 

le pemetrexed (pour les CBNPC non-épidermoïdes) (Shepherd 2000, Hanna 2004, Shepherd 

2005). Le taux de réponse est compris entre 7% et 9%, avec une survie globale entre 7,5 et 9 

mois, améliorée par rapport aux soins de confort seuls. En 3ième ligne, seul l’erlotinib a été 

validé, avec une survie globale de 6,7 mois (versus 4,7 mois pour le placebo, p<0,001).  

 

7. Principaux produits de chimiothérapie utilisés dans le traitement des CBNPC 

 

7.1. Cisplatine (cis-diaminedichloroplatine(II)) et carboplatine (paraplatine) 

Les sels de platine utilisés en oncologie thoracique (cisplatine et carboplatine) sont des agents 

alkylants (Figure 3). Ils induisent la formation de ponts au niveau des brins d’ADN 

(« adduits »), et empêchent ainsi la transcription et la réplication de l’ADN, et donc la mort 

cellulaire (Figure 4). Le cisplatine entraîne la formation d’adduits exclusivement au niveau 

des bases puriques (A ou G), et se fixent essentiellement par leur atome de chlore au niveau 

de l’azote 7 des guanines. Les adduits peuvent se former en intra-brin (même brin d’ADN) ou 

en inter-brin (à cheval sur les 2 brins d’ADN). Comme nous l’avons vu ci-dessus, les sels de 
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platine sont les produits-clés dans la chimiothérapie des cancers bronchiques, que ce soit en 

traitement adjuvant (stades II), en association à la radiothérapie (stades III), ou dans le 

traitement des stades IV. 

 

      

Figure 3 : Composition moléculaire du cisplatine (A) et du carboplatine (B) 

 

A    B     C 

 

Figure 4 : Mode d’action du cisplatine : formation d’adduits intra-brin (A et B) ou inter-brin 
(C) 

 

7.2. Anti-métabolites 

Les anti-métabolites sont des agents anti-cancéreux qui inhibent directement ou indirectement 

la synthèse des nucléotides. Les anti-métabolites utilisés en oncologie thoracique sont la 

gemcitabine et le pemetrexed (Figure 5). La gemcitabine (2'-deoxy-2',2'-difluorocytidine) 

A B 
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inhibe la synthèse de la pyrimidine, qui intervient dans la synthèse des bases azotés de l’ADN 

et de l’ARN (cytosine, thymine, uracile). Le pemetrexed est un composé proche de l’acide 

folique. Il inhibe plusieurs enzymes intervenant dans la synthèse des purines (composant 

l’adénine et la guanine) et des pyrimidines : la thymidilate synthase, la dihydrofolate 

réductase et la glycamine ribonuclétideformyltransférase.  

 

 

Figure 5 : Composition moléculaire de la gemcitabine (A) et du pemetrexed (B) 

 

7.3. Inhibiteurs du fuseau 

Les poisons du fuseau sont des produits qui bloquent la synthèse des microtubules, éléments 

indispensables à la division cellulaire, comme les vinca-alcaloïdes (vinorelbine), ou bien en 

empêchant la dépolymérisation de la tubuline (taxanes : docetaxel, paclitaxel), ce qui entraîne 

une inhibition de la migration des chromosomes vers les pôles du noyau lors de la mitose 

(Figure 6).  

 

 

A B 
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Figure 6 : Composition moléculaire de la vinorelbine (A), du docetaxel (B) et du paclitaxel 
(C) 

 

8. Facteurs impliqués dans la résistance aux sels de platine  

 

La chimiorésistance est un problème fondamental dans la prise en charge du CBNPC de stade 

IV. Environ un quart des patients aura une progression d’emblée sous chimiothérapie de 1ière 

ligne (patients chimioréfractaires) (Depierre 1994, Crino 1999, Kelly 2001, Rosell 2002, 

Scagliotti 2002, Schiller 2002, Smit 2003, Gridelli 2003b, Fossella 2003, Georgoulias 2004). 

La description et la compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents à 

la chimiorésistance sont des enjeux importants pour améliorer la prise en charge des patients.  

A 

B C
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De manière générale, la description et l’étude des biomarqueurs liés à la résistance à la 

chimiothérapie ont été faites dans les stades précoces susceptibles de recevoir un  traitement 

adjuvant. En effet, la disponibilité de tissu tumoral en quantité suffisante pour effectuer les 

tests d’expression (immunohistochimie (IHC) ou RT-PCR) est supérieure dans les CBNPC 

opérés que dans les stades métastatiques où le plus souvent ne sont disponibles que des 

biopsies de petite taille. De même, le nombre de patients ou de tumeurs testés est souvent 

faible (moins de 100) dans les séries de CBNPC métastatiques, ce qui rend l’interprétation des 

résultats délicate. Enfin, les tests effectués sont différents d’une étude à l’autre (étude de 

l’expression génique par RT-PCR ou de la protéine par IHC), induisant une comparaison 

difficile entre les études. Les principaux résultats des études sur ces biomarqueurs sont 

présentés dans le Tableau 4. D’autres biomarqueurs ont été développés, comme la thymidilate 

synthase pour le pemetrexed ou la beta-tubuline pour les taxanes, dans la prédiction de 

réponse à d’autres produits de chimiothérapie que les sels de platine, et ne seront donc pas 

développés ici.  
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Tableau 4 : Différents biomarqueurs étudiés dans la prédiction de la chimiorésistance aux sels 
de platine. 

Biomarqueurs 
Méthode 
d'analyse  

Rôle 
pronostique 

Rôle prédictif 

ERCC1 IHC* ou RT-PCR probable probable (stades localisés) 

BRCA1 IHC ou RT-PCR probable incertain 

MSH2 IHC incertain incertain 

ABC transporteurs    

P-glycoprotéine IHC incertain incertain 

MRP IHC probable incertain 

BCRP IHC incertain incertain 

GSTP1 IHC ou RT-PCR incertain probable 

p53 (mutations) IHC incertain probable (stade avancé) 

XPD (polymorphisme)  incertain incertain 

Kras (mutations)  probable incertain 

TEM IHC incertain probable 

*l’utilisation de l’IHC pour ERCC1 n’est plus recommandée actuellement (Friboulet 2013a). 
TEM : transition épithélio-mésenchymateuse. 

 

 

8.1. ERCC1 (Excision Repair Cross-Complementary group 1) 

ERCC1  est une protéine intervenant dans le système NER (Nucleotide-Excision Repair) de 

réparation de l’ADN. Le système NER permet la réparation de l’ADN en cas de dommages 

importants de l’ADN (« bulky adducts ») qui entrainent des anomalies au niveau de la 

conformation de la double hélice de l’ADN. Ce système est non spécifique, et entre en jeu 

lors de dommages liés au rayonnement ultra-violet (UV) ou secondaires à l’utilisation de 

produits formants des adduits, comme les sels de platine. Lorsque le système NER est activé, 

il se produit une incision au niveau de l’ADN de chaque côté de la lésion, une réparation de la 

séquence excisée, puis une fermeture du brin d’ADN. ERCC1, qui forme un hétéro-dimère 
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avec une autre protéine (XPF, Xeroderma Pigmentosum group F), est une endonucléase qui 

incise le brin d’ADN à la jonction du côté 5’ par rapport à la lésion.  

Dans les stades précoces de CBNPC, Olaussen et al. (2006) ont montré que l’expression 

d’ERCC1 était associée à une résistance à la chimiothérapie adjuvante à base de cisplatine. 

L’expression d’ERCC1 était effectuée par étude en IHC sur 761 prélèvements tumoraux de 

CBNPC de stade I à III, traités ou non par chimiothérapie adjuvante. Quarante-quatre 

pourcent des patients avaient une surexpression d’ERCC1. Dans le groupe des patients ne 

surexprimant pas ERCC1, la survie était supérieure chez les patients traités par chimiothérapie 

adjuvante que chez les patients non traités (HR pour le décès = 0,65 ; IC50% 0,50 – 0,86 ; 

p=0,002). Dans le groupe des patients surexprimant ERCC1, il n’y avait pas de bénéfice de 

survie avec la chimiothérapie adjuvante (HR = 1,14 ; IC95% 8,84 – 1,55 : p=0,40), mais un 

bénéfice chez les patients non traités (HR = 0,66 ; IC95% 0,49 – 0,90 ; p=0,009). Une étude 

récente sur les patients de la même cohorte (étude IALT, n=769) d’IHC sur des tissu 

microarrays (TMA) a montré des résultats sensiblement différents (Pierceall 2012). En effet, 

aucun effet pronostique ou prédictif d’ERCC1 n’a été mis en évidence pour les 

adénocarcinomes. Pour les carcinomes épidermoïdes, un impact pronostique et prédictif a été 

montré sur la survie sans maladie à 5 ans (respectivement : HR=0,66 ; IC95% 0,45-0,96 ; et 

HR=2,02 ; IC95% 1,19-3,43), mais pas sur la survie globale à 5 ans. Les différences entre ces 

résultats et ceux de l’étude d’Olaussen et al. peuvent être expliqué par la différence de 

technique utilisée (lames versus TMA, lecture manuelle versus automatisée), mais aussi 

possiblement par un problème d’anticorps. En effet, l’utilisation de l’IHC pour ERCC1 a été 

récemment remise en question. Une étude récente a montré que l’étude d’ERCC1 par IHC ne 

permettait pas de détecter tous les isoformes d’ERCC1 (Friboulet 2013a). Les auteurs ont 

testé 16 anticorps anti-ERCC1 différents commercialisés, et aucun des 4 isoformes d’ERCC1 

n’était reconnu par ceux-ci. De plus, seul un des 4 isoformes (ERCC1-202) produisait une 
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protéine capable de réparer les lésions d’ADN (Friboulet 2013a, 2013b). L’utilisation de 

l’IHC ERCC1 n’est donc pas recommandée en pratique actuellement.  

On notera enfin que notre équipe a mené une étude de phase II (essai TASTE IFCT-0801) qui 

a évalué une stratégie thérapeutique post-opératoire individualisée chez les patients opérés 

d’un CBNPC non épidermoïde de stade II – IIIA non N2 (Wislez 2014). Cette étude a 

démontré la faisabilité de la recherche des mutations d’EGFR et de l’expression d’ERCC1 par 

IHC et de l’adaptation du traitement adjuvant dans un délai de 8 semaines suivant la chirurgie. 

Du fait des problèmes de robustesse de l’anticorps ERCC1, l’étude n’a pas été poursuivie en 

phase III. 

Dans les stades avancés, plusieurs études ont étudié l’intérêt d’ERCC1 comme facteur 

prédictif de survie chez les patients traités par chimiothérapie à base de platine. Lord et al. 

(2002) ont analysé l’expression d’ERCC1 par RT-PCR sur 56 prélèvements de CBNPC de 

stade IIIb – IV traités par cisplatine/gemcitabine. L’expression d’ERCC1 dans cette étude 

était corrélée à une survie plus courte (61,6 semaines en cas de faible expression, versus 20,4 

semaines en cas de forte expression). Cet impact était confirmé par une analyse multi-variée 

(HR = 0,32 ; IC95% 0,14 – 0,71 ; p=0,005). Par contre, l’expression d’ERCC1 n’était pas 

corrélée à la réponse à la chimiothérapie (taux de réponse : 52% en cas d’expression faible, 

versus 36,4% en cas de forte expression ; p=0,38). Lee et al. (2009) ont également étudié 

l’expression d’ERCC1 par IHC sur 50 prélèvements de CBNPC de stade IIIb – IV traités par 

chimiothérapie à base de platine.  Une forte expression d’ERCC1 était associée à un mauvais 

pronostic (en analyse multi-variée : HR = 3,156 ; IC95% 1,54 – 6,46 ; p=0,002). L’expression 

d’ERCC1 n’était pas corrélée à la réponse à la chimiothérapie (39% versus 32%, p=0,768). 

Plus récemment, Joerger et al. (2011) ont analysé l’expression d’ERCC1 par RT-PCR sur 45 

prélèvements de CBNPC de stade IIIb – IV traités par platine/gemcitabine. Ils ont retrouvé 

l’impact pronostique sur la survie d’ERCC1 chez ces patients traités par chimiothérapie (HR 
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pour la survie en cas d’expression faible = 0,26 ; IC95% 0,08 – 0,83 ; p=0,02). L’expression 

d’ERCC1 était également corrélée à la réponse à la chimiothérapie (taux de réponse : 21% en 

cas de forte expression, versus 57% en cas de faible expression ; p=0,02), mais pas à la SSP 

(HR = 0,71 ; IC95% 0,38 – 1,34 ; p=0,29). Papadaki et al. (2012) ont étudié l’expression 

d’ERCC1 par RT-PCR sur 100 CBNPC métastatiques traités en 2ième ligne par chimiothérapie 

à base de platine. Une faible expression d’ERCC1 était associée avec une meilleure réponse à 

la chimiothérapie (p=0,011), une meilleure SSP (p=0,029), et une meilleure survie (p=0,001). 

Enfin, Lee et al. (2013) ont analysé l’expression d’ERCC1 par IHC sur 41 prélèvements 

d’adénocarcinomes bronchiques de stade IIIb – IV traités par cisplatine /pemetrexed. Ils ont 

ainsi montré qu’une faible expression d’ERCC1 était associée à une SSP plus longue qu’en 

cas de forte expression (analyse univariée : médiane 6,4 mois versus 3,8 mois respectivement, 

p=0,004 ; analyse multivariée : HR = 0,57 ; IC95% 0,25 – 1,30). Une faible expression était 

corrélée à une survie globale plus longue en uni- et multi-variée (HR = 0,59 ; IC95% 0,15 – 

0,80).  

Au total, l’expression d’ERCC1 est clairement associée à la survie (facteur pronostique) et à 

la réponse à la chimiothérapie à base de platine (facteur prédictif) dans les CBNPC localisés 

traités par chimiothérapie adjuvante. Par contre, dans les formes avancées, si l’impact sur la 

survie semble bien démontré (facteur pronostique), l’impact sur la réponse et la SSP est 

encore à démontrer.  

 

8.2. BRCA1 (Breast Cancer 1) 

BRCA1 est un gène suppresseur de tumeur. Il intervient dans la réparation de l’ADN en 

collaboration avec la protéine RAD51. Taron et al. (2004) ont étudié l’expression de BRCA1 

par RT-PCR sur 55 prélèvements de CBNPC opérés et ayant reçu une chimiothérapie 
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préopératoire par cisplatine/gemcitabine. Une faible expression de BRCA1 était associée à 

une meilleure survie : la médiane n’était pas atteinte pour le groupe de patients avec le plus 

faible niveau d’expression, versus 12,7 mois pour ceux avec le plus haut niveau d’expression 

(p=0,01) (HR=0,22 ; IC95% 0,06 – 0,77 ; p=0,018). Par contre, le taux de réponse n’était pas 

statistiquement différent, malgré une tendance à une meilleure réponse en cas de faible niveau 

d’expression par rapport à la forte expression (66,7%, versus 58,3%). Une étude récente n’a 

pas retrouvé l’impact prédictif de BRCA1 pour la chimiothérapie adjuvante à base de platine 

sur une cohorte de 769 patients issu de l’essai IALT de chimiothérapie adjuvante (Pierceall 

2012). Un essai de phase III a testé la personnalisation du traitement adjuvant en fonction de 

l’expression de BRCA1 (Sanchez 2012). En cas de faible niveau d’expression, les patients 

recevaient un doublet par cisplatine/gemcitabine, en cas d’expression intermédiaire un doublet 

par cisplatine/docetaxel, en cas de forte expression une monothérapie par docetaxel. Quatre-

vingt trois patients de la phase pilote ont été éligibles, dont 53% avec une faible expression et 

13,3% une forte expression. La SSP et la survie globale ne différaient pas entre les 3 groupes 

de patients (p=0.58).   

Dans les stades métastatiques, Rosell et al. (2009) ont mené une étude de phase II dans 

laquelle 123 CBNPC non-épidermoïdes étaient traités en fonction de leur statut EGFR 

(erlotinib si mutation, sinon chimiothérapie cytotoxique). Dans ce dernier cas, le doublet de 

chimiothérapie était adapté en fonction du niveau d’expression de BRCA1 évalué par RT-

PCR, selon le schéma décrit ci-dessus (Sanchez 2012). Le taux de réponse était de 21,1% 

(faible expression), 40% (expression intermédiaire) et 39,4% (forte expression). La médiane 

de survie globale était de 11 mois pour les patients avec une faible expression, 9 mois pour les 

patients avec une expression intermédiaire, et 11 mois pour les patients avec forte expression 

de  BRCA1. Le taux de survie à 2 ans était de 41,2%, 15,6% et 0%, respectivement, et donc 

supérieur en cas de faible expression de BRCA1. Un essai de phase III est en cours de 
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recrutement pour évaluer l’intérêt pronostique et/ou prédictif de BRCA1 et de RAP80 

(protéine nucléaire interagissant avec BRCA1) dans le CBNPC de stade avancé (essai BREC, 

NCT00617656).  

Au total, il est difficile de conclure à un impact prédictif de BRCA1, car dans ces études il n’y 

avait pas de comparaison de la survie en fonction du statut BRCA1 chez les patients n’ayant 

pas reçu de chimiothérapie adjuvante. Il semble exister un rôle pronostique, notamment dans 

les stades avancés (Rossell 2009).  

 

8.3. MSH2 (Muts Homolog 2) 

MSH2 est une enzyme intervenant dans la voie MMR (mismatch repair) de réparation de 

l’ADN. La voie MMR est mise en jeu lors de la réparation des mésappariements 

(hétéroduplexes) des bases d’ADN lors des erreurs de duplication. Elle agit sous forme 

d’hétérodimères, et se fixe au niveau des sites lésés. S’ensuit alors une succession de 

mécanismes de réparation (excision des bases mésappariées par les nucléases, resynthèse du 

brin lésé et ligature des brins). Des anomalies génétiques de MSH2 sont présentes dans près 

de 90% des formes héréditaires du cancer colique (syndrome HPCC). Le rôle pronostique et 

prédictif de MSH2 dans le CBNPC a été étudié sur la cohorte de patients de l’essai IALT de 

chimiothérapie adjuvante (n=769) (Pierceall 2012). L’expression de MSH2 a été étudiée par 

IHC. MSH2 n’avait aucun rôle pronostique ou prédictif pour les adénocarcinomes. Pour les 

carcinomes épidermoïdes, l’impact pronostique de MSH2 était retrouvé en analyse univariée, 

avec pour la survie sans maladie à 5 ans un HR de 0,67 (IC95% 0,47-0,96 ; p=0,03), mais pas 

en analyse multivariée (HR=0,76 ; IC95% 0,53-1,09 ; p=0,14). MSH2 n’avait aucun impact 

pronostique sur la survie globale à 5 ans. Concernant le rôle prédictif, MSH2 avait un impact 

significatif sur la survie sans maladie à 5 ans en analyse uni- et multivariée (HR=1,72 ; 
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IC95% 1,03-2,87 ; p=0,04), mais pas sur la survie globale à 5 ans (HR=1,37 ; IC95% 0,82-

2,30 ; p=0,24). D’autres études n’ont trouvé aucun impact de MSH2 sur la survie globale ou 

la survie sans maladie dans les CBNPC de stade précoce (Cooper 2008, Kouso 2008, Xie 

2014). Au total, le rôle pronostique et prédictif de MSH2 apparaît incertain dans les CBNPC 

de stade précoce, et reste largement sous-étudié dans les stades avancés.  

  

8.4. ABC transporteurs 

Les transporteurs ABC (ATP-Binding cassette) sont des transporteurs transmembranaires 

impliqués dans l’efflux cellulaire d’un certain nombre de substrats, dont plusieurs agents de 

chimiothérapie, comme les anthracyclines, les vinca-alcaloïdes, les taxanes, la mitoxantrone, 

les inhibiteurs de topoisomérase I (Tan 2000). Leur implication dans la chimiorésistance a été 

évoquée dans de nombreuses études cliniques, notamment concernant la P-glycoprotéine, 

MRP et ABCG2, mais avec des résultats souvent divergents, comme nous allons le 

développer ci-dessous.  

 

8.4.1. P-glycoprotéine (P-gp, MDR1) 

La P-gp, codée par le gène MDR1, est le premier transporteur ABC à avoir été décrit. 

Plusieurs études ont cherché une corrélation entre l’expression de la P-gp et la réponse ou la 

survie sous chimiothérapie dans les CBNPC. Ainsi, Yeh et al. ont étudié prospectivement 

l’expression de la P-gp par IHC et la réponse à la chimiothérapie par cisplatine/paclitaxel chez 

50 patients de stade IIIb-IV (Yeh 2003). Sur 22 patients ne répondant pas à la chimiothérapie, 

15 (68%) avaient une expression de P-gp, tandis que les patients (n=28) ayant répondu à la 

chimiothérapie n’avait pas d’expression de P-gp (p<0,05). On note cependant des résultats 
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divergents selon les études, avec par exemple une absence totale de relation avec la réponse à 

la chimiothérapie, la SSP ou la survie globale dans l’étude de Yoh et al. (Yoh 2004) sur 72 

prélèvements de CBNPC évalués en IHC. La présence d’un polymorphisme au niveau 

C3435T de MDR1, qui induit des modifications fonctionnelles de la protéine (Hoffmeyer 

2000),  pourrait également être associée à une moindre sensibilité à la chimiothérapie à base 

de platine (Wei 2012).   

