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> Il est clairement établi que le systeme immu-
nitaire réagit tres précocement a I'apparition
et au développement d’une masse tumorale.
Cette réaction fait intervenir une réponse cellu-
laire (activation des lymphocytes T) mais aussi
une réponse humorale (production d’anticorps)
contre des autoantigenes tumoraux devenus for-
tement immunogénes. Durant ces dix dernieres
années, des méthodes de protéomique ont été
développées afin d’identifier les autoanticorps
circulants et les antigenes qui leur correspondent
dans différents types de cancer. La détection
dans le sérum des patients d’un panel d’auto-
anticorps dirigés contre des protéines tumorales
a ainsi été proposée comme nouvelle stratégie
diagnostique en cancérologie. Cette signature
humorale semble tout particulierement adaptée
a la détection précoce des cancers, notamment
ceux du sein et du poumon. Elle présente un grand
intérét pour les patients qui ont un risque élevé
de développer des cancers comme par exemple
les sujets tabagiques chroniques, et pour lesquels
il y a un déficit d’examens complémentaires. <

Dans cette revue, nous nous intéressons aux propriétés
qui font des autoanticorps des biomarqueurs potentiels
et décrivons les techniques qui permettent leur identifi-
cation. Nous insistons ensuite plus particulierement sur
Iintérét des signatures humorales en pratique clinique
et enfin, nous discutons des défis futurs, notamment
ceux qui concernent la validation de ces tests.

La détection des cancers aux premiers stades de la mala-
die est un des enjeux majeurs en cancérologie. €lle se jus-
tifie notamment par le fait que le risque de récidive locale
ou a distance est bien plus faible lorsque le cancer est dia-
gnostiqué précocement que lorsqu’on le décele a un stade
avancé [1]. Ceci est particuliérement important dans les
populations de patients a haut risque de développer un
cancer, I'incidence de la maladie y étant significativement
plus élevée que dans la population générale. l'imagerie a
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depuis plusieurs années permis des avancées significatives dans I"aide au
diagnostic. Des appareillages de plus en plus sensibles ont été développés,
capables désormais de mettre en évidence des tumeurs inframillimétri-
ques. Des efforts importants d’organisation ont aussi été accomplis pour
assurer I'accés de la population générale a ces appareillages comme on
le voit par exemple avec le dépistage organisé du

. (=) Voir Particle de
cancer du sein en France [30] (=), ou encore avec

Claire Julian-Reynier,
la mise en place de réseaux nationaux de formation

pour les utilisateurs. Malheureusement, le méme

page 657 de ce numéro

constat ne peut étre fait pour les marqueurs tumoraux sériques. £n effet,
la majorité d’entre eux ont été identifiés il y a maintenant plusieurs
décennies et rares sont ceux dont la détection peut étre proposée dans
le cadre d’un dépistage ou d’un diagnostic précoce du cancer [2]. Leur
utilisation est actuellement limitée, le plus souvent a I’établissement du
bilan initial du cancer (valeur de référence), a I’évaluation de I'efficacité
thérapeutique et a la surveillance d’une récidive.

Une voie de recherche intéressante dans I’identification de nou-
veaux marqueurs sériques des formes précoces de cancers semble
étre I’étude de la réponse humorale. Ainsi, au cours de ces dernieres
années, un tres grand nombre d’articles de recherche ont apporté la
preuve de I’existence d’autoanticorps circulants dans le sérum de
patients atteints de cancers [3]. Cette inflation littéraire s’explique
notamment par I'importance des avancées technologiques réalisées
ces dix derniéres années.

Autoantigénes et autoanticorps associés :
techniques d’identification

Le répertoire d’autoanticorps liés aux tumeurs est généralement
étudié par des techniques de protéomique [29]. Les deux techniques
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Figure 1. Techniques de
protéomique utilisées
pour Uidentification des
autoantigénes tumo-
raux. A. Le criblage des
autoantigenes expri-
més par les tumeurs a
d’abord été réalisé par
la technique du SEREX
[25, 26]. Une banque
d’expression d’ADNc
est construite a partir
d’échantillons tumo-
raux et clonée dans des
phages d’expression. Les
phages recombinants
sont ensuite transfec-
tés dans des bactéries
(€. coli). Les protéines
recombinantes, expri-
mées durant I'infection

des bactéries, sont
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lulose qui est ensuite
incubée avec le sérum
autologue du patient.
|dentification Les clones réagissant
par spectrométrie avec les anticorps des

