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Cancer pulmonaire

Role des TLR7 et TLR38
dans la survie cellulaire
et la résistance a la chimiothérapie
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Catherine Sautes-Fridman, Isabelle Cremer

Lien entre I’inflammation

et les cancers pulmonaires

De nombreuses données épidémiologiques
et expérimentales démontrent qu’il existe
un lien entre I'inflammation chronique, la
carcinogenese et la progression tumorale
[1]. Dans les poumons, I’inflammation
chronique peut étre provoquée par des
infections virales ou bactériennes répé-
tées, par une exposition prolongée a des
agents toxiques tels que le tabac ou
I’amiante, ou étre liée a des maladies
respiratoires chroniques. Cette inflam-
mation chronique pulmonaire peut aug-
menter le risque de carcinogenése [2, 3].
Une des molécules clés de I'inflammation
est le facteur de transcription NF-kB,
dont la fonction dans le développement
tumoral dans un contexte d’inflammation
chronique a été démontrée [4, 5]. NF-kB
est un des partenaires des voies de signa-
lisation en aval des récepteurs Toll-like
(TLR), récepteurs membranaires ou intra-
cellulaires reconnaissant les molécules
associées aux agents pathogénes (PAMP)
et aux dommages cellulaires (DAMP)!
lors de la réponse immunitaire innée.
Bien que I'expression des TLR ait initia-
lement été observée dans les cellules du
systeme immunitaire, plusieurs études
I’ont décrite dans des cellules épithé-
liales tumorales. Ainsi I’expression de
TLR4 [6] et de TLRY [7] par les cellules
tumorales pulmonaires humaines a été

LPAMP : Pathogen-associated molecular patterns; DAMP :
Damage-associated molecular patterns.
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décrite. €nfin, des études récentes ont
impliqué certains TLR dans le dévelop-
pement tumoral au vu de leur capacité
a réguler la croissance et la survie des
cellules tumorales [8]. ’épithélium pul-
monaire est la cible d’infections répétées
par des virus comme le virus respiratoire
syncytial ou le virus influenza. Ces virus
appartiennent a la famille des virus a ARN
simple brin qui sont reconnus par les TLR7
et 8. Ainsi, les infections pulmonaires
pourraient contribuer indirectement au
développement des cancers pulmonaires.

Expression des TLR7 et TLR8

par les cellules tumorales pulmonaires
Nous avons émis I"hypothese que TLR7
et/ou TLR8 contribuent a I'inflammation
dans les poumons, et que la signalisa-
tion par ces récepteurs peut favoriser la
progression tumorale. Nous avons étudié
par immunohistochimie I’expression de
TLR7 et TLR8 sur des coupes de tumeurs
provenant de patients opérés de carci-
nomes pulmonaires non a petites cellu-
les (NSCLC, non-small cell lung carci-
noma) [9]. Sur une petite cohorte de 13
patients, nous avons montré que TLR7
est exprimé chez 9 patients, et TLR8 chez
les 13 patients, avec des pourcentages
d’expression variables allant de moins
de 10% a 100 % de cellules tumorales
exprimant TLR7 et/ou TLR8. Nous avons
observé une forte expression de TLR7
(Figure 1A) et de TLR8 (Figure 1B) par les
cellules tumorales d’adénocarcinomes et
de carcinomes épidermoides. L'expression
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de TLR7 est périnucléaire alors que celle
de TLR8 est cytoplasmique. L’expres-
sion de ces deux récepteurs a également
été observée sur les cellules épithéliales
bronchiques alors qu’elle ne I'est pas sur
les cellules alvéolaires non tumorales.

La stimulation de TLR7 et TLR8

induit une augmentation

de la survie cellulaire

Pour démontrer la fonction des TLR dans
les cellules tumorales, nous avons étudié
invitro 'activation des voies de signalisa-
tion en aval de TLR7 et 8 dans des cellules
humaines A549 (adénocarcinome) et
SKMES (carcinome épidermoide). Nous
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avons démontré que la stimulation des
cellules par la loxoribine (analogue de la
guanosine), ligand de TLR7 ou par le poly
U, ligand de TLR8, induit une activation
atypique de NF-xB, accompagnée de la
translocation des sous-unités p50 et p65
dans le noyau des cellules. Cette activa-
tion est dite atypique car IkKBo est phos-
phorylé 30 min apres la stimulation sans
étre dégradé. La stimulation des cellules
tumorales pulmonaires par les ligands de
TLR7 ou de TLR8 induit une augmentation
de la survie des cellules, en accord avec
une augmentation de I'expression de la
protéine anti-apoptotique Bcl-2 [9,10].

La stimulation de TLR7 et TLR8 induit
une résistance a la chimiothérapie

Les patients atteints de cancer pulmonaire
sont souvent traités par polychimiothéra-
pie associant des sels de platine avec une
drogue de deuxieme génération comme
la navelbine [11]. Nous avons émis I’hy-
pothese que la stimulation des TLR7 et
TLR8 exprimés par les cellules tumorales
pouvait induire un état de résistance a
la mort cellulaire induite par les drogues
utilisées en chimiothérapie. Nous avons
réalisé des expériences de formation de
colonies de cellules tumorales stimulées

M/S n® 4, vol. 26, avril 2010

ou non par les ligands de TLR7 ou TLRS,
et traitées par chimiothérapie (Figure 2).