 

8.4.2. MRP1, MRP2, MRP3 (ABCC1, ABCC2, ABCC3) 

MRP1 est surexprimée dans de nombreuses lignées cellulaires tumorales ainsi que dans de 

nombreuses tumeurs solides (Cole 1992, Loe 1996). Son rôle dans la chimiorésistance a été 

décrit dans le cancer bronchique (Ota 1995). Plusieurs gènes homologues de MRP1 ont depuis 

été découverts, comme MRP2 et MRP3 (Allikmets 1996, Kool 1997). L’expression de MRP1, 

évaluée par RT-PCR, est associée à une moins bonne réponse histologique et à une SSP plus 

courte chez des patients avec CBNPC de stade IIIaN2 ayant reçu une chimiothérapie 

préopératoire à base de platine (Li 2009). Cependant, aucun impact prédictif n’a été mis en 

évidence pour l’expression de MRP1 et MRP2 chez 782 patients traités par chimiothérapie 

adjuvante (Filipits 2007). Du point de vue pronostique, MRP2 était par contre associée à une 

survie globale plus courte (HR pour le décès = 1,37 ; IC95% 1,09 – 1,72 ; p = 0,007). Les 

données concernant un rôle prédictif de MRP restent donc divergentes dans les CBNPC de 

stade précoce.   
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8.4.3. ABCG2 (Breast Cancer Resistance Protein, BCRP) 

Plusieurs études se sont intéressées au rôle prédictif et pronostique d’ABCG2 dans le 

CBNPC. Yoh et al. (2004) ont étudié l’expression en IHC de plusieurs transporteurs ABC, 

dont ABCG2, dans 72 prélèvements de CBNPC de stade IIIb–IV traités par chimiothérapie à 

base de cisplatine. Seule l’expression d’ABCG2 avait un impact prédictif, avec un taux de 

réponse de 24% versus 44% (ABCG2 positif et ABCG2 négatif, respectivement ; p=0,08) et 

une SSP de 2,8 mois versus 5,1 mois (ABCG2 positif et ABCG2 négatif, respectivement ; 

p=0,0003 ; HR = 2,85 ; IC95% 1,48 – 5,50). Dans une autre étude (Ota 2009) sur 156 CBNPC 

métastatiques traités par chimiothérapie à base de platine, l’expression d’ABCG2 n’était 

cependant associée ni au taux de réponse à la chimiothérapie ni à la SSP. Là encore, le rôle 

prédictif d’ABCG2 n’est pas confirmé.  

 

8.5. Gluthatione-s-transferase-pi (GSTP1) 

GSTP1 appartient à la famille des Gluthatione-S-transférase (GSTs). Les GSTs représentent 

une famille d’enzymes intervenant dans la détoxification cellulaire, par catalisation de 

composés hydrophobiques et électrophiliques comportant une gluthatione réduite, comme les 

produits comportant du platine. La surexpression de GSTP1, en IHC ou RT-PCR, à été 

corrélée à une moins bonne réponse à la chimiothérapie à base de cisplatine dans plusieurs 

études (Bai 1996, Arai 1997, Nakanishi 1999). Plusieurs études se sont également intéressées 

à l’impact du polymorphisme de GSTP1 sur la réponse à la chimiothérapie à base de 

cisplatine dans le CBNPC, avec des résultats contradictoires. Le polymorphisme Ile105Val 

(342A>G), le plus connu, agit sur l’activité catalytique et la stabilité de la protéine, ainsi que 

sur la capacité de conjugaison à plusieurs substrats, dont les sels de platine  (Allan 2001). 

Certaines études ont pu montrer une corrélation entre le polymorphisme 342A>G et la 
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résistance à la chimiothérapie (Ke 2012), d’autres aucun impact (Booton 2006, Kalikaki 2009, 

Ada 2010). D’autres études ont montré une association entre ce polymorphisme et une 

sensibilité à la chimiothérapie (Sun 2010). En conclusion, le rôle prédictif de GSTP1 est 

probable, mais celui de son polymorphisme n’est pas prouvé.  

 

8.6. p53 

La protéine p53 est un facteur de transcription clé qui intervient en situation de stress 

cellulaire. En présence de lésions de l’ADN, p53 est capable de stopper la cellule en phase G1 

pour entamer les processus de réparation cellulaire. Environ deux-tiers des CBNPC présentent 

une mutation de p53 (Kishimoto 1992, Fouquet 2004), avec une corrélation à l’intoxication 

tabagique (Hainaut 2001). Ces mutations se situent dans la majorité des cas au niveau du 

domaine de liaison des promoteurs des gènes cibles, et induisent une chimiorésistance par 

inhibition de l’apoptose (Brown 1999). Dans les CBNPC de stade avancé, la présence d’une 

mutation de p53 étudiée par IHC est ainsi associée à une chimiorésistance (Kandioler-

Eckersberger 1999, Nakanishi 1999, Gregorc 2003, Miyatake 2003), avec un odds ratio pour 

la réponse tumorale de 0,25 (IC95% 0,12 – 0,52) dans la revue de Sekine et al. (2006). A 

l’inverse, dans les CBNPC opérés et recevant de la chimiothérapie adjuvante, la présence de 

mutation de p53 étudiée par IHC ne semble pas jouer de rôle prédictif (Tsao 2007). En 

conclusion, p53 a peut-être un rôle prédictif dans les CBNPC de stade avancé. 

 

8.7. XPD (ERCC2, Excision Repair Cross-Complementary group 2) 

La protéine XPD est une hélicase (5’�3’) qui intervient dans le système NER mis en jeu lors 

de la réparation des lésions d’ADN. Une fois le site du dommage reconnu, XPD est recrutée 
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et déroule les doubles brins d’ADN autour de la lésion (Schaeffer 1993), avant la mise en jeu 

des endonucléases (cf ci-dessus). La présence de polymorphisme de XPD a été décrite comme 

étant de mauvais pronostic chez les patients traités par cisplatine pour un CBNPC 

(Gurubhagavatula 2004, de las Peñas 2006). Cependant, une méta-analyse récente reprenant 

12 études du polymorphisme de XPD n’a pas montré de corrélation avec la réponse à une 

chimiothérapie à base de sel de platine dans les CBNPC de stade avancé (Wei 2011).  

 

8.8. Kras 

La présence de mutations de Kras, comme nous l’avons vu ci-dessus, est un événement 

fréquent dans les CBNPC. Sa présence est associée à une non-réponse aux ITK de l’EGFR 

(Eberhard 2005, Pao 2005). Concernant la réponse à la chimiothérapie, les résultats des études 

sont divergents, la plupart des études ne retrouvant pas d’effet (Tsai 1993, Rodenhuis 1997, 

Kalikaki 2010, Mellema 2013). Une revue de la littérature a ainsi montré une absence de lien 

entre la mutation de Kras et la réponse à la chimiothérapie cytotoxique pour les patients ayant 

un CBNPC (Loriot 2009).    

 

8.9. Transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) 

La transition épithélio-mésenchymateuse est un processus cellulaire qui permet à une cellule 

épithéliale d’acquérir un phénotype mésenchymateux. Au niveau cellulaire, la TEM est 

caractérisée par une perte de la polarité apico-basale ce la cellule, une perte de l’ancrage 

cellulaire, et une augmentation de la migration cellulaire. On distingue 3 formes de TEM. 

La TEM de type 1 se rencontre de manière physiologique dans les premiers stades du 

développement, au moment de l’implantation de l’embryon, de l’embryogénèse et de 
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l’organogenèse. (Aplin 1998). La TEM de type 2 est associée à la régénération tissulaire et 

aux processus fibrosants. (Kim 2006). La TEM de type 3 concerne les cancers et serait 

associée à la capacité des cellules cancéreuses de migrer de la tumeur primitive dans la 

circulation générale, de se fixer au niveau des sites métastatiques et d’y proliférer. De 

nombreuses études in vitro et in vivo ont pu montrer que les cellules carcinomateuses 

exprimaient des marqueurs mésenchymateux (vimentine, desmine…). Ces cellules sont plus 

souvent observées en bordure de tumeur, renforçant l’hypothèse d’un rôle supposé dans la 

migration tumorale et la formation de métastases (Brabletz 2001, Thiery 2002, Fidler 2008, 

Yang 2008). Après le stade d’extravasation, la cellule tumorale subit un phénomène inverse 

de transition mésenchymo-épithéliale (TME), avec recouvrement des caractéristiques 

cellulaires initiales, prolifération cellulaire et formation d’un nouveau clone (Zeisberg 2005, 

Jechlinger 2002).  

La TEM est caractérisée par la perte des marqueurs épithéliaux (E-cadhérine) et l’acquisition 

de marqueurs mésenchymateux (N-cadhérine, vimentine) (Kalluri 2009). Au niveau des voies 

d’activation cellulaire, il y a une activation de la  voie  Notch, avec expression notamment des 

protéines de type « en doigt de zinc » (Zinc-finger domain protein) Snails (Snail1, Snail2, 

Snail3) ou ZEB (Zinc finger E-box-binding homeobox, ZEB1, ZEB2). Le TGFβ joue 

également un rôle, via son récepteur TGFβR. L’activation en aval des facteurs Smad et Nf-

κB. SNAI1, ZEB1 et ZEB2, ainsi que TWIST2, vont être responsables de l’inhibition de la 

transcription du gène CDH1, codant pour l’E-cadhérine (Kalluri 2009).   

Le rôle de la TEM dans la chimiorésistance est débattu. Plusieurs travaux ont montré une 

association entre TEM et résistance à la chimiothérapie dans les CBNPC. Ainsi, l’inhibition 

de Snail sur une lignée d’adénocarcinome bronchique résistante au cisplatine, induit une 

sensibilisation au cisplatine, parallèlement à l’inhibition de la TEM, de la migration et de 

l’invasion cellulaire (Wang 2014). Des résultats similaires ont été obtenus in vitro et in vivo 
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sur un modèle d’adénocarcinome bronchique résistant au docetaxel, via l’inhibition de ZEB1 

(Ren 2013).  

 

8.10. Synthèse sur les facteurs de résistance à la chimiothérapie à base de sels de 

platine dans le CBNPC 

Au total, de nombreux facteurs ont été décrits comme prédictifs de résistance à la 

chimiothérapie par sel de platine. Cependant, les résultats sont variables d’une étude à l’autre, 

en fonction des indications (chimiothérapie péri-opératoire ou chimiothérapie des CBNPC de 

stade avancé), du type histologique étudié, des techniques utilisées, avec des études 

monocentriques, ayant inclus pour la plupart un petit nombre de patients, de manière 

rétrospective. Il est probable qu’il n’existe pas un acteur de résistance à la chimiothérapie au 

sein d’une même tumeur, mais de multiples, qui interagissent entre eux. Par ailleurs, de 

nombreux autres facteurs peuvent influencer la sensibilité à la chimiothérapie, et n’ont été que 

peu ou pas exploré, comme l’impact du microenvironnement tumoral, de l’hypoxie, des 

facteurs pharmacogénomiques, ou enfin le rôle des cellules souches cancéreuses (CSC). Le 

rôle des CSC dans la chimiorésistance a été évoqué dans plusieurs études, dont le CBNPC 

(Perona 2011). Plusieurs voies d’activation cellulaire sont activées de manière préférentielle 

au sein des CSC, comme les voies Sonic Hedgehog (Shh), Wnt (Wingless Integration site) et 

Notch.  
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9. Voie Shh 

 

9.1. Protéine Shh  

La voie de signalisation Hedgehog fait intervenir 3 types de protéines : Indian, Desert et Sonic 

Hedgehog. Chez les mammifères, la protéine Shh est celle qui intervient de manière 

préférentielle. Son gène, situé en 7q36, produit une pré-protéine de 45kDa, qui va subir dans 

les conditions physiologiques un certain nombre de modifications post-transcriptionnelles 

(Lee 1994). Cette pré-protéine contient notamment en son sein un site d’auto-clivage, qui va 

permettre le clivage protéique en un résidu N-terminal (Shh-N) de 20kDa et un résidu C-

terminal (Shh-C) de 25kDa (Lee 1994). La protéine Shh-C possède une activité cholestérol-

transférase, qui va permettre l’adjonction de cholestérol à la partie C-terminale de Shh-N 

(Porter 1996, Pepinsky 1998). Secondairement, une nouvelle modification lipidique se produit 

avec ajout de résidus palmitoyl à la protéine Shh-N (palmitoylation). Toutes ces modifications 

lipidiques vont permettre à la protéine Shh de s’ancrer à la membrane cellulaire, avant d’être 

sécrétée dans l’espace extracellulaire (Robbins 2007). En outre, la forme palmitoylée de Shh-

N serait environ 30 fois plus active que sa forme non palmitoylée (Wendler 2006). Toutes les 

fonctions physiologiques durant le développement sont liées à la forme Shh-N. La protéine 

Shh-C n’a pas de fonctions biologiques connues à l’état physiologique en dehors de son 

activité cholestérol-transférase, et est également sécrétée dans l’espace extracellulaire. 

 

9.2. Activation de la voie Shh 

Le récepteur membranaire de Shh est Patched (Ptch), dont il existe 2 isoformes (Ptch1 et 

Ptch2). Ptch comprend 12 domaines transmembranaires. En l’absence de ligand (figure 7A), 

Ptch inhibe la migration à la membrane de la protéine Smoothened (Smo), en la maintenant à 
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l’état inactif à l’intérieur de la cellule. Les facteurs de transcriptions Gli (Gli1, Gli2 et Gli3) 

sont alors liés à la protéine SUFU (Suppressor of fused homolog) et restent inactifs dans le 

cytoplasme (Kogerman 1999). Gli3 est également phosphorylé par la PKA (Protéine kinase 

A) et va ainsi produire une protéine inhibitrice GLIR qui a une action de répression de la 

transcription des gènes cibles de Shh.  

Lorsque Shh se fixe à son récepteur Ptch (figure 7B), il y a levée de l’inhibition de Smo qui 

va alors migrer à la membrane. Les facteurs de transcription Gli se dissocient ensuite de 

SUFU pour migrer dans le noyau et activer la transcription des gènes cibles. On note qu’une 

fois que Shh est lié à Ptch, il y a une internalisation du complexe Shh-Ptch dans la cellule 

avant sa dégradation dans le lysosome (Torroja 2004, Beckett 2008). Aucune différence en 

terme de gènes cibles n’a été mise en évidence entre Gli1, Gli2 et Gli3.  

Certains auteurs ont soulevé la possibilité d’une activation de Gli indépendante de la fixation 

de Shh sur son récepteur Ptch (activation « non-canonique » de Gli) (Lauth 2007, Mimeault 

2010). Ainsi, l’activation de Ras, du TGFβ ou d’EGFR pourrait également activer Gli1 et 

Gli2 et la transcription des gènes cibles.  
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Figure 7 : Voie Shh. A : en l’absence de fixation de Shh sur Ptch, Ptch exerce une action 
inhibitrice sur Smo. Gli est associé à SUFU dans le cytoplasme et est inactif. B : en cas de 
fixation de Shh sur Ptch, il y a levée de l’inhibition de Smo et activation de Gli qui va passer 
dans le noyau et activer la transcription des gènes cibles, à l’aide du complexe hPAF.  

 

 

9.3. Co-facteurs nucléaires de Gli : rôle du complexe PAF (RNA Polymerase II-

Associated Factor) 

Le complexe humain PAF (human RNA Polymerase II-Associated Factor) est composé de 5 

sous-unités différentes : hPAF1 (ou hpAF1C, également appelé PD2 (Pancreatic 

Differenciation 2)), parafibromine, hLeo1, hCtr9 et hSki8 (Chaudhary 2007). Les rôles de ce 

complexe sont variés : il intervient lors de l’initiation de la transcription et l’élongation, et 

comme régulateur du cycle cellulaire. Il semble que le complexe PAF soit directement 

sollicité lors de l’activation de la voie Shh. En effet, une des unités du complexe (la 

parafibromine), est capable de se lier à Gli1, Gli2 et Gli3, et va ainsi permettre la transcription 

des gènes cibles (Mosimann 2009). PAF serait aussi mis en jeu lors de l’activation d’une autre 
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voie liée aux CSC, la voie Wnt (Mosimann 2006). De manière intéressante, le complexe PAF 

jouerait un rôle direct lors de l’oncogenèse. L’unité hPAF1 a été identifiée en 1991 (Batra 

1991), mais son rôle dans l’oncogenèse n’a été objectivé que récemment. Moniaux et al. 

(2006) ont montré que hPAF1 était surexprimé au sein des cellules tumorales pancréatiques 

peu différenciées de la lignée Panc1. De plus, l’induction d’une surexpression de hPAF1 au 

sein de fibroblastes (NIH3T3) entraînait l’acquisition d’un phénotype tumoral, avec 

notamment formation de tumeur in vivo (xénogreffes). hPAF1 est surexprimé au sein des 

cellules souches embryonnaires (Ponnusamy 2009). La surexpression de hPAF1 dans les 

cellules Panc1 est liée à une amplification du locus 19q31.1. La mise en évidence d’une 

amplification de ce locus a été mise en évidence dans d’autres types tumoraux, comme le 

glioblastome (Huntsman 1999) ou le carcinome ovarien (Tang 2002). Son rôle éventuel dans 

le CBNPC est jusqu’à présent inconnu. 

 

9.4. Rôle du cilium primaire à l’état physiologique 

Le cilium primaire est une expansion de la membrane cellulaire vers le milieu extracellulaire. 

Il est directement lié au centriole qui produit un axonème, véritable colonne vertébrale du 

cilium (Satir 2007). Le cilium a des propriétés importantes à l’état physiologique dans de 

nombreuses voies de signalisation cellulaire, dont la voie Shh. En effet, à l’état inactif, il 

existe une accumulation de SUFU couplé aux protéines Gli, tandis que Smo reste à distance 

du cilium (Haycraft 2005). A l’inverse, quand Shh se fixe à Ptch, il y a une accumulation de 

Smo dans le cilium qui va pouvoir être activé à la membrane cellulaire (Corbit 2005). Son 

activation va entraîner une libération de Gli du complexe SUFU-Gli et la transcription des 

gènes cibles, comme nous l’avons vu ci-dessus.  

 



52 

 

9.5. Phénomènes de rétrocontrôle négatif 

A l’état physiologique, plusieurs phénomènes de rétrocontrôle négatif sont mis en jeu lors de 

l’activation de la voie Shh. Parmi ceux-ci, la protéine HHIP (Hedgehog Interacting Protein) 

est une protéine qui va se lier à Shh au niveau de la membrane cellulaire et ainsi entrer en 

compétition avec Ptch (Chuang 1999). La liaison de Ptch avec son ligand Shh va également 

exercer un phénomène de contrôle négatif par phénomène d’endocytose (Torroja 2004, 

Beckett 2008). Enfin, les protéines ZIC sont des facteurs de transcription, qui interagissent 

avec les protéines Gli via leur domaine à doigt de zinc (Koyabu 2001), et ont une activité 

activatrice ou inhibitrice de Gli en fonction du type de cellule et des conditions (Mizugishi 

2001). 

 

9.6. Voie Shh dans le développement embryonnaire 

La voie Shh est capitale durant le développement embryonnaire (McMahon 2003). Son 

activité est cependant dépendante du site de l’organisme où la voie est activée. Ainsi, chez le 

mammifère, Shh agit comme un morphogène au niveau du développement des membres, 

déterminant l’identité et le nombre des doigts. Il agit également comme morphogène pour le 

développement du système nerveux central au niveau de la crête neural, avec un effet 

inducteur dans l’axe dorso-ventral. Son action dans le développement pulmonaire est plus 

complexe. En effet, le développement de l’axe bronchique se fait par ramification. La mise en 

place de l’arbre aérien se fait entre la 4ième et la 16ième semaine, par ramification dichotomique 

à partir du bourgeon épithélial original. Plusieurs facteurs sont inducteurs de ce 

bourgeonnement, et sont produits par le mésenchyme à destination des cellules épithéliales. Il 

s’agit principalement du FGF-10 (Fibroblast Growth Factor-10), qui va se fixer à son 

récepteur FGFR2 (FGF Receptor-2) au niveau épithélial. Plusieurs facteurs interviennent 
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comme régulateur de ce bourgeonnement épithélial. Certains sont externes à l’épithélium, 

comme le TGFβ (Transforming Growth Factor β), ou ont une action interne à l’épithélium, 

comme Sprouty2 ou Wnt, mais les principaux sont sécrétés par l’épithélium à destination du 

mésenchyme, comme Shh ou BMP4 (Bone Morphogenic Protein 4). Ainsi, Shh réprime 

fortement l’expression de FGF-10 dans le mésenchyme (Figure 8). L’apparition de nouveaux 

foyers sécréteurs de FGF-10 provoque le bourgeonnement dichotomique. Shh agit donc 

comme régulateur spatial de FGF-10 durant le développement de l’arbre bronchique.  

 

 

Figure 8 : Interactions épithélium - mésenchyme lors du bourgeonnement et de la ramification 
bronchique au cours du développement, et rôle de Shh. La croissance épithéliale est stimulée 
par la sécrétion de FGF-10 par le mésenchyme. Des facteurs régulateurs vont intervenir, 
comme Shh, Sprouty (Spry2), TGFβ, Wnt et BMP4. Shh va ainsi être sécrétée par 
l’épithélium dans le mésenchyme et va inhiber FGF-10. La balance Shh-FGF-10 va permettre 
la ramification et la dichotomie bronchique. D’après Affolter et al. (2009). 

 

9.7. Voie Shh et cancer 

La voie Shh est réactivée dans un certain nombre de cancers solides. Plusieurs mécanismes 

ont été décrits. La voie Shh peut ainsi être activée via la présence de mutations somatiques au 

niveau des différents effecteurs de cette voie. Ainsi, le syndrome de Gorlin, qui induit la 
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formation de carcinomes baso-cellulaire multiples, de rhabdomyosarcomes et de 

médulloblastomes, est caractérisé par la présence de mutations constitutionnelles 

inactivatrices de Ptch, qui induit donc une activation continue de Smo (Hahn 1996, Johnson 

1996). Des mutations de SUFU ont également été décrites dans les médulloblastomes 

sporadiques (Raffel 1997). Dans les formes sporadiques de carcinomes baso-cellulaires, il 

existe une mutation de la voie Shh (mutation inactivatrice de Ptch ou mutation activatrice de 

Smo) dans environ 70% des cas (Tang 2007). L’importance de l’activation de la voie Shh 

dans les carcinomes baso-cellulaires a permis le développement et la mise sur le marché d’un 

inhibiteur de Smo (vismodegib, Erivedge® (Genentech, USA)) dans cette indication.  