de masse patients (IgG) sont

Protéines recombinantes

identifiés par un second

anticorps conjugué a

une enzyme. UADNc cor-
respondant est ensuite séquencé. Le principal avantage du SEREX est qu’il permet I"exploration de la réponse humorale dans le sérum des patients avec leur
propre tumeur comme source antigénique. B. La seconde technique, le SERPA, associe une séparation des protéines tumorales par électrophorése bidimen-
sionnelle (2-DE) en fonction de leur point isoélectrique (pl) et de leur poids moléculaire (PM). Les protéines sont transférées et immobilisées sur une mem-
brane. Les sérums des patients atteints de cancer ou des contrdles sont criblés individuellement, permettant I'immunodétection d’antigenes spécifiques
parmi plusieurs milliers de protéines séparées. Le marquage comparatif des blots permet la détection de spots réagissant spécifiquement avec les sérums
de cancer. Ces spots sont ensuite excisés du gel et les protéines sont identifiées par spectrométrie de masse. Le SERPA permet 'identification d’isoformes
et de modifications post-traductionnelles, mais est limité concernant I'identification de protéines de faible poids moléculaire ou de faible abondance, a
cause de la sensibilité de détection. C. U'approche par puces regroupe 2 formats. Les puces a protéines (C) sont basées sur des centaines voire des milliers
d’antigeénes connus immobilisés sur une lame de verre. Les puces sont ensuite incubées avec des sérums de patients et de contréles afin d’isoler les anti-
genes qui réagissent spécifiquement. En général, les protéines sont produites dans des systemes procaryotes (€. coli), ce qui empéche I'identification de
modifications post-traductionnelles. Les puces a capture inverse immobilisent non plus des protéines, mais des anticorps connus et spécifiques synthétisés
pour lier les antigenes natifs contenus dans les extraits de tumeurs ou de lignées cellulaires. Les autoanticorps provenant de patients et de contrdles sont
marqués avec différentes cyanines fluorescentes et, apres incubation, le ratio de fluorescence détermine I"abondance relative des autoanticorps dans un
échantillon donné. Uidentification est directe grace aux anticorps connus, et cette technique, contrairement aux puces a protéines, permet I'identification

d’épitopes tumoraux naturels et de modifications post-traductionnelles.

(Figure 1A et B). Elles restent A ce titre les techniques
de référence pour I"étude de la réponse humorale au

principales qui ont permis d’identifier un trés grand nombre d’autoan-
tigénes sont le SEREX (serological identification of antigens by recom-

binant expression cloning) et le SERPA (serological proteome analysis) — développement d’un cancer. Cette analyse a largement
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profité des progres technologiques réalisés ces derniéres années
dans la miniaturisation des outils. €n effet, sur le méme principe que
celui des puces a ADN, des puces a protéines ont été développées
(Figure 1C). Leur principe est basé sur 'immobilisation d’antigénes ou
d’anticorps sur un support (lame) et sur une analyse différentielle des
interactions autoantigéne/autoanticorps. Ces puces a protéines ont
facilité la découverte de nouveaux autoanticorps et des antigénes qui
leur sont associés dans le sérum de patients atteints de cancer (pour
revue, voir [3]).

Intérét clinique de I’étude des profils sériques
d’autoanticorps pour la détection précoce des cancers

Les autoanticorps comme source de biomarqueurs

Bien que peu de données soient disponibles concernant I’origine de la
production d’autoanticorps en réponse a la présence tumorale, il est
maintenant bien établi que les patients atteints de cancers produisent
des autoanticorps contre des protéines mutées [4], mal repliées [5],
surexprimées [6], dégradées de maniére aberrante [7], glycosylées
de maniére aberrante [8, 9], ou exprimées de maniére ectopique
[10]. Ces réponses spontanées sont fréquemment détectées chez les
patients, de 5 a 30 % des patients pour un seul autoantigene.

Les autoanticorps sont un groupe de biomarqueurs sériques qui pré-
sentent des propriétés intéressantes pour la détection précoce des
cancers (Figure 2). €n effet, ils apparaissent trés tdt au cours du déve-
loppement tumoral [11]. De plus, ils sont sécrétés dans la circulation
systémique et peuvent donc étre facilement accessibles par une simple
prise de sang. Par ailleurs, leur stabilité dans le sérum des patients
en fait des marqueurs tout a fait remarquables comparativement
a d’autres marqueurs potentiels, y compris les autoantigénes eux-
mémes qui sont rapidement dégradés dans le sérum ou rapidement éli-
minés [12]. €n effet, les anticorps ne sont pas soumis a la protéolyse,
ce qui simplifie la manipulation et la collecte des échantillons. €Enfin,
les anticorps sont des molécules biochimiquement bien caractérisées,
et de nombreux réactifs et techniques sont disponibles pour leur
détection, ce qui simplifie le développement de tests.