Nous avons ainsi montré que la stimula-
tion des cellules par la loxoribine ou le
polyU induit leur résistance a la chimio-
thérapie. Ainsi, lorsque les cellules sont
stimulées par la loxoribine avant le trai-
tement par chimiothérapie, la fraction
de cellules survivantes est deux a trois
fois supérieure a ce qu’elle est dans les
expériences ol les cellules exposées a la
chimiothérapie ne sont pas stimulées par
les ligands de TLR (Figures 2A, B). Cet état
de résistance a été observé en réponse
d une monochimiothérapie (Figure 2A)
ou une polychimiothérapie (Figure 2B).
On observe que la stimulation par des
agonistes de TLR7 provoque une perte de
sensibilité d’un facteur 100 a 1000 des
cellules tumorales au cisplatine [9,10].

Profil d’expression génique

des cellules tumorales pulmonaires

en réponse aux agonistes des TLR

Dans les cellules du systeme immunitaire,
la stimulation des TLR induit la produc-
tion de cytokines inflammatoires. Nous
avons analysé la modulation de I’ex-
pression de génes codant des molécules
effectrices de I'immunité et de 'angio-

Figure 1. Analyse par immunohistochimie de I’ex-
pression de TLR7 (A, C) et TLR8 (B, D). Coupes
de tumeurs pulmonaires inclues en paraffine,
analyse de cellules tumorales (4, B) ou de cellu-
les épithéliales alvéolaires non tumorales (C-D).
Agrandissement : x 40.

genese dans les lignées cellulaires tumorales
pulmonaires stimulées ou non par les ligands
des TLR7 ou TLRS, ainsi que dans les cellules
tumorales primaires isolées a partir de pré-
levements de patients. La stimulation des
cellules par les ligands de TLR7 ou TLR8 induit
une augmentation de 'expression de certains
genes impliqués dans la survie cellulaire,
I’angiogeneése et I"échappement au systeme
immunitaire. Parmi ces genes on retrouve une
forte augmentation de Bcl-2 et du récepteur
de chimiokines CCRA4.

€nfin, nous avons montré sur un nombre
limité d’échantillons de tissus de patients
que le profil d’expression de ces génes par
les cellules tumorales est identique a celui
des lignées cellulaires qui ont été stimulées
in vitro par la loxoribine ou le polyU. Ces
résultats suggerent fortement que les cellules
tumorales des patients ont été stimulées in
situ, dans la tumeur, par des ligands endo-
génes des TLR7 et TLR8, qui pourraient étre
des virus a ARN ou des ARN issus des cellules
nécrotiques.

Perspectives

Un des problemes en thérapeutique anti-
cancéreuse est d’adapter le traitement aux
caractéristiques de la tumeur du patient de
facon a obtenir I'efficacité maximale avec
un minimum de toxicité. La question est donc
celle des criteres de choix thérapeutique et
de la reconnaissance des bons et mauvais
répondeurs, notamment grace a I'identifica-
tion de biomarqueurs prédictifs de résistance
a la chimiothérapie.

Plusieurs de ces biomarqueurs candidats
sont actuellement en cours d’étude dans les
cancers du poumon, dont les protéines MDR
(multi-drug resistance). Il a par exemple été
montré que MDR7/ABCCL0 est un biomar-
queur prédictif de résistance au paclitaxel
(taxol) et & la vironelbine dans les cancers
du poumon de type NSCLC, et qu’'une forte
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expression d’ABCC5% est corrélée a une
résistance a la gemcitabine. Ces trans-
porteurs refletent la capacité intrinse-
que des cellules tumorales a éliminer les
drogues de chimiothérapie.

Cependant les tumeurs se développent
dans un environnement inflammatoire
dont les effets sur la réponse a la chimio-
thérapie restent inexplorés a ce jour et
qui pourrait étre un acteur important de
la réponse a la chimiothérapie. Les TLR
sont exprimés par les cellules du sys-
téeme immunitaire, et les données de la
littérature indiquent que TLR7 et/ou TLR8
sont exprimés par les cellules dendriti-
ques plasmacytoides (pDC) et myéloides
(mDC), les lymphocytes B et les lympho-
cytes Natural Killer (NK). Nous avons
également montré que les cellules des

Zprotéines ABC: famille des transporteurs membranaires
a ATP binding cassette, qui utilisent I’hydrolyse d’ATP pour
I"efflux de substrats.
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structures lymphoides tertiaires présen-
tes dans les cancers pulmonaires de type
NSCLC [12] expriment fortement TLR7 et
plus faiblement TLR8. Une des approches
d’immunothérapie anticancéreuse pour-
rait donc utiliser la stimulation des TLR.
Toutefois, nos travaux incitent a la pru-
dence : "administration de ces agonistes
doit prendre en compte I'expression de
TLR7 et 8 par les cellules tumorales des
patients, surtout si un traitement com-
binant agonistes des TLR et chimiothéra-
pie est envisagé, afin d’éviter que ne se
développe in situ un état de résistance a
la chimiothérapie ou une augmentation
de la survie des cellules tumorales. ¢
Human lung cancer:

role of TLR7 and TLR8 in cell survival
and chemoresistance
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Figure 2. La stimulation des cellules A549 pendant 48h
avec la loxoribine induit une résistance a la chimiothé-
rapie. Les cellules ont été stimulées aux jours 0, 3, 6 et
9 par la loxoribine, puis ont été traitées le jour 12 par
les drogues de chimiothérapie, pendant 36h. La survie
cellulaire a été mesurée par un test de formation de
colonies (A). La fraction survivante (B) a été calculée
ainsi: nombre de colonies apres le traitement par
chimiothérapie/nombre de cellules mises en culture
aujour 0 x PEx 100. PE est I'efficacité de formation de
colonies calculée ainsi: nombre de colonies/nombre

de cellules mises en culture au jour 0.
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