Dans de nombreux autres cancers, une activation de la voie Shh a été décrite sans mise en 

évidence de mutation de la voie Shh. Il s’agit d’une activation auto- et/ou juxtracrine. Un tel 

mécanisme d’activation a été mis en évidence dans les cancers du sein, du pancréas et de la 

prostate (Karhadkar 2004, Kubo 2004, Thayer 2003), mais également dans les CBPC. L’étude 

de l’expression de Shh et Gli1 par immunohistochimie et Western Blot sur des prélèvements 

tumoraux et des lignées cellulaires de CBPC a mis en évidence une surexpression de ces 

protéines par les cellules tumorales (Watkins 2003). L’inhibition de la voie Shh par la 

cyclopamine (inhibiteur de Smo, Figure 1B) inhibait la croissance tumorale des cellules de 

CBPC in vitro et in vivo sur des xénogreffes. Ces résultats ont été confirmés sur des modèles 

murins transgéniques, porteuses d’une délétion de Rb1 (retinoblastoma 1) et de TRP53 

(transformation related protein 53) (Park 2011). La délétion de Smo dans ces modèles, ainsi 

que l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de la voie Shh, inhibaient la croissance 

tumorale. Ces résultats ont conduits à la mise en place par l’Eastern Cooperative Oncology 

Group (ECOG) d’un essai clinique de phase II testant l’intérêt de l’ajout du vismodegib à une 

chimiothérapie par cisplatine et etoposide (CE) dans les CBPC disséminé, en première ligne 

de traitement (essai ECOG-1508). Aucune différence en terme de SSP (médiane 4,4 mois 
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(CE) versus 4,6 mois (CE + vismodegib)) ni de survie globale (médiane 9,1 mois (CE) versus 

9,8 mois (CE + vismodegib)) n’a été mise en évidence entre les deux groupes de patients 

(Belani 2013). Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ces résultats négatifs, comme 

l’absence de sélection d’un phénotype de patients particuliers (l’inhibition de la voie Shh 

n’est-elle bénéfique que pour les patients chimiorésistants ?), l’absence de biomarqueur 

permettant d’identifier les patients susceptibles de bénéficier du vismodegib, ou encore le 

modèle de traitement concomitant (chimiothérapie et vismodegib) utilisé dans cet essai.  

La voie Shh est également réactivée dans le CBNPC. Yuan et al. (2007) ont montré une 

activation de la voie Shh dans un certain nombre de lignées cellulaires de CBNPC. Ils ont 

analysés l’expression de Gli1 par IHC sur un panel de 120 échantillons de cancers 

bronchiques (tissue microarray). Ils ont ainsi mis en évidence une positivité dans 87% des 

adénocarcinomes et 93% des carcinomes épidermoïdes. Une autre étude par IHC des 

différents composants de la voie Shh sur 80 pièces chirurgicales de CBNPC (stade I à III) a 

montré une expression de Shh (97,5%), Ptch1 (78,7%), Smo (72,5%), Gli1 (98,7%) et Gli2 

(87,5%) (Gialmanidis 2009). L’expression était présente uniquement dans les cellules 

tumorales. Les tissus normaux péri-tumoraux étaient négatifs. Dans une autre étude de 248 

CBNPC de stade précoce, l’expression des différents composants de la voie Shh n’était pas 

corrélée à la survie sans récidive ou à la survie globale (Raz 2012). Ces résultats confirment 

que la voie Shh est activée dans les CBNPC. 

L’hypothèse d’un rôle pro-tumoral de la voie Shh dans les CBNPC a été confirmée par une 

étude récente (Huang 2014). Les auteurs ont analysé l’expression de la voie Shh, par PCR sur 

2 cohortes différentes de patients ayant un carcinome épidermoïde bronchique (n=178 et 

n=56), ainsi que sur 4 lignées de carcinome épidermoïde bronchique (H520, H2170, H226, et 

SK-MES-1). La voie Shh était activée dans les prélèvements de ces 2 cohortes. In vitro, 

l’inhibition de la voie Shh, notamment l’inhibition de Gli2 par siRNA ou par une molécule 
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inhibitrice (GANT61), diminuait la prolifération et activait l’apoptose. L’utilisation de 

GANT61 in vivo sur des modèles de xénogreffes montrait également une activité anti-

tumorale.  

 

9.8. Gènes cibles de l’activation de Shh dans le cancer 

Les gènes activés par les facteurs de transcription Gli dans la voie Shh sont très différents en 

fonction du contexte et du type de cellule concerné (Katoh 2009). La plupart des gènes sont 

impliqués dans la prolifération (comme Myc), la survie cellulaire, la TEM et le phénotype de 

CSC (comme CD44, CD133). Il existe également des gènes cibles de Gli qui vont exercer un 

rétrocontrôle négatif de la voie Shh. Le tableau 5 résume, de manière non exhaustive, les 

principaux gènes cibles de l’activation de la voie Shh.  
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Tableau 5 : Principaux gènes cibles de la voie Shh. D’après Katoh (2009) 

  Gène 
TEM FOXC2 
 SNAI1 
 TWIST2 
 ZEB1 
 ZEB2 
CSC JAG2 
 FST 
 GREM1 
 BMP4 
 WNT2B 
 WNT5A 
 PDGFRA 
 BMI1 
 LGR5 
 CD44 
 CD133 
rétrocontrôle positif de la voie Shh GLI1 
rétrocontrôle négatif de la voie Shh PTCH1 
 PTCH2 
 HHIP1 
prolifération cellulaire MYCN 
 CCND1 
 CCND2 
 CCNE 
 FOXM1 
 CCNB1 
 CDC25B 
survie cellulaire BCL2 
 CFLAR 
autres FOXF1 
 FOXL1 
 PRDM1 
  PTHLH 

 

 

 

 

 



58 

 

9.9. Voie Shh, CSC et chimiorésistance 

 

9.9.1. Généralités sur les CSC 

Les CSC sont les cellules tumorales initiatrices du cancer  et interviendraient dès les 

premières étapes de la carcinogenèse. Elles représentent une très faible proportion des cellules 

tumorales de la tumeur. Elles sont très indifférenciées, avec un fort potentiel  d’oncogenèse et 

une grande capacité de prolifération et de différenciation. Ces CSC partagent de nombreuses 

similitudes avec les cellules souches normales de l’organisme, en termes d’auto-

renouvèlement, de production de lignées cellulaires « filles », de phénotypes membranaires et 

de voies de signalisation intracellulaires. On ignore actuellement si les CSC dérivent des 

cellules souches normales de l’organisme. Les CSC peuvent être définies par 3 propriétés 

essentielles : l’auto-renouvèlement, la production de lignées « filles » différenciées, et la 

capacité oncogénique in vivo, mesurée par la formation de xénogreffes. L’activation de 

plusieurs gènes spécifiques a été mise en évidence au sein des CSC, comme Sox2, NANOG ou 

OCT4/POU5F1. La présence de CSC a été prouvée dans de nombreuses tumeurs solides, dont 

le cancer bronchique. Ainsi, dès 1982, Carney et al. ont montré à partir de CBNPC et de 

CBPC que certaines cellules, représentant moins de 2% de l’ensemble des cellules tumorales, 

étaient capables de former de nouvelles colonies de cellules tumorales. Ces colonies étaient 

capables de former des tumeurs in vivo, similaires à la tumeur initiale, après injection 

intracrânienne dans des souris immunodéprimées (Carney 1982).  

 

9.9.2. Marqueurs de CSC 

De nombreuses techniques ont été décrites pour isoler les CSC. Il peut s’agir de 

l’identification de marqueurs membranaires, de l’analyse de la capacité d’efflux, de l’analyse 
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de capacités métaboliques particulières, ou de sélection des cellules résistantes à la 

chimiothérapie.  

L’identification de marqueurs membranaires est la méthode la plus utilisée. Dans le CBNPC, 

il s’agit du CD133, CD44 et de ABCG2. Le CD133 est un récepteur transmembranaire dont la 

fonction n’est actuellement pas connue. Il est le marqueur le plus décrit comme marqueur de 

CSC, toute tumeur solide confondue. Dans le CBNPC, Tirino et al. (2009) ont montré que les 

cellules CD133 isolées par tri cellulaire à partir de tumeurs pulmonaires opérées 

représentaient environ 6% de l’ensemble des cellules dans la tumeur, et étaient capables de 

croissance en forme de sphéroïdes en milieu d’agarose, et avaient un fort pouvoir 

oncogénique in vivo sur les souris NOD/SCID. De manière analogue, Eramo et al. (2008) ont 

eux estimé la proportion de cellules CD133+, par cytométrie de flux, entre 0,32% et 3,5% à 

partir de prélèvements de CBNPC de stade précoce. Une fois isolées par tri cellulaire, ces 

cellules CD133+ étaient capables de former des sphéroïdes en culture, elles-mêmes capables 

de se différencier en cellules tumorales filles, avec perte secondaire de l’expression de CD133 

lors de la différenciation. Ces sphéroïdes de cellules avaient également un pouvoir 

oncogénique in vivo sur souris SCID, avec reproduction de la tumeur initiale. CD44 est 

également une protéine membranaire, impliquée dans des fonctions d’adhésion, de migration 

et d’interaction avec la matrice extracellulaire (Fasano 1997). CD44 interagit notamment avec 

EGFR et cMET (Orian-Rousseau 2002, Bourguignon 2007). Son rôle de marqueur de CSC a 

déjà été démontré dans le cancer colorectal (Du 2008) et le CBPC (Gutova 2007). Dans le 

CBNPC, les cellules CD44+ isolées par tri cellulaire à partir de lignées de CBNPC ont des 

niveaux élevés d’expression de gènes impliqués dans le phénotype de CSC, comme NANOG, 

OCT4/POU5F1, Sox2, tandis que ces gènes ne sont pas exprimés dans les cellules CD44- 

(Leung 2010). ABCG2 (BCRP) est une protéine transmembranaire, membre de la famille 

ABC. Outre son rôle évoqué dans la chimiorésistance, ABCG2 a été décrit comme marqueur 
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de CSC, dans le cancer hépatique, colorectal (Haraguchi 2006) et le neuroblastome 

(Hirschmann-Jax 2004). Dans le CBNPC, les CSC ont pu être isolées in vitro à partir de 

lignées cellulaires (H460, H23, HTB-58, A549, H441, et H2170), et présentaient un niveau 

élevé d’ABCG2 (Ho 2007, Sung 2008).  

 

Une autre propriété utilisée pour isoler les cellules souches et les CSC est la capacité d’efflux 

du Hoechst 33342, qui identifie une « side population », c’est-à-dire les cellules négatives 

pour le marqueur H33342 en cytométrie de flux. En 1996, Goodell et al. ont montré à partir 

de lignées de cellules hématopoïétiques que certaines cellules avaient la capacité de rejeter le 

marqueur Hoechst 33342 du milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire. Ces cellules 

avaient des caractéristiques de cellules souches : elles étaient résistantes à l’irradiation et 

capables de créer un nouveau clone de cellules après xénogreffes (Goodell 1996). L’efflux du 

Hoechst 33342 semble lié au transporteur MDR, car l’utilisation de son inhibiteur, le 

verapamil, bloquait l’efflux du Hoechst 33342. Dans le CBNPC, l’utilisation du Hoechst 

33342 a également été validée comme marqueur potentiel de CSC (Ho 2007, Sung 2008). 

 

Il est possible d’utiliser certaines propriétés métaboliques pour isoler les cellules souches et 

les CSC. L’ALDH (Aldehyde Dehydrogenase) est un groupe d’enzymes responsables de 

l’oxydation des aldéhydes. Leur activité est augmentée dans les cellules souches et les CSC. 

Dans les cellules souches hématopoïétiques, la suractivité d’ALDH est impliquée dans le 

métabolisme alcoolique, le métabolisme de la vitamine A, la résistance à certains agents de 

chimiothérapie (cyclophosphamide…) et la différenciation précoce des cellules souches 

(Kastan 1990, Yoshida 1992, Storms 1999). L’activité ALDH a aussi été utilisée comme 

marqueur des CSC dans les leucémies, les cancers du sein, du foie, du pancréas, et du colon 
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(Chang 1998, Pearce 2005, Balicki 2007, Feldmann 2007, Ginestier 2007, Ma 2008). Dans le 

CBNPC, les cellules ALDH1 positives isolées de lignées cellulaires présentaient des 

caractéristiques de CSC, que ce soit in vitro ou in vivo (Jiang 2009, Liang 2012). Une 

technique spécifique a été commercialisée pour être utilisée en cytométrie de flux pour 

marquer les cellules à fortes activité ALDH (ALDEFLUOR™) (Moreb 2007). Cette 

technique a été validée pour l’isolation des CSC, notamment dans le CBNPC (Jiang 2009, 

Liang 2012). 

 

9.9.3. Limites de l’utilisation des marqueurs actuels pour la détection des 

CSC 

Comme nous l’avons vu, de nombreux marqueurs de CSC ont été décrits pour la 

caractérisation et l’isolement des CSC, notamment dans le CBNPC. Cependant, plusieurs 

études ont soulevé la faible spécificité de la plupart de ces marqueurs. Ainsi, Meng et al. 

(2009) ont montré que le CD133, largement utilisé dans la littérature, était peu spécifique 

pour isoler les CSC in vitro à partir des lignées de CBNPC. En effet, un certain nombre de 

cellules CD133- présentaient des caractéristiques de CSC  (formation de colonies, auto-

renouvellement, prolifération, différenciation et résistance à la chimiothérapie). De plus, des 

analyses par PCR et par cytométrie de flux sur plusieurs lignées de CBPC et CBNPC ont 

montré que le CD133 était un marqueur plus spécifique dans le CBPC que dans le CBNPC 

(Cui 2011). Enfin, l’activité ALDH pose aussi des problèmes de spécificité, celle-ci pouvant 

également être augmentée au sein des pneumocytes chez le fumeur (Patel 2008).  

Certains auteurs ont suggéré l’utilisation concomittante en cytométrie de flux de plusieurs 

marqueurs pour isoler les CSC afin d’augmenter la spécificité de la méthode. Ainsi, le CD133 

a été utilisé avec d’autres marqueurs, comme ABCG2, l’epithelial-specific antigen (ESA) et 
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le chemokine receptor 4 (CCR4). Les cellules CD133+ESA+ ont un plus fort pouvoir 

oncogénique dans des modèles de xénogreffes, et ont un niveau d’expression d’ABCG2 

supérieur à celui des cellules CD133+ (Bertolini 2009). Par ailleurs, seules les cellules 

CD133+ABCG2+ et les cellules CD133+CCR4+ survivaient après traitement par cisplatine 

de xénogreffes de cellules issues de culture primaire de CBNPC (Bertolini 2009). Cependant, 

l’utilisation de 2 ou 3 marqueurs en cytométrie de flux complexifie la méthodologie, et 

impose l’utilisation de multiples lasers avec des règles strictes de compensation, pouvant 

augmenter ainsi le risque de faux-positifs ou de faux-négatifs. La mise en évidence de 

nouveaux marqueurs robustes et simples d’utilisation est donc indispensable.  

 

9.9.4. Voie Shh et CSC 

Plusieurs travaux ont montré une relation étroite entre la voie Shh et les CSC. En effet, 

comme nous l’avons évoqué ci-dessus, Shh est une des voies de signalisation 

préférentiellement activée au sein des CSC, tout comme les voies Wnt et Notch. Ainsi, Li et 

al. (2007) ont isolé à partir de cultures primaires d’adénocarcinomes pancréatiques des 

cellules ayant des caractéristiques phénotypiques de CSC : cellules CD44(+)CD24(+)ESA(+). 

Ces cellules ne représentaient que 0,2 à 0,8% de l’ensemble des cellules, et avaient un 

potentiel d’oncogenèse 100 fois supérieur à celui des autres cellules tumorales, évalué par la 

formation de xénogreffes. Ces cellules avaient une surexpression de la voie Shh par rapport 

aux autres cellules tumorales. L’inhibition de la voie Shh dans des lignées cellulaires de 

cancer bronchique par vismodegib entraînait une diminution de la population de CSC (Tian 

2012a). Sur des modèles de lignées cellulaires (HCC et H1339), environ 0,5% des cellules ont 

la capacité d’efflux du Hoechst 333242. Après traitement par le vismodegib, ce taux diminuait 

de manière significative (Tian 2012a). Des résultats similaires ont été retrouvés dans des 
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modèles de glioblastomes PTEN-dépendants (Xu 2008). Enfin, Lemjabbar-Alaoui et al. 

(2006) ont étudié un modèle de carcinogenèse bronchique induite par la fumée de cigarettes. 

Ils ont soumis pendant 8 jours des cellules bronchiques humaines en culture primaire, à la 

fumée de tabac. Ils ont constaté qu’à l’issue de cette exposition, les cellules bronchiques 

avaient acquis un phénotype tumoral, avec augmentation de leur prolifération, capacité de 

croissance en agarose, et capacité de former des xénogreffes sur les souris nude. Ils ont pu 

mettre en évidence l’apparition d’une activation des voies de signalisation Wnt et Shh dans 

ces cellules. L’inhibition de la voie Shh prévenait l’apparition du phénotype tumoral des 

cellules exposées à la fumée. Ces résultats soulignent le rôle majeur probable de la voie Shh 

dans l’oncogenèse des CBNPC.  

 

9.9.5. CSC et chimiorésistance 

De nombreux travaux ont soulevé le rôle des CSC dans la chimiorésistance des CBNPC. La 

sélection in vitro des cellules tumorales sous chimiothérapie a été utilisée comme moyen de 

sélection des CSC (Li 2008). L’expression de CD133+ dans le CBNPC était corrélée aux 

marqueurs de chimiorésistance, comme la glutathione S-transferase (cf chapitre 8.4) 

(Salnikov 2010). L’administration de cisplatine, d’etoposide et de paclitaxel sur des CSC de 

CBNPC cultivées en sphères n’a aucune activité cytotoxique sur ces CSC (Eramo 2008). De 

même, les cellules CD44+ isolées par tri cellulaire à partir de lignées de CBNPC (H1650 et 

H1299) sont beaucoup plus résistantes au cisplatine que les cellules CD44- ou les cellules non 

triées des mêmes lignées (Lung 2010). Des résultats similaires ont été obtenus avec les 

cellules ADLH1+ traitées par du cisplatine, gemcitabine, daunorubicine, doxorubicine, 

vinorelbine et docetaxel (Jiang 2009), ainsi qu’avec les cellules avec efflux du Hoechst 33342 

traitées par methotrexate et doxorubicine (Sung 2008).   
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Plusieurs études ont suggéré une relation entre l’activation de la voie Shh et la 

chimiorésistance. Il a ainsi été montré une corrélation entre l’activation de la voie Shh dans 

les cellules cancéreuses et l’expression de transporteurs ABC impliqués dans la 

chimiorésistance comme MDR1 et ABCG2, évaluée en Western Blot (Sims-Mourtada 2007). 

De plus, Tian et al. (2012b) ont montré que le vismodegib inhibait de façon significative la 

prolifération tumorale in vitro des lignées cellulaires de CBNPC et de CBPC résistantes au 

cisplatine. L’inhibition de la voie Shh par vismodegib ou par siARN sensibilise également au 

traitement par inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) de l’EGFR. Ahmad et al. (2013) ont ainsi 

utilisé une lignée A549 rendue résistante au cisplatine et à l’erlotinib via un traitement par 

TGFβ qui permet l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux (A549M). Les IC50 du 

cisplatine et de l’erlotinib étaient significativement plus basses avec un pré-traitement par 

vismodegib ou siARN anti-Shh. Par ailleurs, l’administration de vismodegib entraînait la 

diminution de l’expression de marqueurs de CSC, comme Sox2 ou NANOG.  

Ces résultats soutiennent l’hypothèse actuellement admise que, in vivo, les CSC sont 

sélectionnées lors de l’administration d’une chimiothérapie cytotoxique, du fait de leur 

capacité de chimiorésistance. Elles seraient ainsi responsables de la progression tumorale ou 

de la rechute, car capables de recréer un clone tumoral (Figure 9). La description des voies de 

signalisation cellulaires des CSC et la recherche de traitements ciblés de ces cellules 

représentent des enjeux majeurs en oncologie, et dans le CBNPC en particulier. 
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Figure 9 : Hypothèse de résistance tumorale à la chimiothérapie médiée par les CSC. Le 
cancer est hétérogène avec présence en son sein de cellules tumorales plus ou moins 
différenciées et de CSC. Tandis que les cellules tumorales différenciées sont chimiosensibles, 
les CSC sont chimiorésistantes et responsables de la progression tumorale au décours de la 
chimiothérapie cytotoxique.  

 

9.10. Voie Shh et c-Myc  

La famille des oncogènes Myc code pour des phosphoprotéines intervenant dans la croissance 

cellulaire et l’oncogenèse. Elle regroupe les protéines N-Myc, C-Myc et L-Myc, qui ont un 

motif hélice-boucle-hélice, et agissent comme facteurs de transcription. Une surexpression et 

une amplification de Myc a été décrite dans plusieurs cancers, dont le CBNPC, à partir de 

lignées cellulaires et des prélèvements tumoraux (Nesbit 1999, Broers 1993). Myc intervient 

dans la prolifération cellulaire en régulant l’expression d’un certain nombre de régulateurs du 

cycle cellulaire. Ainsi, Myc stimule la transition G1/S en régulant l’activité des cyclines 

(cyclines D et cycline E), des kinases cycline-dépendante (cdk2, cdk4, cdk6), des inhibiteurs 
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de cdk (p15, p16, p21, p27) et du facteur de transcription E2F (p-Rb-binding transcription 

factor) (Zajac-Kaye 2001). Myc fait partie des facteurs de transcription activés au sein des 

CSC (Mimeault 2013).  