Principe d’une signature humorale spécifique des cancers

Au cours de ces derniéres années, les études sur les autoanticorps
se sont focalisées sur I'identification non pas de marqueurs uniques
mais d’un panel de biomarqueurs, constituant de véritables signatu-
res humorales des cancers. €n effet, la plupart des études montrent
qu’en moyenne, la fréquence d’apparition chez les patients d’un
autoanticorps pris isolément est d’environ 30 %. De plus, un méme
autoanticorps peut étre produit dans différents types de cancer. Par
exemple, seuls 20 a 40 % des patients atteints de cancer développent
des autoanticorps dirigés contre la protéine p53 mutée [13]. ’hétéro-
généité cellulaire des cancers ainsi que la variabilité interindividuelle
de la réponse immunitaire en général expliquent probablement a elles
seules I’hétérogénéité de la réponse humorale chez les patients. Ainsi,
étant donné qu’il n’existe pas d’autoanticorps produits systématique-
ment chez tous les patients atteints de cancer, il est apparu important
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d’identifier une combinaison de marqueurs bien définie
qui permette d’augmenter la sensibilité et la spécificité
de la détection.

Les signatures humorales des populations

a haut risque de cancer broncho-pulmonaire

La reconnaissance de panels (signatures) d’autoanti-
corps a un intérét tout particulier dans certaines popu-
lations présentant un risque élevé de cancer mais il est
difficile de les identifier a cause du manque de sensi-
bilité des méthodes de détection. Ceci est particuliere-
ment vrai dans le cas des cancers du poumon. €n effet,
la radiographie pulmonaire et le scanner hélicoidal sont
les méthodes de dépistage les plus couramment utili-
sées chez les patients ayant un tabagisme chronique et
a haut risque de cancer, présentant le plus souvent un
degré avancé de fibrose pulmonaire [27]. Tout nodule
suspect est alors exploré par biopsie bronchique voire
thoracotomie exploratrice, ou alors, si cela est impos-
sible, par la mise en place d’une surveillance radiogra-
phique et clinique rapprochée. Or, il s’avére que pres de
90 % des nodules pulmonaires détectés se révelent étre
bénins, ce qui signifie que le geste interventionnel est
inutile dans plus de 20 % des cas [14]. La surveillance
radiographique est donc tres délicate chez ces patients
et cette approche montre ici ses limites.

Plusieurs signatures humorales ont été décrites dans
différentes cohortes de patients a risque élevé de
cancer du poumon. Celle proposée par I’équipe de
Hanash est probablement la plus prometteuse. A
partir d’une approche basée sur le principe des puces
a protéines, cette équipe a tout d’abord sélectionné
un groupe de trois autoanticorps (dirigés contre
’annexine |, le récepteur de la laminine 1 [LAMR1],
et la protéine 14-3-3 théta) spécifique d’un groupe
de cancers. Par la suite, la sensibilité et la spéci-
ficité de ce profil ont été étudiées dans un second
groupe indépendant de 85 patients bronchitiques
chroniques qui ne présentaient aucune anomalie
clinique ou radiographique pathognomonique d’un
cancer du poumon. De maniére trés intéressante,
les patients chez lesquels les valeurs d’anticorps
étaient élevées développeront quelques mois plus
tard un cancer bronchopulmonaire [15]. Chen et ses
collaborateurs ont développé une approche similaire
a partir de banque de phages [16]. Un profil humoral
de 22 peptides immunogénes a été analysé dans une
population de 125 patients porteurs d’un cancer du
poumon comparée a une population tabagique chro-
nique. Les résultats ont montré que ce panel permet-
tait de discriminer les 2 groupes avec une sensibilité
de 85 % et une spécificité de 86 %. De méme, le
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Figure 2. Syntheése des avantages d’un test précoce basé sur une signature d’autoanticorps.

