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CRAF, acteur-clé dans les
adénocarcinomes pulmonaires
induits par ’oncogene K-Ras

Sarah Francoz, Pierre Dubus

Les tumeurs pulmonaires

et les oncogenes RAS

Depuis ces 20 dernieres années, le can-
cer du poumon est devenu la premiére
cause de mortalité par cancer dans le
monde. Les genes RAS sont mutés dans
50 % des adénocarcinomes pulmonaires
et 20 % a 30 % des carcinomes pulmo-
naires non a petites cellules (CPNPC), le
type de tumeur pulmonaire le plus fré-
quent chez I’lhomme. Les protéines RAS
sont impliquées dans diverses fonctions
cellulaires essentielles pour I'initiation
et la progression tumorales, comme la
prolifération cellulaire, la différencia-
tion, la mobilité et I’apoptose (pour
revue, voir [1]). Jusqu'a présent, les
différentes stratégies visant a inhiber
pharmacologiquement les oncoprotéines
RAS n’ont pas abouti. Une alternative,
cibler les effecteurs situés en aval des
RAS a des fins thérapeutiques, a été
étudiée. Parmi les différentes voies de
signalisation activées par les protéines
RAS, la voie ERK (extracellular signal-
regulated kinase)-MAPK (mitogen-acti-
vated protein kinase) semble étre prin-
cipalement impliquée dans le contréle
de la prolifération cellulaire, essentielle
au développement tumoral [2]. Uana-
lyse de cette voie de signalisation dans
le développement des CPNPC apparait
donc particulierement pertinente.

Aprés activation de récepteurs par des
stimulus extracellulaires, les GTPases
RAS se lient au GTP et recrutent les
sérine/thréonine kinases RAF a la mem-
brane cytoplasmique (Figure 1). Les RAF
activées phosphorylent et activent les
kinases MEK (mitogen-activated kinase/
ERK kinase) qui, a leur tour, activent les
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kinases ERK. Ces protéines phosphorylent
notamment de nombreux facteurs de
transcription impliqués dans le contrdle
de la prolifération (=) Voir Particle de

cellulaire (=). N. Dumaz et al.,

page 817 de ce numéro
Modéle murin de carcinome pulmonaire
non a petites cellules
La majorité des mutations des génes RAS
(90 %) observées dans les CPNPC affec-
tent K-RAS, essentiellement au niveau
du codon 12. La souris K-Ras*/15L612Vgeo,
générée dans le laboratoire de Mariano
Barbacid [3], permet d’exprimer I'on-
cogéne K-Ras'!? aprés activation par
la recombinase Cre. Ces animaux déve-
loppent des adénomes et adénocarci-
nomes pulmonaires quelques mois apres
traitement par la Cre, et ont été utilisés
comme modéle d’étude des CPNPC (pour
revue, voir [4]). Afin de déterminer
quelle kinase de la voie de signalisa-
tion Raf/Erk/Mek est essentielle pour la
signalisation de K-Ras'!? lors de Pini-
tiation des CPNPC, ces animaux ont été
croisés avec des souris dont chacune des
kinases Raf, Mek et Erk était inactivée,
soit constitutivement, soit de fagon
conditionnelle [5].

Les kinases Erk et Mek sont essentielles
au développement des CPNPC induits
par K-Ras'!?
des souris !

... mais aussi a la survie

+/LSLG12Vgeo ont été croi-

Les souris K-Ras
sées avec les souris Erkl™", Erk2lox/lox
Mek1'0x/1x et Mek2”/-. Afin de cibler
spécifiquement le tissu pulmonaire, les
souris sont traitées avec un adénovirus
(par voie intratrachéale) codant pour la

recombinase Cre. Ceci permet d’exprimer
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I’oncoprotéine K-Ras'!?

et de bloquer
I"expression des alléles floxés (€rk2!™
ou MeklI!®) simultanément et dans les
mémes cellules. Contrairement a Iabla-
tion d’une seule des deux kinases Mek ou
€rk, élimination concomitante des deux
protéines Mek ou Erk dans le tissu pulmo-
naire altere significativement le nombre
de tumeurs induites par 'oncogéne K-Ras
et conduit a une augmentation de la
survie de ces animaux (Figure 2). Les
quelques tumeurs présentes conservent
au moins un alléle k2% ou Mekl'
non recombiné, démontrant qu’elles ne
peuvent se développer en I'absence des
deux kinases Erk ou Mek. Ces observations
démontrent que la voie de signalisation
€rk-Mapk est essentielle pour les pro-
priétés oncogéniques de K-Ras dans ce
modeéle murin de CPNPC [5]. Afin d’étu-
dier I'implication des kinases €rk et Mek
dans "homéostasie normale chez I'ani-
mal adulte, les souris Erk1™~; Erk2iox/lox .
RERTert/ert et Mekllox/lax ; MekZ‘/';
RERTEMert ont été générées. La lignée
RERTeert exprime la Cre€RT2 (Cre recom-
binase inductible par le tamoxiféne) de
fagon ubiquitaire. ablation ubiquitaire
des kinases Mek ou €rk chez la souris
adulte est létale en quelques semaines
(Figure 2). Par dilleurs, les inhibiteurs de
MEK CI-1040, AZD6244 et PD0325901, tes-
tés a des doses tolérées dans des essais
cliniques de phase précoce, montrent
leur absence d’activité antitumorale sur
des CPNPC [6-8]. Un autre inhibiteur de
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Figure 1. La voie de signalisation Ras/Raf/Mek/Erk. La liaison de facteurs de croissance au récep-

teur @ activité tyrosine kinase (RTK) conduit a I’autophosphorylation du récepteur et au recrute-

ment de la protéine adaptatrice Grb2 (growth factor receptor bound 2) qui se lient également aux