Il existe une interaction étroite entre la voie Shh et Myc. En effet, l’activation de la voie Shh 

entraîne une activation de Myc (Kenney 2003, Hallikas 2006). L’inhibition de Gli par le 

composé GANT-61 supprime in vitro et in vivo la croissance de CSC, avec répression de 

l’expression de facteurs tels que C-Myc, NANOG, OCT4, Sox2 (Fu 2013).  
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OBJECTIFS DE LA THESE 

 

Le cancer bronchique reste la première cause de décès par cancer malgré des progrès récents 

dans le démantèlement  moléculaire et le développement de thérapies ciblées. La majorité des 

CBNPC reste traitée en première ligne par une chimiothérapie cytotoxique à base de sel de 

platine. Environ un quart des patients sont considérés comme chimioréfractaires. Une 

meilleure compréhension des facteurs associés à la chimiorésistance, et plus particulièrement 

au caractère chimioréfractaire, est donc fondamentale afin de développer des traitements 

capables de contrer ces mécanismes.  

Les objectifs de cette thèse sont de déterminer les facteurs impliqués dans la chimiorésistance 

à base de sels de platine dans les CBNPC. Nous avons commencé par déterminer le 

phénotype des CBNPC chimioréfractaires et chercher une implication des anomalies 

moléculaires dépistées en routine dans le CBNPC (mutations d’EGFR, mutations de Kras et 

translocation d’ALK). Par la suite, nous nous sommes intéressés au rôle de la voie Shh dans la 

chimiorésistance. Nous avons ainsi étudié l’activation de la voie Shh dans le CBNPC et  

cherché une corrélation avec le caractère chimioréfractaire. Nous avons également étudié 

l’association entre la voie Shh et la TEM. Nous avons aussi utilisé un autre modèle de cancer 

thoracique chimioréfractaire, le mésothéliome pleural malin. Enfin, l’impact sur la 

prolifération tumorale et sur la survie de l’activation des CSC et de la voie Shh a été exploré, 

via l’étude de hPAF1C et c-Myc. 
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III. RESUME DES ARTICLES ET MANUSCRITS 

 

1. Etude des caractéristiques cliniques et moléculaires des patients ayant un CBNPC de 

stade avancé et réfractaires à la chimiothérapie à base de platine 

 

1.1. Article 1 

Giroux Leprieur E, Antoine M, Vieira T, Duruisseaux M, Poulot V, Rabbe N, Belmont L, 

Gounant V, Lavolé A, Milleron B, Lacave R, Cadranel J, Wislez M. Clinical and molecular 

features in patients with advanced non-small cell lung carcinoma refractory to first-line 

platinum-based chemotherapy. Lung Cancer, Volume 79, n°2, Février 2013, pages 167-172.  

 

1.2. Présentation de l’article et commentaires 

La majorité des patients ayant un CBNPC de stade avancé est traitée en première ligne par 

une chimiothérapie à base de platine. Entre un quart de ces patients a une progression 

tumorale d’emblée sous ce traitement. Les patients sont alors considérés comme réfractaires à 

la chimiothérapie. Une cohorte de 178 patients ayant un CBNPC de stade avancé a été traitée 

entre 2003 et 2006 dans le service de Pneumologie de l’Hôpital Tenon (AP-HP) par une 

chimiothérapie à base de platine, en première ligne. Nous avons comparé les caractéristiques 

cliniques, tumorales et moléculaires des patients réfractaires à celles des patients contrôlés. 

Les anomalies moléculaires étudiées étaient celles dépistées en routine en 2011 : mutations 

d’EGFR et de Kras, translocation d’ALK. Le taux de patients réfractaires était de 25,6% 

(n=46). La survie globale des patients réfractaires était de 5 mois (IQR 3,2-9,9) versus 15,4 
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mois (IQR 9,9-22,5) pour les patients contrôlés (n=132) (p<0,001). Les caractéristiques 

cliniques étaient similaires entre les deux groupes. La seule différence concernait les sous-

types histologiques, avec 10,9% de carcinome sarcomatoïde chez les patients réfractaires, 

versus 1,5% chez les patients contrôlés (p=0,057). Il n’y avait pas de différence en termes 

d’anomalies moléculaires entre les deux groupes. En analyse multivariée, seul le sous-type 

histologique sarcomatoïde était significativement associé au caractère réfractaire (OR=7,50, 

IC95% 1,02-55,45 ; p=0,048). 

Cette étude a permis de souligner le caractère péjoratif des carcinomes sarcomatoïdes en 

termes de réponse à la chimiothérapie. Ce type histologique est rare (moins de 5% des 

CBNPC), et comprend différents sous-types : carcinome pléomorphe, carcinome à cellules 

fusiformes, carcinome à cellules géantes, carcinosarcome, blastome pulmonaire. Peu de séries 

ont été publiées dans la littérature, la plupart correspondant à des séries chirurgicales. 

Néanmmoins, toutes soulignent la faible sensibilité de ces tumeurs à la chimiothérapie, avec 

des taux de progression sous chimiothérapie de 1ière ligne compris entre 40 et 100% (Bae 

2007, Kaira 2010, Ito 2010). Dans un second travail, notre groupe a montré à partir de 97 

patients ayant un carcinome sarcomatoïde de stade avancé (Vieira 2013) que 69% d’entre eux 

étaient réfractaires à la chimiothérapie. La SSP était de 2 mois et la survie globale de 6,3 

mois. 

Les recherches de mutations d’EGFR, de Kras ou de translocation d’ALK ne suffisaient pas 

pour identifier les patients réfractaires à la chimiothérapie. L’exploration d’autres marqueurs 

moléculaires est en cours (Master 2 Vincent Fallet, Thèse d’Université Thibault Vieira).   
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2. Rôle de la voie Shh dans les cancers thoraciques  

 

2.1. Article 2 : revue de la littérature 

Giroux Leprieur E, Antoine M, Vieira T, Rozensztajn N, Rabbe N, Ruppert AM, Cadranel J, 

Wislez M. Rôle de la voie Sonic Hedgehog dans les cancers thoraciques. Soumis à la Revue 

des Maladies Respiratoires.  

 

La voie de signalisation Sonic Hedgehog (Shh) est physiologiquement activée durant 

l’embryogenèse et le développement. Elle est aussi réactivée dans plusieurs cancers solides, 

dont les cancers thoraciques, comme le CBPC, le CBNPC et le mésothéliome pleural malin 

(MPM). Cette voie est intimement liée aux CSC, et semble jouer un rôle important dans la 

prolifération tumorale et la chimiorésistance de ces cancers. Cette revue décrit le mode 

d’activation de la voie Shh dans les cancers thoraciques, son rôle dans les CBPC, les CBNPC 

et les MPM, à partir de modèles in vitro et in vivo. Les données de la littérature montrent que 

l’inhibition de la voie Shh a une action anti-tumorale et permet une sensibilisation à la 

chimiothérapie. Ces résultats incitent à développer des thérapies ciblant la voie Shh dans la 

prise en charge thérapeutique des cancers thoraciques.  
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Résumé 

Introduction :  La voie de signalisation Sonic Hedgehog (Shh) est une voie 

physiologiquement activée durant l’embryogenèse et le développement. Elle est réactivée 

dans plusieurs cancers solides. 

Etat des connaissances : La voie Shh est réactivée dans les cancers thoraciques, comme le 

cancer bronchique à petites cellules (CBPC), le cancer bronchique non à petites cellules 

(CBNPC) et le mésothéliome pleural malin (MPM). Cette voie est intimement liée aux 

cellules souches cancéreuses, et semble jouer un rôle important dans la prolifération tumorale, 

l’agressivité et la chimiorésistance de ces cancers. Cette revue décrit le mode d’activation de 

la voie Shh dans les cancers thoraciques, et son rôle dans les CBPC, les CBNPC et les MPM, 

à partir de modèles in vitro et in vivo. Les données de la littérature montrent que l’inhibition 

de la voie Shh a une action anti-tumorale et permet une sensibilisation à la chimiothérapie.  

Perspectives : Ces résultats incitent à développer des thérapies ciblant la voie Shh dans la 

prise en charge thérapeutique des cancers thoraciques.  

 

Mots-clés : cancer bronchique à petites cellules, cancer bronchique non à petites cellules, 

mésothéliome, Sonic Hedgehog, chimiorésistance 
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Role of the Sonic Hedgehog pathway in thoracic cancers 

 

Abstract 

Introduction:  Sonic Hedgehog (Shh) pathway is physiologically activated during 

embryogenesis and development. It is also activated in several solid cancers.  

State of the art: Shh pathway is reactivated in thoracic cancers, as small cell lung carcinoma 

(SCLC), non-small cell lung carcinoma (NSCLC) and malignant pleural mesothelioma 

(MPM). Shh pathway is associated with cancer stem cells, and seems to have a crucial role in 

tumor proliferation, aggressiveness and chemoresistance in these cancers. This review 

describes the activation mode of Shh pathway in thoracic cancers, and its role in SCLC, 

NSCLC and MPM, using in vitro and in vivo models. Notably, data from literature show that 

inhibition of Shh pathway has an antitumor action, and sensibilizes to chemotherapy.  

Perspectives: These results incite to develop targeted therapies against Shh pathway in the 

treatment of thoracic cancers. 

 

Key words: small cell lung carcinoma, non-small cell lung carcinoma, mesothelioma, Sonic 

Hedgehog, chemoresistance 
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1. Introduction 

 

La voie de signalisation Sonic Hedgehog(Shh) est une voie physiologiquement activée durant 

l’embryogenèse et le développement [1]. Elle joue ainsi un rôle majeur dans le développement 

cérébral, des membres, et l’organogénèse pulmonaire. Elle est aussi réactivée dans un certain 

nombre de cancers solides, comme certains cancers cutanés [2-4], les médulloblastomes [5], 

les cancers pancréatiques, prostatiques, du sein [6-8], mais également dans les cancers 

thoraciques, que ce soit le cancer à petites cellules (CBPC) [9], le cancer bronchique non à 

petites cellules (CBNPC) [10-12] et le mésothéliome pleural malin (MPM) [13]. Son 

activation serait liée à la maintenance des cellules souches cancéreuses, et interviendrait 

probablement dès les premières étapes de la carcinogenèse [14,15]. De plus, elle serait 

associée à la résistance à la radiothérapie et à la chimiothérapie dans certains modèles de 

cancers. Le développement de traitements ciblés de cette voie pourrait être ainsi prometteur, 

notamment pour certains types de cancers réputés chimiorésistants.  

Nous proposons, dans cette revue, de détailler les mécanismes d’activation de la voie Shh à 

l’état physiologique, et ses mécanismes de réactivation en oncologie, en détaillant plus 

particulièrement les données de la littérature concernant les cancers thoraciques (CBPC, 

CBNPC et MPM).  
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2. La voie Shh 

 

11.1. La protéine Shh 

 

La voie de signalisation Hedgehog fait intervenir 3 types de protéines : Indian, Desert et Sonic 

Hedghehog. Chez les mammifères, la protéine Sonic Hedgehog est celle qui intervient de 

manière préférentielle. Son gène, situé en 7q36, produit une pré-protéine de 45kDa, qui va 

subir dans les conditions physiologiques un certain nombre de modifications post-

transcriptionnelles[16]. Cette pré-protéine contient notamment en son sein un site d’auto-

clivage, qui va permettre le clivage protéique en un résidu N-terminal (Shh-N) de 20kDa et un 

résidu C-terminal (Shh-C) de 25kDa [16]. La protéine Shh-C possède une activité cholestérol-

transférase, qui va permettre l’adjonction de cholestérol à la partie C-terminale de Shh-N 

[17,18]. Secondairement, une nouvelle modification lipidique se produit avec ajout de résidus 

palmitoyl à la protéine Shh-N (palmitoylation). Toutes ces modifications lipidiques vont 

permettre à la protéine Shh de s’ancrer à la membrane cellulaire, avant d’être sécrétée dans 

l’espace extracellulaire [19]. En outre, la forme palmitoylée de Shh-N serait environ 30 fois 

plus active que sa forme non palmitoylée [20]. Toutes les fonctions physiologiques durant le 

développement sont liées à la forme Shh-N. La protéine Shh-C n’a pas de fonctions 

biologiques connues à l’état physiologique en dehors de son activité cholestérol-transférase, et 

est également sécrétée dans l’espace extracellulaire. 
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11.2. Activation de la voie Shh 

 

Le récepteur membranaire de Shh est Patched (Ptch), dont il existe 2 isoformes (Ptch1 et 

Ptch2). Ptch comprend 12 domaines transmembranaires. En l’absence de ligand (figure 1A), 

Ptch inhibe la migration à la membrane de la protéine Smoothened (Smo), en la maintenant à 

l’état inactif à l’intérieur de la cellule. Les facteurs de transcriptions Gli (Gli1, Gli2 et Gli3) 

sont alors liés à la protéine SUFU (Suppressor of fused homolog) et restent inactifs dans le 

cytoplasme [21]. Gli3 est également phosphorylé par la PKA (Protéine kinase A) et va ainsi 

produire une protéine inhibitrice GLIR qui a une action de répression de la transcription des 

gènes cibles de Shh.  

Lorsque Shh se fixe à son récepteur Ptch (figure 1B), il y a levée de l’inhibition de Smo qui 

va alors migrer à la membrane. Les facteurs de transcription Gli se dissocient ensuite de 

SUFU pour migrer dans le noyau et activer la transcription des gènes cibles. On note qu’une 

fois que Shh est lié à Ptch, il y a une internalisation du complexe Shh-Ptch dans la cellule 

avant sa dégradation dans le lysosome [22]. 

 

11.3. Phénomènes de rétrocontrôle négatif 

 

A l’état physiologique, plusieurs phénomènes de rétrocontrôle négatif sont mis en jeu lors de 

l’activation de la voie Shh. Parmi ceux-ci, la protéine HHIP (Hedhegog Interacting Protein) 

est une protéine qui va se lier à Shh au niveau de la membrane cellulaire et ainsi entrer en 

compétition avec Ptch [23]. La liaison de Ptch avec son ligand Shh va également exercer un 

phénomène de contrôle négatif par phénomène d’endocytose [22]. Enfin, les protéines ZIC 

sont des facteurs de transcription, qui interagissent avec les protéines Gli via leur domaine à 
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doigt de zinc[24], et ont une activité activatrice ou inhibitrice de Gli en fonction du type de 

cellule et des conditions[25]. 

 

Points forts à retenir :  

- La protéine Shh se fixe à son récepteur membranaire Ptch, avec activation d’une autre 

protéine membranaire Smo, et activation des facteurs de transcription Gli. 

- Des phénomènes de rétrocontrôle négatifs régulent à l’état physiologique la voie Shh 

 

12. Voie Shh dans le développement 

 

La voie Shh est capitale durant le développement embryonnaire [1]. Son activité est 

cependant dépendante du site de l’organisme où la voie est activée. Ainsi, chez le mammifère, 

Shh agit comme un morphogène au niveau du développement des membres, déterminant 

l’identité et le nombre des doigts. Il agit également comme morphogène pour le 

développement du système nerveux central au niveau de la crête neural, avec un effet 

inducteur dans l’axe dorso-ventral. Son action dans le développement pulmonaire est plus 

complexe. En effet, le développement de l’axe bronchique se fait par ramification. La mise en 

place de l’arbre aérien se fait entre la 4e et la 16e semaine, par ramification dichotomique à 

partir du bourgeon épithélial original. Plusieurs facteurs sont inducteurs de ce 

bourgeonnement, et sont produits par le mésenchyme à destination des cellules épithéliales. Il 

s’agit principalement du FGF-10 (Fibroblast Growth Factor-10), qui va se fixer à son 

récepteur FGFR2 (FGF Receptor-2) au niveau épithélial. Plusieurs facteurs interviennent 

comme régulateur de ce bourgeonnement épithélial. Certains sont externes à l’épithélium, 
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comme le TGFβ (Transforming Growth Factor β), ou ont une action interne à l’épithélium, 

comme Sprouty2 ou Wnt (Wingless Integration site), mais les principaux sont sécrétés par 

l’épithélium à destination du mésenchyme, comme Shh ou BMP4 (Bone Morphogenic 

Protein 4). Ainsi, Shh réprime fortement l’expression de FGF-10 dans le mésenchyme (Figure 

2). L’apparition de nouveaux foyers sécréteurs de FGF-10 provoque le bourgeonnement 

dichotomique. Shh agit donc comme régulateur spatial de FGF-10 durant le développement de 

l’arbre bronchique.  

 

Points forts à retenir :  

- La voie Shh joue un rôle majeur pendant l’embryogenèse et le développement 

- Lors du développement pulmonaire et la bronchogenèse, la protéine Shh est sécrétée 

par l’épithélium et agit au niveau du mésenchyme  

- Shh joue un rôle de régulateur du bourgeonnement épithélial en réprimant l’expression 

de FGF-10 dans le mésenchyme 
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13. Voie Shh et cancer 

 

13.1. Généralités 

 

13.1.1. Principaux mécanismes d’activation de Shh dans les cancers solides 

La voie Shh est réactivée dans un certain nombre de cancers solides. Plusieurs mécanismes 

ont été décrits. La voie Shh peut ainsi être activée via la présence de mutations somatiques au 

niveau des différents effecteurs de cette voie. Ainsi, le syndrome de Gorlin, qui induit la 

formation de carcinomes baso-cellulaire multiples, de rhabdomyosarcomes et de 

médulloblastomes, est caractérisé par la présence de mutation constitutionnelle inactivatrice 

de Ptch, qui induit donc une activation continue de Smo [2,3]. Des mutations de SUFU ont 

également été décrites dans les médulloblastomes sporadiques [5]. Dans les formes 

sporadiques de carcinomes baso-cellulaires, il existe une mutation de la voie Shh (mutation 

inactivatrice de Ptch ou mutation activatrice de Smo)dans environ 70% des cas [4]. 

L’importance de l’activation de la voie Shh dans ce type de cancer a permis le développement 

et la mise sur le marché d’un inhibiteur de Smo (vismodegib, Erivedge® (Genentech, USA)) 

dans le traitement des carcinomes baso-cellulaires [26]. 

Dans de nombreux autres cancers, une activation de la voie Shh a été décrite sans mise en 

évidence de mutation de la voie Shh. Il s’agit alors d’un mécanisme d’activation par voie 

auto- et paracrine, via la sécrétion de la protéine Shh. Un tel mécanisme d’activation a été 

décrit dans les cancers du sein, du pancréas et de la prostate [6-8]. 
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13.1.2. Gènes cibles de l’activation de Shh dans le cancer 

 

Les gènes activés par les facteurs de transcription Gli sont très différents en fonction du 

contexte et du type de cellule concerné [27]. La plupart des gènes sont impliqués dans la 

prolifération, la survie cellulaire, la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et le 

phénotype de cellule souche cancéreuse (CSC). Il existe également des gènes cibles de Gli qui 

vont exercer un rétrocontrôle négatif de la voie Shh. Le tableau 1 résume les principaux gènes 

cibles de l’activation de la voie Shh. 

 

13.2. Voie Shh et CSC 

 

Plusieurs travaux ont montré une relation étroite entre la voie Shh et les CSC. En effet, Shh 

est une des voies de signalisation préférentiellement activée au sein des CSC, tout comme les 

voies Wnt et Notch. Plusieurs marqueurs de CSC ont été développés pour caractériser et isoler 

ces cellules, comme des marqueurs membranaires (CD133, CD44, BCRP) [28].La capacité 

d’efflux du Hoechst 33342 (« side population » (SP)), c’est-à-dire le transport actif du 

Hoechst 33342 du milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire, via notamment des 

transporteurs ABC, a également été utilisée comme marqueur de CSC [29]. Plus récemment, 

de nombreux travaux ont validé l’activité ALDH (Aldehyde Dehydrogenase) comme 

marqueur de CSC, notamment dans le CBNPC [30,31]. ALDH est un groupe d’enzymes 

responsables de l’oxydation des aldéhydes. Leur activité semble augmentée dans les cellules 

souches. Ainsi, leur suractivité est impliquée dans le métabolisme alcoolique, le métabolisme 

de la vitamine A, la résistance à certains agents de chimiothérapie (cyclophosphamide…) et la 

différenciation précoce des cellules souches [32].  
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La relation entre les CSC et la voie Shh a été bien documentée dans la littérature. Ainsi, Li et 

al. [14]ont isolé au sein de cultures primaires d’adénocarcinomes pancréatiques des cellules 

ayant un phénotype de CSC (CD44(+)CD24(+)ESA(+)). Ces cellules avaient un potentiel 

d’oncogenèse 100 fois supérieur aux autres cellules, mesuré par la formation de xénogreffes 

sur souris immunodéprimés. Ces cellules avaient une surexpression de la voie Shh par rapport 

aux autres cellules tumorales. Dans un autre travail portant sur des lignées cellulaires de 

cancer bronchique (HCC et H1339), l’inhibition de la voie Shh par vismodegib entraînait une 

diminution de la population de CSC [33] mesurée la capacité d’efflux du Hoechst 33342 

(cellules SP+) par analyse en cytométrie de flux. Le taux de cellules SP+ passait de 0,45% 

(HCC) et 0,75% (H13339) à 0,24% (HCC) et 0,18% (H1339) après traitement par le 

vismodegib [33]. Des résultats similaires ont été mis en évidence dans des modèles de 

glioblastomes PTEN-dépendants[34] ou dans les cancers de vessie [35]. Enfin, Lemjabbar-

Alaoui et al. [15]ont étudié un modèle de carcinogenèse bronchique induite par la fumée de 

cigarette dans lequel des cellules bronchiques humaines issues de cultures primaires, étaient 

exposées pendant 8 jours à la fumée de tabac. A l’issue de cette exposition, les cellules 

bronchiques avaient acquis un phénotype tumoral, avec augmentation de leur prolifération, de 

leur capacité de croissance en agarose, et de leur capacité de former des xénogreffes 

tumorales sur souris immunodéprimées. Il existait une  activation des voies de signalisation 

Wnt et Shh dans ces cellules. L’inhibition de la voie Shh prévenait l’apparition du phénotype 

tumoral des cellules exposées à la fumée. Ces résultats soulignent le rôle majeur probable de 

la voie Shh dans l’oncogenèse des CBNPC. 
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13.3. Activation de la voie Shh dans le CBPC 

 

Watkins et al. [9]ont pu montrer que la voie Shh était activée dans les CBPC, avec un 

mécanisme d’activation auto- et juxtacrine. En effet, l’étude de l’expression de Shh et Gli1 

par imunohistochimie et Western Blot sur des prélèvements humains et des lignées cellulaires 

de CBPC a mis en évidence une surexpression de ces protéines par les cellules tumorales. 