groupe de Robertson a étudié un panel de sept autoanticorps
(dirigés contre les protéines p53, c-myc, HER2 [human epidermal
growth factor receptor 2], NY-€S0-1 [de la famille des cancer-
testis antigens], CAGE [cancer-associated antigen gene], MUC1
[Mucin 1, cell surface associated] et GBU4-5) par la technique
de 76 % et 92 % [17]. Dans une étude publiée trés récemment,
des sensibilités de 36 %, 39 % et 37 % et des spécificités de 91 %,
89 % et 90 % ont été observées dans trois cohortes indépendantes
de patients porteurs d’un cancer du poumon a partir d’un profil
humoral de six autoanticorps (dirigés contre les protéines p53, NY-
€5S0-1, CAGE, GBU4-5, annexine 1 et SOX2) [18]. Enfin, des travaux
récents ont utilisé une banque d’expression d’ADN complémentaire
pour identifier six peptides immunogenes. Ceux-ci ont été proposés
comme signature humorale et ont permis de distinguer les patients
atteints de cancers (n =90) de ceux qui n’étaient pas atteints
(n=90) et des patients bronchitiques chroniques (n =30) avec
une sensibilité et une spécificité élevées (> 93 %) [19].

Ainsi, cette signature humorale basée sur I"étude de la fréquence
d’apparition d’un panel d’anticorps est une approche prometteuse
pour le diagnostic des formes précoces de cancer. Une telle signa-
ture, si elle devait étre utilisée, le serait en complément des examens
radiographiques afin de diminuer le nombre de faux positifs qui reste
extrémement élevé en pratique clinique. Toutefois, les résultats de ces
études soulignent également qu’il est difficile de distinguer par ces
approches les cancers de bas grade des cancers de haut grade [20],
et les différents sous-types histologiques de cancer du poumon [18,
201, probablement parce que des sous-ensembles communs d’autoan-
ticorps sont produits en réponse a un type histologique, voire molécu-
laire, de cancer.
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Synthese Amplification

Détection préclinique

Intérét des autoanticorps dans
le diagnostic précoce des formes
pré-invasives de cancer du sein
Uidentification d’une signature humo-
rale spécifique des formes précoces des
P cancers du sein est également une voie
biologique , )
de recherche largement explorée. Ceci
s’explique notamment par les limites
actuelles du dépistage par mammogra-
phie. La mammographie est une tech-
nique dont la sensibilité est élevée dans
la population générale, ce qui explique
en grande partie I'augmentation de I'in-
cidence des formes précoces de cancer
du sein en France depuis 20 ans [21,
28]. Malgré tout, sa sensibilité chute
considérablement dans les cancers sans
signes d’appel radiographiques évidents,
le plus souvent chez des patientes ayant
une densité mammaire radiographique
élevée. Les principaux signes d’appel
sont les microcalcifications des tumeurs
et la réaction stromale desmoplastique’. Les micro-
calcifications, qui proviennent de la calcification de la
nécrose axiale des formes de haut grade histologique, ne
sont pas systématiques puisque 15 a 20 % de nécroses
axiales n’ont pas de calcifications. De plus, elles sont
absentes dans les tumeurs de bas grade. Par ailleurs,
la radiographie des seins denses produit une quantité
importante de rayonnements diffusés responsables d’un
manque de contraste entre les opacités et le tissu mam-
maire environnant. Les signes indirects (signe de la tente,
bombement anormal dans la graisse rétroglandulaire,
surdensité focale, rupture architecturale et attraction
convergente anormale des crétes de Duret?) sont alors
importants a rechercher mais ils sont difficiles a mettre
en évidence et parfois méme absents.
Dans ce contexte, notre équipe a mis en évidence par
la technique du SERPA une signature humorale compo-
sée de cing autoanticorps dirigés contre les protéines
FKBP52, cyclophiline A, péroxiredoxine 2, HSP60 et
MUCL, qui a permis de discriminer 82 patientes atteintes
de carcinomes ductaux in situ (DCIS) de 93 femmes sans
cancer avec une sensibilité de 72,2 % et une spécificité
de 72,6 % [22]. Une autre équipe a développé un test
comprenant sept autoanticorps (dirigés contre p53,

! Ce terme désigne la réaction du tissu situé entre les glandes qui est remplacé par
un tissu fibreux, vascularisé, inflammatoire.

?Crétes de Duret : les lobes les plus superficiels de la glande mammaire sont sépa-
rés du derme par des ligaments faits de multiples tractus fibreux dispersés dans
des espaces graisseux. Les crétes de Duret forment la base de ces ligaments et la
glande s’insinue dans les crétes. Signe de la tente : une simple encoche antérieure
ou postérieure.



c-myc, NY-£S0-1, BRCAL, BRCA2, HER2, MUC1) [23]. Ce test a une sen-
sibilité de 45 % chez les femmes ayant développé un DCIS et de 68 %
chez les femmes atteintes de carcinomes primaires, avec une spécifi-
cité de 85 %. De telles signatures, si elles étaient utilisées en pratique
clinique, pourraient permettre de proposer aux femmes chez lesquelles
la mammographie s’avere négative mais le test autoanticorps positif
des examens complémentaires plus adaptés (échographie, imagerie a
résonance magnétique, etc.).