GEF (guanine nucleotide-exchange factors). Grb2-GEF induisent I’activation des GTPases Ras par

liaison au GTP. Les Ras-GTP recrutent alors les kinases Raf a la membrane ou elles seront activées

par phosphorylation. Les Raf phosphorylent ensuite les kinases Mek qui vont a leur tour phospho-

ryler les kinases €rk. Les protéines GAP (GTPase-activating proteins) permettent I’hydrolyse du

GTP en GDP et Iinactivation des Ras.

MEK : GSK1120212, a permis de stabiliser
la maladie chez 9 des 14 patients traités
atteints de CPNPC mutés pour K-RAS!.
L'ensemble de ces résultats confirme
I’intérét des inhibiteurs dirigés contre
€RK ou MEK dans le traitement des CPNPC
mutés pour K-RAS, tout en soulignant la
difficulté de trouver des doses thérapeu-
tiques efficaces sur la tumeur et tolérées
par le patient au niveau systémique.

Analyse de I’implication

des protéines Raf dans I’émergence

des adénocarcinomes pulmonaires mutés
pour K-Ras

Un réle-clé pour c-Raf

Les kinases Raf sont les effecteurs directs
de K-Ras au sein de la voie €rk-Mapk.
De fagon surprenante, I'ablation de BRaf
n'a pas d’effet sur le développement

U http://www.esmo.org/events/milan-2010-congress
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des tumeurs. €n revanche, le nombre
d’adénomes et d’adénocarcinomes est
fortement réduit en I"absence de CRaf et
la survie des souris est allongée (Figure 2)
[5]. De plus, les tumeurs qui se dévelop-
pent chez ces animaux gardent au moins
un alléle c-Raf® non recombiné, démon-
trant le role essentiel de la kinase CRaf
dans la transduction du signal oncogé-
nique de K-Ras. Les autres protéines Raf
(B-Raf et A-Raf) ne sont donc pas capa-
bles de compenser la perte de CRaf dans
ce modele. Le mécanisme moléculaire
bloquant in vivo le développement de
CPNPC induits par I’oncogéne K-Ras"'? en
I’absence de CRaf reste indéterminé. De
fagon intéressante, I’ablation de c-Raf
chez la souris adulte n’affecte pas la
santé générale des animaux (Figure 2),
suggérant que I'inhibition spécifique de
cette molécule par des produits pharma-
cologiques pourrait étre bien tolérée par
les patients atteints de CPNPC.

CRAF cible thérapeutique potentielle des
CPNPC exprimant ’oncogéne K-Ras"!2

Dans un autre modele, celui des mélano-
cytes, BRAF active la voie de signalisa-
tion ERK-MAPK, alors que dans les méla-
nomes mutés pour RAS, c’est CRAF qui
joue ce rdle [9] (»). De plus, un modéle
in vivo a permis
de démontrer que
CRAF est essentiel
au développement

(=) Voir Particle de
Nicolas Dumaz et al.,
page 817 de ce numéro

et au maintien de tumeurs épidermiques
induites par Ras [10]. ensemble de ces
résultats suggere également que CRAF
serait impliqué dans le développement
de différents types de tumeurs mutées
pour RAS.

Les inhibiteurs de RAF possédant une
activité dirigée contre BRAF et CRAF inhi-
bent la prolifération des tumeurs mutées
pour BRAFYSY% en bloquant la voie ERK-
MAPK [11, 12] (=). Au contraire, dans
un contexte RAS mutant ou BRAF/RAS
sauvage, ces inhibiteurs induisent une
augmentation de la croissance tumorale
en activant la voie de signalisation ERK-
MAPK. Par ailleurs, un tiers des patients
atteints d’un mélanome et traités avec
un inhibiteur de BRAF développent des
carcinomes épidermoides cutanés [13,
14]. Il reste a déterminer si des inhibi-
teurs spécifiques de CRAF auraient le
méme effet.

D’autres modeles ont démontré I'im-
portance de I'inhibition de Cdk4 [15] et
NFkB [16] dans le développement des
CPNPC ayant une mutation de K-Ras.
Ainsi, I"association d’inhibiteurs de
CRAF, Cdk4 et NFKB pourrait avoir un
effet synergique dans le traitement des
tumeurs pulmonaires.

Perspectives

Le modele présenté ici a permis d’identi-
fier les genes de la voie de signalisation
€rk-Mapk impliqués dans I'initiation des
CPNPC induits par K-Ras'!2. De nouveaux
modéles murins, permettant I’étude de
Ilimportance de ces genes dans la main-
tenance et la progression des adénocar-
cinomes pulmonaires mutés pour K-Ras,
sont actuellement en cours de mise
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