L’inhibition de la voie Shh par la cyclopamine (inhibiteur de Smo, Figure 1B) inhibait la 

croissance tumorale des cellules de CBPC in vitro et in vivo sur des xénogreffes. Ces résultats 

ont été confirmés sur des modèles murins transgéniques, porteuses d’une délétion de 

Rb1(retinoblastoma 1) et de TRP53 (transformation relatedprotein 53) [36]. La délétion de 

Smo dans ces modèles, ainsi que l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de la voie Shh, 

inhibaient la croissance tumorale. Ces résultats ont conduits à la mise en place par l’Eastern 

Cooperative Oncology Group (ECOG) d’un essai clinique de phase II testant l’intérêt de 

l’ajout du vismodegib à une chimiothérapie par cisplatine et etoposide(CE) dans les CBPC 

disséminé, en première ligne de traitement (essai ECOG-1508).Les résultats sont décevants. 

Aucune différence en terme de survie sans progression (médiane 4,4 mois (CE) versus 4,6 

mois (CE + vismodegib)) ni de survie globale (médiane 9,1 mois (CE) versus 9,8 mois (CE + 

vismodegib)) n’a été mise en évidence entre les patients ayant reçu une chimiothérapie par CE 

seule et ceux traités par CE +  vismodegib [37]. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ces 

résultats négatifs, comme l’absence de sélection d’un phénotype de patients particuliers 

(l’inhibition de la voie Shh n’est-elle bénéfique que pour les patients chimiorésistants ?), 

l’absence de biomarqueur permettant d’identifier les patients susceptibles de bénéficier du 

vismodegib, ou encore le modèle de traitement concomitant (chimiothérapie et vismodegib) 

utilisé dans cet essai. 
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13.4. Activation de la voie Shh dans le CBNPC 

 

La voie Shh est également réactivée dans le CBNPC. Yuan et al. [10] ont montré une 

activation de la voie Shh dans un certain nombre de lignées cellulaires de CBNPC. Ils ont 

également analysés l’expression de Gli1 par immunohistochimie sur un panel de 120 

échantillons de cancers bronchiques (tissue microarray). Ils ont ainsi mis en évidence une 

positivité dans 87% des adénocarcinomes et 93% des carcinomes épidermoïdes. Une autre 

étude par analyse immunohistochimique des différents composés de la voie Shh sur 80 pièces 

chirurgicales de CBNPC (stade I à III) a également montré une expression de Shh (97,5%), 

Ptch1 (78,7%), Smo (72,5%), Gli1 (98,7%) et Gli2 (87,5%) [11]. L’expression était présente 

uniquement dans les cellules tumorales. Les tissus normaux péri-tumoraux étaient négatifs. 

Dans une autre étude de 248 CBNPC de stade précoce, l’expression des différents composés 

de la voie Shh n’était pas corrélée à la survie sans récidive ou à la survie globale [12]. 

L’hypothèse d’un rôle protumoral de la voie Shh dans les CBNPC a été confirmée dans une 

étude récente [38]. Les auteurs ont analysé l’expression de la voie Shh, par PCR sur 2 

cohortes différentes de patients ayant un carcinome épidermoïde bronchique (n=178 et n=56), 

ainsi que sur 4 lignées de carcinome épidermoïde bronchique (H520, H2170, H226, et SK-

MES-1). La voie Shh était activée dans les prélèvements de ces 2 cohortes. In vitro, 

l’inhibition de la voie Shh, notamment l’inhibition de Gli2 par siRNA ou par une molécule 

inhibitrice (GANT61), diminuait la prolifération et activait l’apoptose. L’utilisation de 

GANT61 in vivo sur des modèles de xénogreffes montrait également une activité anti-

tumorale.  

Concernant le rôle de la voie Shh dans la chimiorésistance, il a été montré une corrélation 

entre l’activation de la voie Shh dans les cellules cancéreuses et l’expression de transporteurs 
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ABC (ATP-binding cassette) impliqués dans la chimiorésistance, comme MDR1 et ABCG2 

[39]. L‘acquisition d’un phénotype mésenchymateux par les cellules tumorales (transition 

épithélio-mésenchymateuse), connu comme facteur de chimiorésistance, a également été 

montrée comme étant associée à l’activation de la voie Shh. Ainsi, il existe une corrélation 

inverse entre l’expression de Gli et celle des marqueurs épithéliaux comme l’E-cadhérine 

[40]. Plusieurs études ont testé l’association Shh et chimiorésistance in vitro et in vivo. Tian et 

al. [41] ont montré que, sur des lignées cellulaires de cancer bronchique résistantes au 

cisplatine, le vismodegib inhibait de façon significative la prolifération tumorale in vitro. 

L’inhibition de la voie Shh par vismodegib ou par siRNA sensibilise également aux 

inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) de l’EGFR. Ahmad et al. [42] ont utilisé la lignée A549, 

rendue résistante au cisplatine et à l’erlotinib via un traitement par TGFβ qui permet 

l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux (A549M). Les IC50 du cisplatine et de 

l’erlotinib étaient significativement plus basses avec un pré-traitement par vismodegib ou 

siRNA anti-Shh. L’administration de vismodegib entraînait la diminution de l’expression de 

marqueurs de CSC, comme Sox2 ou Nanog.  

 

13.5. Activation de la voie Shh dans le MPM 

 

De manière analogue, une surexpression des protéines de la voie Shh a été mise en évidence 

dans le MPM, tandis que le tissu pleural normal ne les exprime pas [13]. Par ailleurs, sur des 

modèles de cultures primaires de MPM, l’inhibition de Smo entraîne une diminution 

significative de la croissance tumorale via l’inhibition de Gli1.Enfin, l’inhibition de Smo a 

également une action anti-tumorale in vivo sur des modèles de xénogreffes animales. Des 

résultats similaires ont été obtenus par l’inhibition directe de Gli par siRNA ou l’utilisation 
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d’une petite molécule inhibitrice de Gli (Gli-I) [43] ou de GANT61[44]. Par ailleurs, de 

manière intéressante, l’inhibition de Gli permet une potentialisation de l’action cytotoxique de 

la chimiothérapie in vitro. La molécule Gli-I a un effet cytotoxique synergique avec le 

pemetrexed sur des lignées de MPM[43].  

 

Points forts à retenir :  

- La voie Shh est réactivée dans les cancers thoraciques, que ce soit le CBPC, le 

CBNPC et le mésothéliome pleural 

- La voie Shh semble liée aux cellules souches cancéreuses 

- Elle jouerait un rôle dans la prolifération tumorale, mais aussi dans la chimiorésistance 

et la TEM 

- L’inhibition  de la voie Shh a une activité antitumorale in vitro et in vivo 

 

14. Conclusion 

 

Outre son rôle bien connu lors de l’embryogenèse, la voie Shh joue également un rôle 

protumoral dans un certain nombre de cancers solides, comme les cancers thoraciques. Elle 

est réactivée dans les CBPC, les CBNPC et les MPM, par un mécanisme d’activation auto- et 

juxtracrine, sans qu’actuellement aucune des mutations somatiques connues n’aient été mise 

en évidence. La voie Shh, intimement liée aux CSCs et à la carcinogenèse, est également 

corrélée à la résistance aux traitements anticancéreux, comme la chimiothérapie cytotoxique, 

et possiblement aux thérapies ciblées comme les ITK de l’EGFR. L’inhibition de la voie Shh 
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représente donc une approche prometteuse dans la prise en charge des cancers thoraciques, et 

des essais thérapeutiques sont nécessaires dans le CBNPC et le MPM. 

 

 

 

 

Points forts généraux :  

- La voie Shh joue un rôle majeur lors de l’embryogenèse, notamment durant le 

développement pulmonaire 

- Cette voie est réactivée dans les cancers thoraciques (CBPC, CBNPC, mésothéliome 

pleurale) 

- Elle joue un rôle dans la prolifération tumorale, est associée à la TEM et à la 

chimiorésistance 

- L’inhibition de la voie Shh permet une sensibilisation à la chimiothérapie in vitro 

- L’inhibition de la voie Shh a une action antitumorale in vitro et in vivo 

- La recherche clinique sur l’effet de l’inhibition de la voie Shh dans la prise en charge 

des cancers thoraciques doit être encouragée  
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Tableau 1 : Principaux gènes cibles de la voie Shh. D’après Katoh[27] 

  Gène 
TEM FOXC2 
 SNAI1 
 TWIST2 
 ZEB1 
 ZEB2 
CSC JAG2 
 FST 
 GREM1 
 BMP4 
 WNT2B 
 WNT5A 
 PDGFRA 
 BMI1 
 LGR5 
 CD44 
 CD133 
rétrocontrôle positif de la voie Shh GLI1 
rétrocontrôle négatif de la voie Shh PTCH1 
 PTCH2 
 HHIP1 
prolifération cellulaire MYCN 
 CCND1 
 CCND2 
 CCNE 
 FOXM1 
 CCNB1 
 CDC25B 
survie cellulaire BCL2 
 CFLAR 
autres FOXF1 
 FOXL1 
 PRDM1 
  PTHLH 
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Figure 1 : Voie de signalisation Shh.  

 

A : en l’absence de fixation de Shh sur Ptch, Ptch exerce une action inhibitrice sur Smo. Gli 

est associé à SUFU dans le cytoplasme et est inactif. B : en cas de fixation de Shh sur Ptch, il 

y a levée de l’inhibition de Smo et activation de Gli qui va passer dans le noyau et activer la 

transcription des gènes cibles. Plusieurs inhibiteurs de la vois Shh existent : inhibiteurs de 

Smo (vismodegib, cyclopamine) et inhibiteurs de Gli (GANT61, petite molécule inhibitrice de 

Gli (Gli-I)).  
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Figure 2 : Interactions épithélium - mésenchyme lors du bourgeonnement et de la 

ramification bronchique au cours du développement, et rôle de Shh.  

La croissance épithéliale est stimulée par la sécrétion de FGF-10 par le mésenchyme. Des 

facteurs régulateurs vont intervenir, comme Shh, Sprouty (Spry2), TGFβ, Wnt et BMP4. Shh 

va ainsi être sécrétée par l’épithélium dans le mésenchyme et va inhiber FGF-10. La balance 

Shh-FGF-10 va permettre la ramification et la dichotomie bronchique. D’après Affolter et al. 

[45]. 
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3. Etude du rôle de l’activation de la voie Shh dans la résistance à la chimiothérapie à 

base de sel de platine dans les CBNPC de stade avancé 

 

3.1. Article 3 

Giroux Leprieur E*, Vieira T*, Antoine M, Rozensztajn N, Rabbe N, Schlick L, Cadranel J, 

Wislez M. Sonic Hedgehog pathway activation is associated with resistance to platinum-

based chemotherapy in advanced non-small cell lung carcinoma. En cours d’écriture. 

* EGL et TV ont également participé à la réalisation de ce manuscrit 

 

3.2. Présentation de l’article et commentaires 

Nous avons cherché à établir un lien entre l’activation de la voie Shh, décrite comme 

réactivée dans les CBNPC, et la chimiorésistance. A partir de la cohorte de 178 patients ayant 

un CBNPC de stade avancé et traités entre 2003 et 2006 dans le service de Pneumologie de 

l’Hôpital Tenon par une chimiothérapie à base de platine en 1ière ligne, nous avons 

sélectionnés les patients ayant un prélèvement chirurgical diagnostique (n=36). L’activation 

de la voie Shh a été étudiée à travers l’expression de Gli1 et Gli2 par IHC et par Western Blot. 

Sur les 36 patients sélectionnés, 12 étaient réfractaires à la chimiothérapie (33,3%) et 24 

contrôlés. L’immunomarquage en IHC a été fait avec les anticorps sc-20687 (Gli1, Santa 

Cruz) et ab-26056 (Gli2, Abcam). L’expression de Gli a été cotée sur l’intensité du marquage 

nucléaire : 0 (pas de marquage) à 3 (marquage très intense). Le score était considéré comme 

positif si ≥25% des cellules avaient un marquage avec une intensité ≥ 2 (Wang 2012). 

L’ensemble des prélèvements a été relu et le score quantifié par un anatomo-pathologiste 

spécialisé (Dr Martine Antoine, Hôpital Tenon). L’expression de Gli1 et Gli2 n’était 

retrouvée que dans les cellules tumorales et non dans le tissu normal péri-tumoral. 
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L’expression était hétérogène au sein de la tumeur. Le pourcentage médian de cellules 

tumorales exprimant Gli1 et Gli2 était respectivement de 80% (IQR 50-90%) et 40% (IQR 

12,5-45%) au sein de chaque tumeur. Concernant l’expression de Gli1, 11 patients avaient un 

score positif (31,4%), et 24 un score négatif (68,6%) (1 prélèvement tumoral n’était pas 

exploitable). Concernant l’expression de Gli2, 7 patients avaient un score positif (19,4%), et 

29 un score négatif (80,6%). Il n’a pas été mis en évidence de différence en termes 

d’expression de Gli1 entre les patients réfractaires et les contrôlés (score positif 41,7% versus 

26,1%, respectivement ; p=0,35). Par contre, l’expression de GLI2 était plus souvent positive 

chez les patients réfractaires que les contrôlés (41,7% versus 8,3%, respectivement ; p=0,02). 

La positivité du score Gli2 était plus fréquente dans les stades IV que dans les stades IIIb, ce 

qui soulève l’hypothèse de son association avec l’agressivité de la maladie. Elle n’était pas 

associée à un type histologique particulier. La positivité du score Gli2 était associée à la 

survie sans progression, avec une médiane de 2,1 mois (IQR 1,8-5,2) en cas de score positif, 

versus 6,7 mois (IQR 4,2-12,1) en cas de score négatif (p=0,03). Elle était également associée 

à la survie globale, avec une médiane de 8 mois (IQR 4,5-9,7) en cas de score positif, versus 

18 mois (IQR 11,2-27,0) en cas de score négatif (p=0,002). Ces résultats d’IHC doivent être 

confirmés par les Western Blot (résultats en cours). En analyse multivariée sur la SSP, les 

seuls facteurs indépendants retrouvés étaient le sous-type histologique sarcomatoïde 

(HR=14,29 ; IC95% 2,30-83,33 ; p=0,004), et le score Gli2 positif (HR = 2,64 ; IC95% 1,05-

6,63 ; p=0,04). En analyse multivariée sur la survie globale, seule le score Gli2 positif était 

significatif (HR=4.36 ; IC95% 1,67-11,36 ; p=0,003). Pour s’assurer du réel impact de 

l’expression de Gli2 sur la SSP et la survie globale, indépendamment du seuil choisi de 

positivité du score IHC, nous avons également étudié le score d’intensité de marquage Gli2 

(de 0 à 3) comme variable continue en analyse multivariée. L’expression de Gli2 restait alors 
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indépendamment corrélée à la SSP (HR=1,75 ; IC95% 1,15-2,69 ; p=0,01), et le seul facteur 

indépendant sur la survie globale (HR=1,81 ; IC95% 1,18-2,77 ; p=0,007). 

Nous avons ensuite utilisées des lignées cellulaires de CBNPC (H322 et A549) et des cultures 

primaires issues de patients ayant un carcinome sarcomatoïde (n=4) pour étudier le rôle de la 

voie Shh dans la chimiorésistance. Nous avons traité ces différentes lignées par du cisplatine, 

du vismodegib (inhibiteur de Smo) et par la combinaison des 2 médicaments. Les lignées de 

carcinome sarcomatoïde apparaissaient comme les plus résistantes au cisplatine (IC50 entre 

67µM et plus de 500µM, versus 27µM et 56µM pour H322 et A549). Le vismodegib seul 

n’avait pas d’action cytotoxique significative; l’association vismodegib et cisplatine avait un 

effet synergique, surtout pour les lignées les plus résistantes au cisplatine, comme le montre le 

calcul du score de synergie (méthode de Chou-Talalay (Chou 2010) ; Combinational Index 

(CI) : CI<1: effet synergique; CI=1 : effet additif ; CI>1 : effet antagoniste). Il existait une 

corrélation très forte entre l’IC50 pour le cisplatine et le CI. 

Cette étude confirme le rôle de la voie Shh dans la résistance à la chimiothérapie à base de sel 

de platine dans le CBNPC. La forte expression de Gli2 semble être associée à la résistance à 

la chimiothérapie à base de sels de platine, et l’inhibition de la voie Shh pourrait sensibiliser 

aux sels de platine les CBNPC les plus chimiorésistants.  
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Introduction 

Despite great progress in oncogenic driver identification, most of advanced non-small 

cell lung cancers (NSCLC) are treated with first-line cytotoxic platinum-based 

chemotherapy. According to main randomized phase III trials, around 25% to 30% of 

patients have early progression under chemotherapy, and are called refractory 

patients (r-patients) [1-10]. We have already described clinical, histopathological and 

molecular characteristics of r-patients [11]. The only factor independently correlated 

to early progression was the sarcomatoid subtype. Many predictive factors of 

resistance to platinum-based chemotherapy have been extensively studied so far in 

NSCLC. ERCC1 (Excision Repair Cross-Complementary group 1) is a protein 

involved in DNA repair. Its predictive role of adjuvant chemotherapy benefit in early 

stage NSCLC has been demonstrated [12], although its impact in chemoresistance in 

advanced stage is more controversial [13-17]. Besides, a recent study has shown 

that the antibody used for ERCC1 expression in immunohistochemistry (IHC) is not 

reliable, and so ERCC1 expression testing in IHC in not recommended anymore [18]. 

A recent phase II trial has demonstrated the feasibility of a personalized adjuvant 

treatment, according to EGFR and ERCC1 status [19]. Because of lack of reliability of 

the ERCC1 antibody, preplanned phase III trial was canceled. BRCA1 (Breast 

Cancer 1) is another protein involved in DNA repair. Its prognostic role on survival for 

NSCLC treated with chemotherapy is likely, but its impact on chemoresistance 

prediction in advanced stage NSCLC is still under evaluation [20-23]. Other predictive 

markers (MSH2, ABC transporters) have failed to clearly demonstrate a predictive 

role of chemoresistance in advanced stage NSCLC [22,24-27]. There is an urgent 

need of validation of new predictive markers.  
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The role of cancer stem cells (CSC) has been evocated [28]. CSC are a small 

undifferenciated tumor cells contingent, that are chemoresistant and responsible of 

cancer relapse and metastatic spreading. Some specific pathways are 

overexpressed in CSC, as Sonic Hedgehog (Shh) pathway. Overexpression of Shh 

pathway has been proved in small-cell lung cancer (SCLC) and in NSCLC, through 

an auto-and paracrine activation [29-33]. The final downstream factor in the Shh 

pathway is Gli protein family (mainly Gli1 and Gli2), responsible of gene transcription. 

Several studies have suggested a role of Shh pathway in chemoresistance. In this 

study, we proposed to study the role of Shh pathway activation in advanced NSCLC 

refractory to first-line platinum-based chemotherapy. 
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Patients and methods 

Patients and tumors samples 

We retrospectively reviewed all consecutive patients treated in our department with a 

platinum-based doublet chemotherapy as the first-line therapy for non-irradiable IIIb-

IV NSCLC, according to the 6th IASLC TNM edition. We selected patients with 

surgical samples, in order to have enough material for biomarker analysis 

(Tumorothèque des Hôpitaux Universitaires de l’Est Parisien (HUEP), AP-HP, Hôpital 

Tenon). The inclusion period ran from January 2003 to December 2006. 

Demographic, histological, and treatment data were recorded. All patients were 

evaluated for tumor response after three cycles of treatment by clinical examination, 

chest X-ray, and chest and upper abdomen CT scan, by dedicated radiologists 

specialized in thoracic oncology. At that time, patients were classified as having early 

progressive disease(r-patients) or as controlled disease (c-patients, i.e., complete or 

partial response, or stable disease) according to WHO criteria. All tumor samples 

were collected and centrally reviewed by a pathologist specialized in thoracic 

malignancies (M.A). The pathologist was blind to patients' clinical outcome. The 

histological type was determined according to the latest IASLC WHO classification 

[34].  

 

Immunohistochemistry (IHC) 

We used anti- rabbit Gli 1 antibody (sc-20687, 1:75, Santa Cruz) and anti-rabbit Gli 2 

antibody (ab-26056, 1:200, Abcam, UK) for IHC, according to standard protocol. IHC 

nuclear intensity staining were scored from 0 (no staining) to 3 (strong nuclear 

staining). Score was considered as positive if ≥25% of tumor cells had a staining 
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intensity ≥2 [35]. All the IHC staining results have been validated by a pathologist 

specialized in thoracic malignancies (M.A).  

 

Molecular biomarkers 

EGFR (exons 19, 20, 21) and KRAS (exon 2) mutations were searched by direct 

sequencing. DNA extraction was made with the QIAmp DNA mini-kit (Qiagen, 

Netherlands) from paraffin-embedded tissue, according to the manufacturer’s 

instructions. All mutations were confirmed by a second PCR analysis. DNA samples 

were tested twice for amplification to definitively conclude them as being non-

amplifiable. 

The ALK-fusion transcript was searched by IHC on 4µM slides from paraffin-

embedded tissue, using a monoclonal mouse antibody (5A4) (Abcam, UK) on a 

Benchmark system (Ventana Medical System, USA), according to the manufacturer’s 

instructions [36]. Staining was quantified as the percentage of positive cells (0–100%) 

with an intensity of 0 (no staining) to 3 (strong staining). A 10% positivity of cells with 

an intensity ≥2 was considered as positive staining, as reported by Yi et al. [37].  