Les défis futurs

Ils portent principalement sur I'identification des combinaisons
d’antigenes les plus pertinentes possibles. Plusieurs points sont a
prendre en considération. Premiérement, la source d’antigenes doit
étre la plus proche possible des conditions physiopathologiques a
I’origine de la réponse humorale chez les individus atteints de can-
cers. Les extraits protéiques tumoraux sont probablement le meilleur
choix, bien que la disponibilité de ces tissus soit en pratique tres
dépendante du type tumoral. A titre d’exemple, 'obtention d’échan-
tillons de lésions pré-invasives est souvent de I’ordre de I’impossi-
ble du fait de la nécessité pour le pathologiste d’étudier la piece
opératoire dans son ensemble afin de s’assurer de I’absence d’in-
vasion ou de micro-invasion. Ces conditions permettent également
de conserver les protéines immunogenes avec leurs modifications
post-traductionnelles (glycosylation, phosphorylation, sumoylation,
etc.). Uamélioration des techniques de protéomique est également
un des défis majeurs dans un avenir proche. Dans cet objectif, des
techniques de séparation telles que la nanochromatographie liquide
permettent aux protéines de relativement faible abondance d’étre
analysées. €nfin, il faudrait probablement utiliser les données de
la littérature afin de proposer une combinaison de nouveaux mar-
queurs et de marqueurs existants. Dans une étude de premier ordre,
Wang et ses collaborateurs [24] ont proposé de combiner un panel
de 22 peptides immunogenes avec la détection du marqueur de
référence, Iantigéne spécifique de prostate (PSA). Cette signature
permet d’obtenir une sensibilité significativement supérieure (93 %)
a celle du PSA seul (80 %), améliorant ainsi sa valeur diagnostique.
Ce panel pourrait étre utilisé pour les patients qui présentent des
taux sériques de PSA inférieurs ou égaux a 10 ng/ml, comme aide a
la décision de pratiquer une biopsie.

Conclusion et perspectives

La sensibilité et la spécificité des panels d’autoanticorps utilisés
pour détecter précocement les cancers se sont significativement
améliorées et ont ainsi apporté la preuve que la détection préclini-
que était réalisable dans les groupes a haut risque tels que les bron-
chitiques chroniques dans le cancer du poumon. Ces tests seraient
alors proposés en complément des examens radiographiques stan-
dard afin de réduire la proportion des faux positifs. Dans d’autres
types de cancers comme le cancer du sein, ces études sont entravées
par le manque de disponibilité de sérums, de tumeurs a des stades

m/sn® 6-7,vol. 27, juin-juillet 2011

précoces, et de cohortes pré-diagnostiques. A ce
titre, ’analyse des populations porteuses de formes
familiales de cancer (mutations de BRCA1-2) serait
d’un grand intérét. La disponibilité d’échantillons
humains est donc un facteur trés limitant pour étudier
la réponse humorale dans les cancers.

Comme nous 'avons vu, les données actuelles concernant
les autoanticorps sont prometteuses mais manquent
d’études de validation. Dans I’avenir, la plupart des études
devront étre validées cliniquement dans de larges cohor-
tes de patients indépendantes et multicentriques afin de
déterminer la valeur des biomarqueurs potentiels en ter-
mes de sensibilité, spécificité et de valeur prédictive. ¢

SUMMARY

Serum autoantibodies profiling and early-stage
cancer detection

It is now well established that an immune response to
cancer is elicited in humans, as demonstrated in part by
the identification of autoantibodies against a number
of tumor-associated antigens in sera from patients with
different types of cancer. During these past few years,
proteomic approaches have been developed to identify
tumor-associated antigens and their cognate autoan-
tibodies. Detection of a panel of serum autoantibodies
has thus been proposed as a new method for early cancer
diagnosis. €arly detection seems to be particularly ade-
quate in high-risk populations, such as heavy smokers
for lung cancer or in women with high mammographic
density for breast cancer. In this review, we highlight the
features of serum autoantibody biomarkers and outline
the proteomic strategies employed to identify and vali-
date their use in clinical practice for cancer screening
and diagnosis. We particularly emphasize the clinical
utility of autoantibody signatures, using the examples
of lung and breast cancer. Finally, we discuss the chal-
lenges remaining for clinical validation. ¢
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