 

Cultures and MTT assays  

Primary cultures were obtained from tumors from 4 patients with sarcomatoid 

carcinoma, and cultured in a mix of Iscove Modified Dulbecco’s Medium (IMDM, 

Lonza Group Ltd., Switzerland) and Bronchial Epithelial cell Basal Medium (BEBM, 

Lonza) (2:1), with supplementation with 10% fetal bovine serum (FBS) and Bronchial 

Epithelial cell growth Medium (BEGM, Lonza). A549 and H322 cell lines were 



110 

 

obtained from ATCC and cultured in RPMI culture medium, supplemented with 10% 

FBS. At 100% confluence, cells were trypsinized and seemed in 96-wells plates 

(5000cells/well) with RPMI + 10% SVF. At d1, cells were treated by cisplatin (Sigma 

Aldrich, USA), vismodegib (SelleckChem, USA) or cisplatin and vismodegib, at 20µM 

concentration for each drug, according to dose effect observed in preliminary studies. 

Negative controls used diluent alone (NaCl solution or DMSO). At d2, WST-1 

proliferation assay (Roche, Germany) was added in each well, and optic density was 

read 2 hours later (450nm) on spectrophotometer. Density was normalized according 

to control (DMSO or NaCl solution). Experiments were conducted in quadruplicate, 

and repeated 3 times each.  

 

Statistical analyses 

Comparisons of categorical variables between r- and c-patients were performed 

using the chi-squared test, whereas comparisons between continuous variables were 

made using the Mann–Whitney test. Continuous variables were expressed as mean 

± standard deviation (SD) for normal distributions, or median + interquartile range 

(IQR) for non-normal distributions. Progression-free survival and overall survival were 

evaluated using the Kaplan–Meyer method (log-rank test), and were expressed as 

median ± IQR. The censoring date was the 07/02/2014. Multivariate analysis was 

performed using a logistical regression model, and included all variables with a p-

value<0.25 in univariate comparison between r- and c-patients. The combinational 

effects of treatments were quantified using the Chou-Talalay Method to obtain the 

Combinational Index (CI), where CI <1, = 1, >1 represent synergism, additive effect, 

and antagonism respectively [38]. Correlation between IC50 of cisplatin and the 
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combinational index was performed with Spearman test. P-values <0.05 were 

considered as significant. Statistical analyses were carried out using Xlstat 2014 

software (Addinsoft®, France). 
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Results 

r-patients have higher Gli2 expression than c-patients 

Between 2003 and 2006, 256 consecutive patients were diagnosed with stage IIIb or 

IV NSCLC. Eleven patients were not treated because of their poor performance 

status (PS 3 or 4). Of the 245 treated patients, 178 received platinum-based doublet 

chemotherapy as the first-line treatment. Data on this cohort have been previously 

published [11]. Of these 178 patients, 36 had surgical pathological samples available 

for analysis. Demographic data are summarized in Table 1. R-patients were more 

often women (66.7% in r-patients vs 20.8% in c-patients, p=0.01). Gli1 and Gli2 were 

expressed in tumor cells; there was no expression in normal lung tissue. IHC for Gli1 

showed that 11 samples had a positive Gli1 score (31.4%), and 24 samples had a 

negative score (68.6%) (1 sample was not contributive). Among positive samples, 

median percentage of positive tumor cells for Gli1 was 80% (IQR 50-90%). IHC for 

Gli2 showed that 7 samples had a positive Gli2 score (19.4%) and 29 samples had a 

negative score (80.6%) (Figure 1A-C). Among positive samples, median percentage 

of positive tumor cells for Gli2 was 40% (IQR 12,5-45%). Gli1 positive score was not 

different between r-patients and c-patients (41.7% vs 26.1%, respectively; p=0.35) 

(Figure 1D). Gli2 positive score was more frequent in r-patients than in c-patients 

(41.7% vs 8.3%, respectively; p=0.02) (Figure 1E). Characteristics of Gli2-positive 

patients are summarized in Table 2. Gli2-positive score was also more frequent in 

stage IV than in IIIb patients: of the 7 Gli2-positive samples, 6 (85.7%) were stage IV 

and 1 (14.3%) was stage IIIb, whereas of the 29 Gli2-negative samples, 12 (41.4%) 

were stage IV and 17 (58.6%) were stage IIIb (p=0.04). No difference was observed 

concerning histological subtypes for Gli2 staining. 
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Patients with Gli2-positive tumors had shorter PFS and shorter OS compared to c-

patients 

Gli1-positive score had no incidence on PFS or OS (Figure 2A and B). Gli2-positive 

score was associated with shorter PFS and shorter OS (Figure 2C and D). Patients 

with Gli2-positive score had a median PFS of 2.1 months (IQR 1.8-5.2), whereas 

patients with Gli2-negative score had median PFS of 6.7 months (IQR 4.2-12.1) 

(p=0.03). Patients with Gli2-positive score had a median OS of 8.01 months (IQR 

4.5-9.7), whereas patients with Gli2-negative score had a median OS of 18.0 months 

(IQR 11.2-27.0). In multivariate analysis on PFS (Table 3), significant variables were 

sarcomatoid histological subtype (HR=14.29; IC95% 2.30-83.33; p=0.004) and Gli2-

positive score (HR=2.64; IC95% 1.05-6.63; p=0.04). In multivariate analysis on OS 

(Table 4), the only significant variable was Gli2-positive score (HR=4.36; IC95% 

1.67-11.36; p=0.003). In order to confirm the prognostic and predictive impact of Gli2 

expression, independently of positivity cut-off, we analyzed the staining intensity as a 

continuous variable in multivariate analysis. Gli2 expression was still an independent 

factor of SSP (HR=1.75; IC95% 1.15-2.69; p=0.01) and OS (HR=1.81; IC95% 1.18-

2.77; p=0.007).  

 

Inhibition of Shh pathway sensitizes chemoresistant CBNPC cells in vitro 

We used CBNPC cell lines (H322 and AA549) as well as 4 different primary cell 

cultures of sarcomatoid carcinomas, developed from r-patients, and treated in vitro by 

cisplatin. As expected, H322 and A549 cell lines were more chemosensitive (IC50 of 

27µM and 56µM, respectively), than the 4 sarcomatoid primary cell cultures (IC50 of 
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67µM, 75µM, 100µM and 500µM). Inhibition of Shh pathway, using a Smo inhibitor 

(vismodegib), induced minimal cytotoxic effect on the 6 different cell types. As shown 

in the Figure 3A, concomitant treatment with cisplatin and vismodegib induced 

synergic cytotoxic effect in the 3 most resistant sarcomatoid primary cultures, as 

shown by the combinational index (CI) <1, and had no synergistic effect in the most 

chemosensitive sarcomatoid primary culture (with IC50 for cisplatin similar to IC50 of 

A549) and the 2 NSCLC cell lines. There was also a significant correlation between 

IC50 of cisplatin and the CI, suggesting that the benefit of vismodegib is larger in the 

most chemoresistant cells (Figure 3B). 
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Discussion 

We found Shh pathway was activated in advanced NSCLC, with expression of Gli1 

and Gli2 in the majority of tumor cells. Moreover, Gli2-positive score is associated 

with chemoresistance. R-patients had more often a Gli2-positive score compared to 

c-patients, and it was an independent factor of poor PFS and OS in multivariate 

analysis. In vitro studies confirmed that inhibition of Shh pathway had a synergistic 

effect with cisplatin on proliferation inhibition, especially in the most chemoresistant 

cells. 

Shh pathway is physiologically expressed during the development. It has been 

shown to be overexpressed in many solid tumors, as CBNPC [31-33]. Shh pathway 

seems to have an oncogenic role in NSCLC. Huang et al. have shown an activation 

of the Shh pathway in NSCLC, both in vitro and in vivo [39]. Several studies have 

shown a correlation between Shh activation and chemoresistance. Shh activation is 

associated with ABC transporters expression, as MDR1 or ABCG2, involved in 

chemoresistance through efflux of drugs [40]. Inhibition of Shh pathway with 

vismodegib inhibited cell proliferation in cisplatin-resistant lung cancer cells [41]. 

Same results have been shown with EGFR tyrosine kinase inhibitors [42]. 

Interestingly, we found that Gli-2 positive samples were more often stage IV, 

suggesting the role of Shh pathway activation in tumor dissemination. Yue et al. have 

demonstrated in lung squamous carcinomas a correlation between Shh activation, 

evaluated through Gli expression, and epithelial-mesenchymal transition (EMT), 

known to be involved in metastatic spreading and chemoresistance [43]. Equivalent 

results were obtained in another chemoresistant thoracic malignancy that is pleural 

mesothelioma [44]. 
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We found in our study that Gli2 has an impact on prognosis in advanced NSCLC. 

Previous studies have suggested a prognostic role of Gli1 expression in early stage 

NSCLC. Gli1 expression in IHC was inversely correlated with disease-free survival in 

early stage squamous cell carcinoma [43], but Gli2 was not tested in this study. Little 

is known about transcriptional activity differences between Gli1 and Gli2. Both have 

the same promoter fixation site [45]. However, the first mediator activated after Shh 

fixation on its receptor seems to be Gli2. Gli1 is expressed secondarily and induced 

by Gli2 [46]. Activation of Shh pathway prompted first Gli2 activation that induced 

gene transcription, including Gli1 transcription [47]. However, these studies have 

been conducted in developmental steps or in normal tissues. We do not know clearly 

yet if there are some distinctions in Gli1 and Gli2 activities in solid tumors. The 

majority of studies in NSCLC have used Gli1, and not Gli2, as Shh pathway 

surrogate marker. Because we found an impact of Gli2 and not of Gli1 on SSP or OS, 

some differences may exist between these 2 proteins in NSCLC, and further studies 

are needed.  

Our study has several limitations. First, this is a retrospective study, on a small 

number of patients. Besides, we studied only samples from surgical procedures. 

Further experiments are needed to validate Gli2 IHC score and its prognosis impact 

in a larger prospective validation cohort, including small size biopsies.  

In conclusion, activation of Shh pathway seems to have a critical role in term of 

chemoresistance. The benefit of Shh pathway inhibition is larger in chemoresistant 

CBNPC. The evaluation of targeted Shh therapies in NSCLC should be performed in 

clinical studies, particularly in r-patients. 
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Table1: Demographic, pathological and molecular characteristics of patients 

  Total (n=36) r-patients (n=12) c-patients (n=24) p-value 

Age (mean ±SD) 53.4 (±10.2) 53.4 (±8.1) 54.8 (±11.3) 0.718 

Gender (men) 23 (63.9) 4 (33.3) 19 (79.2) 0.007 

Stage (IV) 23 (63.9) 9 (75.0) 14 (58.3) 0.326 

Tobacco status (N/FS/CS) 3/9/23 (8.6/25.7/65.7) 1/3/7 (9.1/27.3/63.6) 2/5/16 (8.3/25.0/66.7) 0.934 

Histology    0.214 

Adenocarcinoma 24 (66.7) 7 (58.3) 17 (70.8)  

squamous cell carcinoma 4 (11.1) 2 (16.7) 3 (12.5)  

large cell carcinoma 4 (11.2) 1 (9.1) 2 (8.3)  

sarcomatoid carcinoma 2 (5.6) 2 (16.7) 0 (0.0)  

Other 2 (5.6) 0 (0.0) 2 (8.4)  

Drug associated with platinum    0.482 

gemcitabine 21 (58.3) 6 (50.0) 15 (62.5)  

taxan 12 (33.3) 4 (33.3) 8 (33.3)  

etoposide 2 (5.6) 1 (9.1) 1 (4.2)  

ifosamide - etoposide 1 (2.8) 1 (9.1) 0 (0.0)  

Molecular abnormalities*     

Kras mutation 2 (6.9) 2 (20.0) 0 (0.0) 0.212 

EGFR mutation 4 (15.4) 1 (11.1) 3 (17.6) 0.895 

ALK translocation 2 (5.9) 1 (8.3) 1 (4.5) 0.754 

r-patients: refractory patients; c-patients controlled patients; N: never smoker; FS: 
former smoker; CS: current smoker. *percentages are expressed according to 
amplified samples.  
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Table2: Comparison of Gli2-positive tumors and Gli2-negative tumors 

  GLI2 pos (n=7) Gli2 neg (n=29) p-value 

Age (mean ±SD) 50.6 (±5.6) 55.2 (±11.0) 0.289 

Gender(men) 3 (42.9) 20 (69.0) 0.197 

Tobacco status (N/FS/CS) 0/2/5 3/8/18 0.669 

Stage IV 6 (85.7) 12 (41.4) 0.035 

Histology   0.335 

adenocarcinoma 3 (42.9) 19 (65.5)  

squamous cell carcinoma 2 (28.6) 4 (13.8)  

large cell carcinoma 2 (28.6) 2 (6.8)  

sarcomatoid carcinoma 0 (0.0) 2 (6.9)  

other 0 (0.0) 2 (6.9)  

Drug associatedwithplatinum   0.238 

gemcitabine 2 (28.6) 19 (65.5)  

taxan 4 (57.1) 8 (27.6)  

etoposide 1 (14.3) 1 (3.4)  

ifosamide - etoposide 0 (0.0) 1 (3.4)   

Molecularabnormalities    

Kras mutation 1 (14.3) 1 (5.6) 0.922 

EGFR mutation 0 (0.0) 4 (19.0) 0.710 

ALK translocation 1 (14.3) 1 (3.6) 0.856 

N: never smoker; FS: former smoker; CS: current smoker 
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Table 3: Multivariate analysis on PFS 

Variable p-value HR IC25% IC95% 

sarcomatoidsubtype 0.004 14.286 2.298 83.333 

Gli2-positive score  0.038 2.642 1.054 6.627 

Kras mutation 0.266 2.879 0.447 18.526 

gender 0.849 1,086 0.467 2.525 

 

 

Table 4: Multivariate analysis on OS 

Variable p-value HR IC25% IC95% 

Gli2-positive score  0.003 4.359 1.672 11.363 

gender 0.230 0.582 0.240 1.408 

Kras mutation 0.443 2.001 0.340 11.760 

Sarcomatoid subtype 0.640 1.675 0.193 14.493 
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Figure 1: R-patients have more often Gli2-positive score tumors than c-

patients. 

 

A: example of a Gli2-negative tumor (x200). B and C: examples of Gli2- positive 

tumors (x200). D: proportion of r-patients and c-patients with Gli1-positive score. E: 

proportion of r-patients and c-patients with Gli2-positive score.  
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Figure 2: Gli2-positive score is associated with shorter PFS and shorter OS.   

 

A-B: PFS. C-D: OS. A and C: Gli1 score. B and D: Gli2 score. P-values were 

calculated with log-rank test. 
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Figure 3: Synergistic effects of vismodegib with cisplatin.  

 

A: cells were treated with vismodegib, cisplatin and combination (cisplatin + 

vismodegib) at the concentrations indicated in the figure. Cell proliferation was 

measured by WST-1 assay at d2 of drug treatment. The combinational effects were 

further quantified by the Chou-Talalay Method to obtain the Combinational Index (CI), 

where CI <1, =1, >1 represent synergism, additive effect, and antagonism 

respectively. B: correlation between IC50 of cisplatin of the different cell lines and the 

CI. P-value was calculated with Spearman test. 
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4. Etude de l’interaction entre l’activation de la voie Shh et la TEM dans les 

carcinomes épidermoïdes bronchiques 

 

4.1. Article 4 

Yue D, Li H, Che J, Zhang Y, Tseng HH, Jin JQ, Luh TM, Giroux Leprieur E, Mo M, Zheng 

Q, Shi H, Zhang H, Hao X, Wang C, Jablons DM, He B. Hedgehog/Gli promotes epithelial-

mesenchymal transition in lung squamous cell carcinomas. Journal of Experimental and 

Clinical Cancer Research, Volume 33, n°1, Avril 2014, page 34. 

 

4.2. Présentation de l’article et commentaires 

La TEM correspond à l’acquisition par la cellule tumorale d’un phénotype mésenchymateux. 

Ce phénotype va permettre à la cellule tumorale d’obtenir des capacités de migration, de 

formation de métastases à distance, et de résistance à la chimiothérapie (Brabletz 2001, Thiery 

2002, Fidler 2008, Yang 2008). Plusieurs travaux ont ainsi pu montrer un lien direct entre  

TEM et résistance à la chimiothérapie dans les cancers bronchiques (Ren 2013, Canadas 

2014, Wang 2014). De plus, la TEM semble jouer un rôle important dans les carcinomes 

sarcomatoïdes, résistants à la chimiothérapie (Vieira 2012). Nous avons évalué la corrélation 

entre l’activation de la voie Shh et la TEM dans les carcinomes épidermoïdes bronchiques. 

Nous avons montré que la voie Shh était activée dans le carcinome épidermoïde, par l’analyse 

en IHC (Shh, Ptch1 et Gli1) de 177 prélèvements chirurgicaux de patients opérés pour 

carcinome épidermoïde de stade précoce (cohorte A). Ensuite nous avons montré qu’il existait 

une corrélation inverse entre le niveau d’expression de Gli1 (côté de 0 à 3 en fonction de 

l’intensité du marquage nucléaire) et celui d’E-cadhérine, qui est un marqueur épithélial, à la 
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fois sur les prélèvements de la cohorte A, sur une seconde cohorte de carcinomes 

épidermoïdes (cohorte B, n=14), et sur des lignées cellulaires de carcinomes épidermoïdes 

bronchiques (H17063, H1869, H2170, SK-MES-1). L’expression de Gli1 était statistiquement 

associée à la survie sans récidive et la survie sans métastases (test de Kappa, p=0,033). 

L’inhibition in vitro de la voie Shh par vismodegib ou petite molécule inhibitrice de Gli 

(Bosco-Clement 2014) entraînait une inhibition de la migration cellulaire des différentes 

lignées et une expression d’E-cadhérine. La stimulation de la voie Shh par traitement par 

protéine Shh recombinante entraînait une stimulation de la migration cellulaire et une 

inhibition de l’expression d’E-cadhérine.   

Ces résultats démontrent donc une corrélation entre l’activation de la voie Shh et la TEM dans 

les carcinomes épidermoïdes bronchiques. Cette étude confirme également le lien entre la 

TEM, la récidive tumorale et la dissémination métastatique (Maitah 2011).  

 

 

  



130 

 

 



131 

 

 

  



132 

 

 

  



133 

 

 

  



134 

 

 

  



135 

 

 

  



136 

 

 



137 

 

5. Activation de la voie Shh et chimiorésistance : exemple du mésothéliome pleural 

malin (MPM) 

 

5.1. Article 5 

Li H, Lui N, Cheng T, Tseng HH, Yue D, Giroux Leprieur E, Do HT, Sheng Q, Jin JQ, Luh 

TW, Jablons DM, He B. Gli as a Novel Therapeutic Target in Malignant Pleural 

Mesothelioma. PlosOne, Volume 8, n° 3, 2013, page e57346. 

 

5.2. Présentation de l’article et commentaires 

Le MPM est une tumeur maligne primitive de la plèvre, réputée chimiorésistante (Campbell 

2013). La chimiothérapie de 1ière ligne standard est l’association cisplatine et pemetrexed, et la 

survie médiane est de l’ordre de 12 mois (Vogelzang 2003). Actuellement, aucune signature 

moléculaire d’addiction oncogénique n’a pu être mise en évidence (Campbell 2013). Certains 

travaux ont suggéré une activation de la voie Shh dans le MPM. Ainsi, une surexpression des 

protéines de la voie Shh a été mise en évidence dans le tissu pleural tumoral et pas dans le 

tissu pleural normal (Shi 2012). Sur des modèles de cultures primaires de MPM, l’inhibition 

de Smo entraîne une diminution significative de la croissance cellulaire tumorale via 

l’inhibition de Gli. Enfin, l’inhibition de Smo a également une action anti-tumorale in vivo sur 

des modèles de xénogreffes animales (Shi 2012).  

Dans ce travail, nous avons étudié l’activation de la voie Shh dans le MPM par IHC et RT-

PCR, et testé l’impact de l’inhibition de cette voie, via l’inhibition de Gli1 et Gli2, sur la 

croissance tumorale et la sensibilité à la chimiothérapie in vitro. L’inhibition de Gli1 et Gli2 a 

été réalisée par siARN, vismodegib, et par utilisation d’une petite molécule inhibitrice de Gli 
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(Gli-I (Bosco-Clement 2014)). L’expression de Gli1 et Gli2 en IHC a été cotée de 0 à 3 en 

fonction de l’intensité du marquage nucléaire, et a été étudiée 46 prélèvements chirurgicaux 

de MPM. Les anticorps utilisés ainsi que les scores d’expression étaient les mêmes que ceux 

de l’article N° XXX. Soixante pourcent et 80% des prélèvements avaient un marquage ≥2 

pour Gli1 et Gli2, respectivement. Moins de 10% n’exprimaient pas du tout Gli1 ou Gli2 

(marquage à 0). En RT-PCR, le niveau d’expression de Gli2 était 2,4 fois plus important dans 

le tissu tumoral que dans le tissu pleural normal, tandis que le niveau d’expression de Gli1 

était sensiblement le même dans le tissu tumoral et le tissu normal. Les niveaux d’expression 

de Ptch1 et Ptch2 étaient 2,8 et 3,4 fois plus élevés dans le tissu tumoral que dans le tissu 

normal, respectivement. L’inhibition de Gli1 et de Gli2 entraînait une réduction importante de 

la croissance tumorale in vitro et in vivo sur des modèles de xénogreffes de lignées de  MPM. 

L’ajout d’un inhibiteur de la voie Shh, vismodegib ou Gli-I, au pemetrexed avait un effet 

synergique sur l’effet cytotoxique. Par ailleurs, le double blocage de Smo (par vismodegib) et 

de Gli (par Gli-I) était plus efficace que chaque traitement utilisé seul sur la croissance 

tumorale. On notera enfin que l’inhibition directe de Gli semblait plus efficace que 

l’inhibition de Smo sur l’inhibition de la prolifération cellulaire. Cette différence d’activité 

pourrait être due à la présence d’une activation non-canonique de Gli (indépendante de Smo), 

comme cela a été évoqué dans la littérature (Lauth 2007, Mimeault 2010). 

Nos résultats ont été confirmés par ceux d’une autre équipe (You 2014). Ces auteurs ont 

inhibé la voie Shh avec des inhibiteurs de Smo (vismodegib, itraconazole) ou inhibiteur de Gli 

(GANT61, trioxyde d’arsenic) sur 8 lignées de MPM. Ils ont mesuré la prolifération cellulaire 

par MTT et l’apoptose par cytométrie en flux (annexine V et iodure de propidium). Ces 

inhibiteurs entraînaient une diminution de l’expression de Gli1 évaluée par RT-PCR et une 

inhibition de la prolifération tumorale. L’expression de Gli2 n’a pas été évaluée dans cette 
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étude. L’itraconazole, le trioxyde d’arsenic et le GANT61 induisaient également une apoptose 

des cellules tumorales. 

Ces résultats suggèrent un rôle de la voie Shh dans la prolifération et la chimiorésistance du 

MPM. 
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6. Etude de l’impact des CSC dans la prolifération tumorale et le pronostic dans les 

CBNPC : exemple du rôle de hPAF1C et de c-Myc   

 

6.1. Article 6 

Giroux Leprieur E, Zhi X, Zhang Y, Shi H, Wang L, Du K. Human RNA polymerase II 

(RNAPII)-associated factor 1 complex (hPAF1C) promotes tumorigenesis by activating c-

MYC transcription in NSCLC. Soumis à Biochemical and Biophysical Research 

Communications.  

 

6.2. Présentation de l’article et commentaires 

hPAF1C est membre du complexe PAF, qui intervient comme co-facteur de transcription avec 

Gli, et est impliqué dans la transcription et comme régulateur du cycle cellulaire (Moniaux 

2009). hPAF1C est surexprimé par les cellules souches embryonnaires (Ponnusamy 2009), et 

interviendrait lors de la carcinogenèse (Moniaux 2006). C-Myc est un autre régulateur du 

cycle cellulaire, activé dans les CSC notamment via Shh, et intervenant également dans la 

carcinogenèse (cf chapitre I.9.9). Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à l’activation 

de hPAF1C dans les CBNPC, et son interaction avec c-Myc. Nous avons analysé 183 

prélèvements de CBNPC opérés, et montré que la majorité (n=127, 69,4%) exprimait 

hPAF1C par étude en IHC. La survie globale des patients avec un CBNPC exprimant 

hPAF1C était plus courte que celle des patients avec un CBNPC n’exprimant pas hPAF1C 

(p=0,0131). L’expression de hPAF1C était corrélée à l’expression de c-Myc, que ce soit sur 

les prélèvements tumoraux ou sur les lignées cellulaires (A549, H838, H2170, H1650). 

L’inhibition de l’expression de hPAF1C par siARN entraînait une inhibition de l’expression 
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de c-Myc, évaluée par Western Blot. Le rôle de hPAF1C dans la croissance tumorale a été 

montré par étude de la prolifération et de la formation de colonies cellulaires in vitro.  

L’inhibition de hPAF1C par siARN provoquait une inhibition de la prolifération et de la 

formation de colonies. L’inhibition conjointe de hPAF1C et de c-Myc était synergique sur 

l’inhibition de la croissance tumorale.  

Ces résultats soulignent l’importance de hPAF1C et de c-Myc, protéines impliquées dans la 

carcinogenèse et activées au sein des CSC, dans la prolifération et la clonogénicité tumorale. 

Il s’agit de la première étude dédiée spécifiquement à l’étude de hPAF1C dans le CBNPC. Le 

fort impact pronostic de hPAF1C incite à étudier de manière plus large son expression et 

développer des traitements ciblés contre hPAF1C et/ou c-Myc dans les cancers bronchiques.  
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Abstract 

 

Human RNA polymerase II (RNAPII)-associated factor 1 complex (hPAF1C) plays a crucial 

role in protein-coding gene transcription. Overexpression of hPAF1C has been implicated in 

the initiation and progression of various human cancers. However, molecular pathways 

involved in tumorigenesis through hPAF1C remain to be elucidated. The current study 

suggested hPAF1C expression as a prognostic biomarker for early stage lung cancer. Patients 

with low hPAF1C expression levels showed significantly better overall survival. The 

expression of hPAF1C positively correlated with c-MYC activation.  Mechanistic studies 

indicated that hPAF1C promoted lung cancer proliferation through regulating c-MYC 

transcription. These results demonstrated the strong prognostic impact of hPAF1C in early-

stage NSCLC, and more generally the evidence of cancer stem cells role in proliferation and 

aggressiveness in NSCLC through activation of proto-oncogenes as c-Myc and hPAF1C. 

 

Key-words: hPAF1C, c-Myc, non-small cell lung cancer, cancer stem cells, tumorogenesis, 

prognosis,  
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Introduction 

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the leading cause of mortality by cancer in the world. 

Despites some recent progresses, overall survival remains low, with 15% 5-years survival. 

There is therefore an urgent need of description of new innovative marker in NSCLC related 

to cancer initiation, prognosis and response to chemotherapy. NSCLC is characterized by a 

high proliferation rate, and there is an overexpression of several cell-cycle regulators in 

NSCLC cells, as c-Myc [1]. C-Myc has been proved to be overexpressed in cancer stem cells 

(CSCs). CSCs are tumor cells that are responsible for the initiation of cancer during the first 

stages of carcinogenesis. They represent a very small proportion of all tumor cells within the 

tumor, with an undifferentiated cell phenotype, an important potential for oncogenesis, a large 

capacity of proliferation and differentiation. The presence of CSCs has been proven in several 

solid tumors, including lung cancer [2,3]. However, the molecular mechanisms involved in 

the early steps of lung tumorogenesis and activated in these CSCs are still largely unknown. 

Human RNA polymerase II (RNAPII)-associated factor 1 complex (hPAF1C) is described as 

a key cell cycle regulator [4], and is overexpressed in embryonic and carcinoma stem cells 

[5]. Its role in cancer development has also been described, especially in pancreatic cancer 

[6]. In this study, we explored the role of hPAF1C in NSCLC, and its implication in 

tumorogenesis through the interaction with c-Myc.  
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Materials and Methods 

 

Patients 

Patients with stage I-III NSCLC undergoing surgical resection at the Department of Thoracic 

Surgery, Fourth Hospital of Hebei Medical University and Department of Thoracic Surgery, 

Xuanwu Hospital, Capital Medical University (183 patients from 2007 to 2012) were entered 

into the study (Table 1). Patients receiving neoadjuvant chemotherapy or radiation therapy, or 

having a second primary cancer diagnosed within 5 years, were excluded from this study. 

Pathology of each patient was diagnosed by two certified pathologists. TNM staging was 

performed according to the International System for Staging Lung Cancer pathologic 

classification system. Information on clinical variables and patient follow-up was extracted 

from prospectively maintained patient database. The primary endpoint was overall survival 

(OS) with the time range from 2.7 to 60 months.  

 

Immunohistochemistry (IHC)  

Standard protocol was used. Primary antibodies used in the study included rabbit anti-human 

hPAF1C (1:400; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA).  Five micron tissue slides from 

tumor and adjacent normal lung tissue were de-paraffinized using xylene. Heat-mediated 

antigen retrieval was performed using citrate buffer (BioGenex Laboratories). Antibody 

staining was visualized with DAB (Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen) and 

hematoxylin counterstain (Fisher Scientific). Representative fields were photographed using a 

Leica SCN400 slide scanner (Leica, Germany), and examined for positive nuclear staining.  
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Cell Culture  

NSCLC cell lines (A549, H838, H2170 ad H1650) were purchased from American Type 

Culture Collection (ATCC). All cell lines were cultured in RPMI 1640 (Life Technologies) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), penicillin (100 IU/ml)/streptomycin (100 

µg/ml) at 37℃ in a humid incubator with 5% CO2.  

 

RNA extraction 

Total RNA from cell lines was isolated using an extraction kit (RNeasy Mini kit; Qiagen). 

Total RNA from fresh tumor samples was extracted with TRIzol LS (Tiangen, Beijing, 

China). 

 

Semi-quantitative RT-PCR  

Semi-quantitative RT-PCR was performed in a GeneAmp PCR system 9700 (Applied 

Biosystems (ABI)) using SuperScript II one-step RT-PCR with Platinum Taq kit (Life 

Technologies) according to the manufacturer’s protocol. RT-PCR primers were obtained from 

Takara (Dalian, China). hPAF1C primer sequences are: forward: 5’-

GGAGGAAGAGATGGAGGCTGAA-3’ and reverse: 5’-

CACTTGCCTCATCTCTGTCACC-3’. C-Myc primer sequences are: forward: 5’-

AATGAAAAGGCCCCCAAGGTAGTTATCC-3’ and reverse: 5’-

GTCGTTTCCGCAACAAGTCCTCTTC-3’. GAPDH primer sequences are: forward: 5’-

AACGGGAAGCTTGTCATCAATGGAAA-3’ and reverse: 5’-
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GCATCAGCAGAGGGGGCAGAG-3’. 300 ng of total RNA was used for each reaction. 

PCR products were run on 1% agarose gel electrophoresis and stained with ethidium bromide. 

GAPDH served as an internal control. 

 

Quantitative Real-time RT-PCR  

First-strand cDNA was synthesized from total RNA using iScript cDNA synthesis kit (Bio-

Rad) according to the manufacturer's instructions. Transcript analysis was done by real-time 

reverse transcription-PCR using the TaqMan assay. Hybridization probes and primers were 

purchased from ABI. All samples were run simultaneously in triplicate in a Mx3000P System 

(Stratagene, La Jolla, CA). Each Ct value was normalized to its housekeeping gene GAPDH 

level.  

 

Luciferase assay  

Cells at a density of 5 × 103 per well were seeded into 24-well plates before transfection. 2.5 

µg of an expression construct linking the c-Myc promoter to a luciferase reporter (a generous 

gift from Professor Hai-meng Zhou at Tsinghua University, Beijing, China) was co-

transfected with 0.05 µg pRL-TK vector (Promega), which contains Renilla luciferase as an 

internal control for the transfection efficiency. Vigofect (Vigorous, Beijing, China) was used 

to mediate all transfections according to the manufacturer's protocol. The transfected cells 

were cultured for an additional day before being lysed for luciferase assays. Briefly, cells 

were lysed in passive lysis buffer and then firefly and Renilla luciferase activities of each well 

were measured using the Dual-Luciferase Assay system (Promega). Firefly luciferase 

activities were all normalized to Renilla luciferase activities in the same well and were 
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expressed relative to the basal activity of the empty pGL3Basic vector, which was set to unity. 

The data represent the mean values ± SD. All measurements in each experiment were 

performed in triplicate and at least three independent experiments were repeated to ensure 

consistency. 

 

RNA Interference  

hPAF1C, c-Myc, and control (non-silencing) shRNA were purchased from Origene. The 

targeted hPAF1C sequences are: 5’-GAACCAGTTTGTGGCTTATTT-3’ (siRNA-1) and 5’- 

GGTGACGGAGTTTACTACAATG-3’ (siRNA-2). The targeted c-Myc sequence is: 5’-

GGACTATCCTGCTGCCAAGTT-3’. Cells were plated in six-well plates with fresh media 

without antibiotics for 24 hours before transfection. Transfection was performed using 

Vigofect (Vigorous, Beijing, China) according to the manufacturer’s protocol. Transfected 

cells were then re-plated in 10 cm dishes for selection with G418 (500 µg/ml; Invitrogen). 

Stable transfectants were maintained in regular medium with G418 (300 µg/ml) for further 

analysis. 

 

Proliferation Assay 

CellTiter 96 Aqueous Proliferation Assay Kit (Promega) was used to determine cell 

proliferation according to the manufacturer’s protocol. The assays were performed in 

triplicate after 5×103 cells/well were plated into 96-well plates.  
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Colony Formation Assay  

500 individual cells of each stably transfected line were seeded in 10 cm dishes and cultured 

in medium with G418 (400 µg/ml) for 10 days. Colonies were then fixed by 10% formalin, 

stained with 0.5% crystal violet and counted. 

 

Statistical Analysis 

The Kaplan-Meier method was used to estimate overall survival (OS). Differences in survival 

between the high-risk group (positive hPAF1C IHC staining) and low-risk group (negative 

hPAF1C IHC staining) were analyzed by log-rank test. IHC scores of 1-3 were grouped as 

positive “+”, and 0 was grouped as negative “-” for dichotomized analysis. Kappa test was 

used to evaluate the association between RNA expressions of hPAF1C and c-Myc. All 

analyses were done using the SPSS software package, version IBM SPSS Statistics 18.0. All 

reported p-values were two-sided. A p value of 0.05 or less was considered to be significant. 
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Results 

hPAF1C is expressed in NSCLC and is a prognostic marker in early stage NSCLC 

We initially analyzed the expression of hPAF1C among a distribution of 183 early-

stage formalin-fixed, paraffin-embedded NSCLC samples. Staging was determined previously 

using the TNM categorization method and histological analysis, with early-stage 

categorization given to primary tumors at stages T1b or less severe. To examine the 

expression of the hPAF1C complex at the protein level, IHC stainings were performed on the 

NSCLC samples. Protein expressions were characterized using a scoring system of 

representative tissue areas, ranging from 0-3 (negative, mild, positive, strong positive). 

Sample demographic data are presented in Table 1, in which we contrast hPAF1C positive 

and hPAF1C negative IHC stains. Among the 183 samples tested, a majority displayed 

moderate to strong expression, with 127 (69.4%) showing a representative distribution similar 

to or greater than the expression levels seen in the given hPAF1C positive IHC stain (Figure 

1A). Strong expression of hPAF1C at the protein level indicated that its aberrant elevation 

was highly prevalent among NSCLC tissue samples.  

Additionally, hPAF1C IHC levels were further examined using the Kaplan-Meier 

statistical analysis to estimate OS for the early-stage NSCLC patients. Among the 183 

histological profiles available, the overall survival percentages were plotted in relation to time 

after tumor development, with patient follow-up times ranged from 2.7 to 60.0 months, with a 

median period of 45.8 months. The analysis demonstrated a strong association between 

hPAF1C protein levels with overall survival of the patient (p=0.131), showing a significant 

lowering of prognosis in tissues that had tested as moderately or strongly hPAF1C positive 

(Figure 1B). As a result, hPAF1C may serve as a prognostic marker for early-stage NSCLC 

samples, with high levels indicative of a poorer prognosis. 
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hPAF1C correlates with c-Myc expression and regulates c-Myc transcriptional activity 

To examine activity of hPAF1C and c-Myc at the gene level, mRNA expressions were 

quantified and characterized by RT-PCR in 47 NSCLC surgical samples. Investigation 

showed a strong positive correlation between hPAF1C and c-Myc expressions (R²=0.609; 

p<0.001) (Figure 2A), indicating a common trend among NSCLC patient samples. 

Consistently correlated results were found among NSCLC cell lines with varied expression 

profiles when hPAF1C and c-Myc Ct values were plotted against each other (R²=0.923; 

p=0.037) (Figure 2B).  

Western blots were then conducted among the 4 NSCLC cell lines (A549, H838, 

H1650, H2170) that had also been treated with RT-PCR. These cell lines were selected based 

on the premise that their hPAF1C expression profiles differed at the RNA level. hPAF1C 

expression was first evaluated by western blot in these NSCLC cell lines, with data showing 

high levels in 3 cell lines (A549, H838, H1650), and no expression in 1 cell line (H2170), 

with GAPDH serving as the internal control (Figure 3A). To examine whether the correlation 

between hPAF1C and c-Myc carried over at the protein level, we used then a c-Myc 

promoter-luciferase construct in the 4 NSCLC cell lines. Cells were prepared for a dual-

luciferase assay run in triplicates, with the process repeated at least three times. We 

discovered a high c-Myc activity in the cell lines with high hPAF1C protein quantities (A549, 

H838, H1650), and no c-Myc luciferase activity in the H2170 cell line with low hPAF1C 

protein amounts (Figure 2B), with cell lines showing at least a tenfold increase in luciferase 

activity when compared to the control setting. Thus, expression of hPAF1C factors in 

conjunction with that of c-Myc at both RNA and protein levels strongly suggest that hPAF1C 

play an active role in c-Myc transcriptional activity. 
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Furthermore, to investigate the effects of hPAF1C inhibition, we utilized hPAF1C–

targeted siRNAs in order to induce a knockdown in hPAF1C expression. siRNA transfection 

was conducted according to standard protocol before efficiency was evaluated through 

western blot. Through western blot testing, we demonstrated that the induced decrease in 

hPAF1C resulted in clear inhibition of c-Myc expression (Figure 3C). These results highlight 

a positive correlation between hPAF1C and c-Myc expressions, and that induced hPAF1C 

changes regulate c-Myc expression.  

 

hPAF1C promotes cell proliferation and colony formation, synergistically with c-Myc 

In order to evaluate the impact of hPAF1C on cell proliferation and colony formation, 

we utilized siRNAs to generate knockdown in hPAF1C expression using standard transfection 

protocols. Proliferation assays (Promega) were conducted and monitored over a time period of 

7 days, revealing that inhibition of hPAF1C led to significantly lowered cell proliferation 

activities (Figure 4A) among all 3 originally high-level hPAF1C cell lines (A549, H838, 

H1650) in comparison to the siRNA controls. Using colony formation assays, we observed 

that inhibition of hPAF1C induced a notable decrease by at least 30% (ranging to over 80%)  

in the capabilities of the 3 NSCLC cell lines with high hPAF1C activity (A549, H838, 

H1650) to form colonies (Figure 4B).  

Interestingly, data obtained from further cell proliferation assays conducted over a 

span of 6 days also showed that inhibition of both hPAF1C and c-Myc synergistically caused 

an inhibition of lung cancer growth. Whereas cell proliferation was partially inhibited with 

either hPAF1C siRNA or c-Myc siRNA, it was completely inhibited with the use of both 

hPAF1C and c-Myc siRNAs, as illustrated in Figure 5. These results provide an indication 

that hPAF1C serves to promote cell proliferation and colony formation through c-MYC 
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regulation. Furthermore, the combined decrease of hPAF1C and c-MYC activities may 

produce more noticeable effects in the decrease of NSCLC cell proliferation and colony 

developments. 
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Discussion 

The current study showed hPAF1C expression is a prognostic biomarker for early stage lung 

cancer.  Patients with low hPAF1C expression levels showed significantly better overall 

survival. The expression of hPAF1C positively correlated with c-MYC.  Mechanistic studies 

indicated that hPAF1C promoted lung cancer proliferation through regulating c-MYC 

transcription.  

hPAF is comprised of five subunits that include hPAF1C, parafibromin, hLeo1, hCtr9 and 

hSki8. Physiological functions of hPAF1C include efficient transcription elongation, mRNA 

quality control and cell-cycle regulation [7]. hPAF1C is amplified and overexpressed in many 

cancers. Several studies have shown an amplification of hPAF1C gene (19q13 locus) in 

pancreatic tumor [6]. Besides, in vitro amplification of the hPAF1C gene in normal NIH3T3 

cell line led to malignant transformation, suggesting a strong oncogenic power of hPAF1C 

[6]. However, our study is the first, to our knowledge, to describe the role of hPAF1C in 

NSCLC.  

The oncogene Myc family encodes phosphoproteins involved in cell growth and oncogenesis. 

It includes N-Myc, C-Myc and L-Myc proteins, which have a Helix-loop-Helix motif, and act 

as transcription factors. Overexpression and amplification of Myc have been described in 

several cancers, including lung cancer, on cell lines or tumor samples [8,9]. Myc is involved 

in cell proliferation by regulating the expression of various regulators of the cell cycle [1], and 

is described to be activated in cancer stem cells [10]. Moreover, there is a close interaction 

between Shh pathway, known to be a key pathway in CSCs, and Myc. Activation of the Shh 

pathway causes an activation of Myc [11,12]. In addition, inhibition of Gli by GANT61 

compound inhibits in vitro and in vivo CSCs growth, c-Myc expression, and inhibition of 

other CSCs markers as NANOG, OCT4 and Sox2 [13]. 



167 

 

In conclusion, we demonstrated that hPAF1C is a key prognostic factor in early-stage 

NSCLC, with a close interaction with c-Myc expression. hPAF1C expression has a strong 

impact in NSCLC growth in vitro. These results highlight the importance of CSCs in NSCLC 

proliferation, migration and aggressiveness. Development of targeted therapies against 

hPAF1C and c-Myc could be interesting in NSCLC treatment. 
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Table 1. Clinical Characteristics of NSCLC Patients 

Characteristics 

NSCLC (N=183)   

 
Number % 

Age (years) 
   

<60 
 

69 37.7 

≥60 
 

114 62.3 

Gender 
   

Male 
 

106 57.9 

Female 
 

77 42.1 

Smoking Status 
   

Never 
 

32 17.5 

Past 
 

99 54.1 

Current 
 

52 28.4 

Tumor Size (cm) 
   

3 cm or less 
 

102 55.7 

over 3 cm 
 

81 44.3 

Pathological Stage 
   

I 
 

99 54.1 

II 
 

60 32.8 

III 
 

24 13.1 

Histology 
   

Adenocarcinoma 
 

101 55.2 

Squamous 
 

57 31.1 

Large Cell 
 

25 13.7 

Operation Procedure 
   

Wedge Resection 
 

23 12.6 

Lobectomy 
 

136 74.3 

Bilobectomy 
 

8 4.4 

Pneumonectomy 
 

16 8.7 

Vital Status 
   

Alive 
 

78 42.6 

Dead 
 

105 57.4 

Follow-up (months) 
   

Median 

Range 

45.8 ± 2.2 

2.7 ~ 60.0   
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Figure 1. hPAF1C expression as a prognostic marker for early-stage NSCLC patients.  

 

A:  representative IHC staining of hPAF1C. B: overall survival (OS) according to hPAF1C 

expression in 183 NSCLC samples. 
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Figure 2. Positive correlation between hPAF1C and c-MYC mRNA expression in 

NSCLC tissue samples (A) and in lung cancer cell lines (B), evaluated by RT-PCR. 
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Figure 3. hPAF1C expression regulates transcriptional activity of c-MYC.  

 

A:  hPAF1C transcript levels B: hPAF1C expression regulates transcriptional activity of c-

MYC by using a c-MYC promoter-luciferase construct in lung cancer cell lines. All measured 

luciferase activities were normalized to pRL-TK vector activity. The data represent means + 

S.D. C: shRNA knock-down of hPAF1C expression causes down-regulation of c-MYC 

expression in NSCLC cell lines.  Lanes 1, 4, 7: siRNA-1; Lanes 2, 5, 8L siRNA-2,  Lanes 3, 

6, 9: control siRNA. 
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Figure 4. Knock-down of hPAF1C expression by shRNA inhibits proliferation (A) and 

colony formation (B) of NSCLC cells.  
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Figure 5. Knock-down of hPAF1C and c-MYC expressions synergistically inhibit 

growth of NSCLC H838 cells. 
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IV. DISCUSSION 

 

Ce travail de thèse a tenté une analyse des mécanismes de résistance à la chimiothérapie à 

base de sel de platine dans le CBNPC, avec en particulier l’étude de l’activation de la voie 

Shh. Nous avons choisi d’étudier d’abord une cohorte de patients définis comme 

réfractaires à la chimiothérapie, c’est-à-dire ayant une progression d’emblée sous 

chimiothérapie à base de platine. Nous avons montré que le sous-type sarcomatoïde était 

le seul facteur prédictif de chimiorésistance (article n°1). L’étude de l’activation de la voie 

Shh à travers l’étude de l’expression de Gli1 et Gli2 a permis de mettre en évidence son 

association à la chimiorésistance. Une forte expression de Gli2 (score Gli2 positif) était 

associée à la progression sous chimiothérapie à base de sels de platine (article n°3). La 

SSP et la survie globale étaient plus courtes chez ces patients par rapport à ceux ayant un 

score de Gli2 négatif. L’inhibition de la voie Shh permettait une sensibilisation des 

cellules tumorales au cisplatine, notamment pour les lignées les plus chimiorésistantes. 

Ces résultats ont été confirmés sur un autre modèle de cancer thoracique, le MPM (article 

n°5). Nous avons ainsi pu montrer l’impact direct de l’activation de la voie Shh dans la 

prolifération et la croissance tumorale dans ce type de tumeur. L’inhibition de la voie Shh 

sensibilisait significativement in vitro les cellules à la chimiothérapie. L’activation de la 

voie Shh, étudiée par l’étude en IHC de Gli1, était corrélée à la TEM, concidérée comme 

un marqueur de chimiorésistance, dans les CBNPC de type épidermoïdes (article n°4). 

Enfin, l’activation de la voie Shh semble avoir un impact pronostique dans les CBNPC 

opérés de stade précoce (article n°6). En effet, l’expression de hPAF1, membre du 

complexe PAF intervenant comme co-facteur de transcription des protéines Gli, était un 

facteur de mauvais pronostic pour les CBNPC de stade précoce opérés, et était associée à 

la prolifération tumorale via l’activation de c-Myc.  
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1. L’activation de la voie Shh a un rôle pronostique et prédictif  

 

Nous avons montré que l’activation de la voie Shh était significativement associée à la 

chimiorésistance (score Gli2 positif avec un HR à 2,64 pour la SSP en analyse multivariée 

(IC95% 1,05-6,63) (article n°3). Nous avons aussi testé le score d’intensité du marquage 

Gli2 comme variable continue en analyse multivariée. Dans ce cas, le score d’intensité 

Gli2 a aussi un impact indépendant sur la SSP (HR=1,75 ; IC95% 1,15-2,69 ; p=0,01) et 

sur la survie globale (HR=1,81 ; IC95% 1,18-2,77 ; p=0,007), ce qui valide le rôle 

pronostique et peut être prédictif de l’expression de Gli2. Le rôle prédictif de Gli2 ne 

pourra cependant être affirmé qu’après validation de ce score sur une nouvelle cohorte de 

patients et surtout par l’étude de l’interaction du score de Gli2 entre une population traitée 

par chimiothérapie et l’autre par placebo. Les limites de notre étude sont le caractere 

rétrospectif, sa petite taille et l’étude de prélèvements histologiques issus d’exérèse 

chirurgicale. Le score Gli2 doit donc être validé de façon prospective sur un plus grand 

nombre de prélèvements, ainsi que sur des prélèvements de petite taille, comme les 

biopsies bronchiques ou transpariétales.  

L’activation de la voie Shh joue aussi un rôle pronostique dans le CBNPC de stade 

précoce (article n°4). En effet, nous avons montré que l’expression de Gli1 en IHC était 

corrélée à la survie sans récidive des carcinomes épidermoïdes opérés. L’expression de 

Gli2 n’a pas été étudiée sur les cohortes de carcinomes épidermoïdes de cette étude. Nos 

résultats suggèrent donc un rôle pronostique de Gli1 pour les stades précoces, et un rôle 

pronostique et prédictif de Gli2 pour la progression sous chimiothérapie à base de sels de 

palatine. La distinction entre le rôle pronostique et prédictif de Gli2 n’est cependant pas 

possible avec certitude dans notre étude, car tous les patients étaient traités par 

chimiothérapie. 
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Très peu d’études se sont intéressées aux possibles différences entre Gli1 et Gli2 en terme 

d’activité transcriptionnelle. Il semble que Gli1 et Gli2 se fixent au même promoteur 

(Agren 2004). Le premier médiateur mis en jeu lors de l’activation de la voie Shh ne serait 

cependant pas Gli1, qui serait synthétisé secondairement, mais Gli2. Gli2 serait 

notamment capable d’induire directement la transcription du gène Gli1 (Ikram 2004). En 

résumé, l’activation première de la voie Shh induirait d’abord l’activation de Gli2, qui 

entraînerait secondairement la transcription des gènes cibles, incluant Gli1, dont l’activité 

transcriptionnelle interviendrait dans un 2ième temps (Lipinski 2006). On notera toutefois 

que ces études concernent pour la plupart l’activation de la voie Shh au cours du 

développement ou dans les tissus normaux, et non dans le contexte des tumeurs solides. 

La majorité des études sur le CBNPC ont utilisé Gli1 et non Gli2 comme marqueur de la 

voie Shh. Il est probable qu’il existe des différences d’action entre ces 2 protéines dans le 

CBNPC. En effet, nous avons montré que, bien que la majorité des CBNPC exprimait à la 

fois Gli1 et Gli2, seule l’expression de Gli2 était corrélée à la chimiorésistance. De 

nouvelles études sont nécessaires pour déterminer les rôles respectifs de Gli1 et Gli2 dans 

le CBNPC.  

La grande majorité des cellules tumorales exprime Gli1 et Gli2 en IHC. Bien que la voie 

Shh soit fortement liée aux CSC (Peacock 2008, Song 2011, Rodova 2012), les cellules 

exprimant Gli1 ou Gli2 ne correspondent pas toutes à des CSC, qui ne représentent qu’une 

très faible proportion des cellules tumorales. Notre hypothèse est que les CSC sont les 

cellules sources de la production de Shh au sein de la tumeur, qui va avoir une action 

autocrine et paracrine. L’activation de la voie Shh, évaluée en IHC par l’expression de 

Gli, serait le reflet de l’activité des CSC au sein du CBNPC.  
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2. Les CSC jouent un rôle important dans la chimiorésistance des CBNPC 

 

Les données de la littérature, ainsi que les résultats de nos travaux, suggèrent que les voies 

de signalisation cellulaires connues pour être activées au sein des CSC, comme la voie 

Shh, l’activation de hPAF1C et de c-Myc, jouent un rôle majeur non seulement dans la 

carcinogenèse bronchique, mais également dans la prolifération tumorale et la 

chimiorésistance. Notre hypothèse est que les CSC sécrètent la protéine Shh, qui va avoir 

une action autocrine et paracrine. L’action autocrine permettrait une auto-activation et le 

maintien du stock des CSC. L’administration d’une chimiothérapie cytotoxique serait 

efficace sur la plupart des cellules tumorales, mais pas sur les CSC qui sont 

chimiorésistantes. Le maintien de ce stock de CSC au cours de la chimiothérapie 

permettrait le renouvellement rapide du clone tumoral et la progression. L’activité 

juxtacrine et paracrine permettrait d’autre part l’activation de la voie Shh au sein des 

autres cellules tumorales, induisant ainsi des signaux de prolifération, de migration 

cellulaire et de TEM, participant également à la chimiorésistance et la dissémination 

métastatique. Les résultats de notre travail qui montre la corrélation entre l’activation de la 

voie Shh et la TEM vont dans ce sens (article n°4). La corrélation entre TEM et CSC a été 

montré dans un certain nombre d’études, notamment dans le cancer bronchique (Chiou 

2010, Giarnieri 2013, Gomez-Casal 2013, Kim 2013, Kumar 2013, Sato 2012, Wang 

2014). Ainsi, l’induction de l’expression d’OCT4 et NANOG dans des cellules 

d’adénocarcinome bronchique induit un phénotype de CSC et de TEM, tandis que 

l’inhibition de ces mêmes gènes inhibe la TEM, bloque le pouvoir métastasiant et 

augmente la survie des souris porteuses de xénogreffes (Chiou 2010). Les cellules de 

CBNPC résistantes in vitro à la radiothérapie (Gomez-Casal 2013) ou à la chimiothérapie 

(Wang 2014) arborent conjointement des marqueurs de CSC et de TEM. De même, 
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Maitah et al. (2011) ont suggéré une corrélation in vitro entre la voie Shh et la TEM, via 

l’expression de TGFβ.  

Les CSC représentent moins de 0,5% des cellules tumorales et semblent jouer un rôle dans 

la prolifération tumorale et la chimiorésistance. hPAF1C (ou PD2), connu comme 

régulateur de la transcription, est un gène important au sein des cellules souche 

embryonnaires et des CSC : il serait en effet responsable du maintien du stock de cellules 

souches embryonnaires (Ponnusamy 2009). L’inhibition d’hPAF1C induit une diminution 

de l’expression d’OCT3, OCT4 et de NANOG, mais aussi de Shh (Ponnusamy 2009). Le 

niveau d’expression de hPAF1C est plus élevé dans les CSC que dans les cellules 

cancéreuses différenciées (Ponnsumay 2009). L’expression de hPAF1C avait un rôle 

pronostique dans le CBNPC (article n°6), via une interaction avec un autre régulateur du 

cycle cellulaire, c-Myc. hPAF1C et c-Myc sont liés à l’activation de la voie Shh (Kenney 

2003, Hallikas 2006, Mosimann 2009, Ponnusamy 2009). Au total, la voie Shh semble 

être un élément clé dans l’oncogenèse bronchique, la prolifération tumorale et la 

chimiorésistance. Le développement d’une stratégie thérapeutique incluant des thérapies 

ciblant la voie Shh, que ce soit un inhibiteur de Smo ou de Gli, semble logique dans la 

prise en charge des cancers thoraciques. Il est intéressant de noter que plusieurs études, 

dont un de nos travaux, suggèrent une efficacité supérieure des inhibiteurs de Gli (comme 

GANT61 ou Gli-I) par rapport aux inhibiteurs de Smo (comme le vismodegib) en termes 

d’activité antitumorale et de chimiosensibilisation (article n°5, Huang 2014). Le seul 

produit ciblant la voie Shh actuellement sur le marché est le vismodegib (Erivedge® 

(Genentech, USA)), indiqué en monothérapie dans le traitement des carcinomes baso-

cellulaires de stade localement avancé et non accessible à un traitement chirurgical ou par 

radiothérapie, ou de stade métastatique. Nos résultats, en complément de ceux de la 
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littérature, incitent fortement à développer des essais cliniques spécifiques dans le CBNPC 

et dans le MPM. 

 

3. Le sous-type histologique sarcomatoïde est associé à la chimiorésistance 

 

Le sous-type histologique carcinome sarcomatoïde est impliqué dans la chimiorésistance, 

avec un HR pour la progression d’emblée à 7,50 (article n°1) et HR pour la SSP à 11,91 

(article n°3).  Ces résultats sont concordants avec les données de la littérature. Notre 

groupe a ainsi pu montrer sur une cohorte de 97 carcinomes sarcomatoïdes que 69% de 

ces tumeurs étaient réfractaires à la chimiothérapie, avec une SSP de 2 mois (Vieira 

2013). Peu d’études se sont intéressées à l’identification de cible moléculaire accessible à 

un traitement ciblé dans ce type tumoral. On retiendra l’expression marquée de marqueurs 

mésenchymateux, comme la vimentine, notamment dans le contingent cellulaire 

sarcomatoïde de ces tumeurs (Nakajima 1999n Huo 2006, Yoo 2005), ainsi que la 

surexpression et/ou l’amplification de c-met (Lee 2011, Tsuta 2012, Vieira 2014). Ces 

résultats ouvrent la voie à de possibles thérapies ciblées pour ces tumeurs rares, jusqu’ici 

sans traitement spécifique. Plusieurs études sont en cours au laboratoire.  

 

4. Orientations futures pour la recherche sur la voie Shh et CBNPC 

 

Les orientations futures en termes de recherche sur le rôle de la voie Shh dans la 

chimiorésistance des CBNPC sont multiples. Un premier axe pourrait tester l’impact de la 

voie Shh dans le modèle de CBNPC chimioréfractaire que sont les carcinomes 
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sarcomatoïdes. Nos résultats ont montré que l’inhibition de la voie Shh, sur des modèles 

de culture primaire de carcinome sarcomatoïde, permettait une sensibilisation au 

cisplatine, avec effet synergique sur la cytotoxicité. L’utilisation de modèles de 

xénogreffes sur souris nude de cellules de carcinome sarcomatoïde issues de cultures 

primaires permettront de valider ces résultats in vivo. Un autre axe de recherche serait la 

mise en évidence de la source de l’activation de la voie Shh dans les CBNPC. Comme 

évoqué ci-dessus, notre hypothèse est qu’il s’agit d’une activation auto- et paracrine, avec 

sécrétion de Shh par les CSC. Nous pourrions ainsi isoler les CSC à partir de lignées 

cellulaires ou de cultures primaires de CBNPC par tri cellulaire (Fluorescence-Activated 

Cell Sorting), et évaluer l’expression de Shh au sein des CSC et des autres cellules 

tumorales, et celle des facteurs en aval de la voie (Ptch, Smo, Gli). Ceci pourrait être 

réalisé par RT-PCR, Western Blot, voire analyse du transcriptome par microarray. Du fait 

de la faible concentration d’ARN attendue pour les CSC, des techniques plus sensibles 

comme la PCR digitale (digital dropplet PCR) pourrait être utilisées. Enfin, un dernier axe 

de recherche serait l’étude de l’action de Shh sur le microenvironnement tumoral. En 

effet, certaines études ont suggéré une action de Shh non seulement sur les cellules 

tumorales, mais également sur le microenvironnement, et en particulier sur les 

fibroblastes. Ainsi, Shh sécrétée par les cellules de CBNPC serait capable d’induire la 

prolifération, la migration, la survie des fibroblastes, et la synthèse de collagène 

(Bermudez 2013). Shh serait aussi capable de faire sécréter par les fibroblastes des 

signaux proangiogéniques et prométastasiants, comme le VEGF ou le LIF (Leukemia 

Inhibitory Factor) (Bermudez 2013). Cette action de Shh sur le stroma serait ainsi le 

corolaire de l’action de Shh sur le mésenchyme durant le développement, mais de façon 

dérégulée. Par ailleurs, le rôle potentiel de la voie Shh au niveau des cellules immunes du 

microenvironnement tumoral reste aujourd’hui inconnu. Shh serait capable d’agir au 
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niveau des lymphocytes CD4+, avec une induction de la sécrétion de TGFβ (Steward 

2002, Furler 2012). L’interaction de Shh avec le microenvironnement inflammatoire 

tumoral a été évoquée dans le médulloblastome. Wang et al. (2003) ont montré que 

l’Interferon-gamma (IFNγ), sécrété par les lymphocytes CD4+ et les lymphocytes CD8+, 

induisait une activation de la voie Shh dans les cellules tumorales. De nouveaux travaux 

sont nécessaires pour mieux comprendre l’interaction entre l’activation de la voie Shh et 

le microenvironnement tumoral.  
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V. CONCLUSION 

 

Malgré des progrès majeurs accomplis dans la prise en charge des formes étendues 

présentant une addiction oncogénique, la majorité des CBNPC de stade métastatique est 

traitée par chimiothérapie à base de sels de platine en 1ière ligne de traitement. Le 

problème de la chimiorésistance est donc une préoccupation majeure. Malgré une 

littérature très riche sur la recherche de facteurs prédictifs, peu de marqueurs ont été 

validés dans les formes étendues. Nous avons montré, dans ce travail de thèse, que la voie 

Shh jouait un rôle probable dans la chimiorésistance des CBNPC. De nombreux travaux 

sont nécessaires pour valider ces résultats, mieux comprendre le mode d’activation de la 

voie Shh au sein des CBNPC et déterminer la meilleure stratégie thérapeutique inhibitrice 

de cette voie, afin d’améliorer la réponse à la chimiothérapie et la survie des patients. Des 

études sur de plus larges effectifs de patients sont également prévues pour confirmer nos 

résultats. Des analyses prospectives pour chercher un impact de l’activation de la voie Shh 

sur la résistance à la radiochimiothérapie est également prévue.  
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VI. ANNEXE : autres manuscrits 

 

Vieira T, Antoine M, Fallet V, Duruisseaux M, Giroux Leprieur E , Poulot V, Rabbe V, 

Sclick L, Beau-Faller M, Lacave R, Lavole A, Cadranel J, Wislez M. Blood vessel invasion is 

a major feature and a factor of poor prognosis in sarcomatoid carcinoma of the lung. Lung 

Cancer 2014;85:276-81. 

 

Giroux Leprieur E , Hirata T, Mo M, Chen Z, Okamoto J, Clement G, Li H, Wislez M,  

Jablons DM, He B. The Homeobox Gene EMX2 is a prognostic and predictive marker in 

Malignant Pleural Mesothelioma. Lung Cancer 2014;85:465-71. 

 

Yue D, Li H, Che J, Zhang Y, Zhang H, Zheng Q, Yang Y, Cheng R,  Jin JQ, Luh TW, Yang 

C, Tseng HHK, Giroux Leprieur E , Hao X, Wang C, Jablons DM, He B. EMX2 is a 

predictive marker for adjuvant chemotherapy in lung squamous cell carcinomas. Soumis à 

PlosOne.  
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Etienne Giroux Leprieur – Thèse de doctorat – 2014 

 

RESUME 

Le cancer bronchique non à petites cellules (CBNPC) est particulièrement chimiorésistant. Aucun 
marqueur robuste de chimiorésistance n’a été validé dans ce type de cancer. Nous avons cherché à 
décrire dans ce travail des marqueurs innovants de résistance à la chimiothérapie à base de platine 
dans les CBNPC. Après avoir étudié les caractéristiques cliniques et moléculaires habituelles des 
patients réfractaires à la chimiothérapie, nous avons étudié le rôle de la voie Sonic Hedgehog (Shh) 
dans le CBNPC et son impact en termes de chimiorésistance. Nous avons ainsi montré que cette voie 
de signalisation, connue comme liée aux cellules souches cancéreuses, est corrélée au caractère 
réfractaire à la chimiothérapie. L’expression de Gli2 est associée à la progression tumorale, à la survie 
sans progression et à la survie globale. Nous avons également démontré une corrélation entre 
l’activation de la voie Shh et la transition épithélio-mésenchymateuse, qui est liée à l’agressivité 
tumorale, le pouvoir métastasiant et la chimiorésistance. Nous avons aussi validé le rôle de la voie Shh 
dans la prolifération tumorale et la chimiorésistance dans un autre modèle de cancer thoracique, le 
mésothéliome pleural malin. Enfin, nous nous sommes intéressés à l’expression de hPAF1C (human 
polymerase II-associated factor 1 complex), facteur suractivé dans les cellules souches cancéreuses et 
lié à l’activation de la voie Shh. Nous avons montré que l’expression de hPAF1C est associée à un 
mauvais pronostic et à la prolifération tumorale par interaction avec c-Myc. Ces résultats soulignent le 
rôle important de la voie Shh dans le CBNPC en termes de chimiorésistance et d’agressivité tumorale. 
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SUMMARY 

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is known to be chemoresistant. Few robust markers of 
chemoresistance have been validated so far in this type of cancer. We have described in this work new 
innovative markers of resistance to cisplatin-based chemotherapy in NSCLC. After the study of usual 
clinical and molecular caracteristics of patients who were refractory to chemotherapy, we have then 
explored the role of the Sonic Hedgehog (Shh) pathway in NSCLC and its impact in term of 
chemoresistance. We have shown that Shh pathway, closely linked with cancer stem cells, was 
correlated with the refractory property to chemotherapy. Positive Gli2 immunohistochemistry score 
was associated with tumor progression et progression-free survival. We have also demonstrated a 
correlation between Shh activation and epithelial-mesenchymal transition, known to be linked with 
tumor aggressiveness, metastatic ability and chemoresistance. We have then validated the great role of 
Shh pathway in tumor proliferation and chemoresistance in another thoracic cancer, known to be 
chemoresistant, the malignant pleural mesothelioma. At last, the impact of ceancer stem cells on tumor 
aggressiveness and prognosis has been demonstrated  through the study of the expression of hPAF1C 
(human polymerase II-associated factor 1 complex), described as overactivated in cancer stem cells 
and linked to Shh pathway activation. We have shown that hPAF1C expression was associated with 
poor prognosis and with tumor proliferation through an interaction with c-Myc. These results 
underline the major role of Shh pathway and cancer stem cells in SNCLC in term of chemoresistance 
and tumor aggressiveness.    
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