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Article abstract

A key challenge in clinical proteomic of cancer is the identification of
biomarkers that would allow early detection, diagnosis and monitor
progression of the disease to improve long-term survival of patients. Recent
advances in proteomic instrumentation and computational methodologies
offer unique chance to rapidly identify these new candidate markers or
pattern of markers. The combination of retentate affinity chromatography and
surfaced-enhanced laser desorption/ionization time-of-flight (SELDI-TOF) mass
spectrometry is one of the most interesting new approaches for cancer
diagnostic using proteomic profiling. This review aims to summarize the
results of studies that have used this new technology method for the early
diagnosis of human cancer. Despite promising results, the use of the proteomic
profiling as a diagnostic tool brought some controversies and technical
problems and still requires some efforts to be standardised and validated.
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> Bien que des progres considérables aient été
réalisés ces dernieres années dans la compré-
hension des processus tumoraux, les retombées
cliniques pour le diagnostic précoce des tumeurs
demeurent limitées. L’avenement récent de nou-
veaux outils de protéomique, faisant appel a des
techniques de biopuces a protéines, a totalement
modifié les perspectives dans ce domaine et per-
mis I’émergence du concept de profil d’expres-
sion protéique, véritable signature moléculaire
de la tumeur. Sur la base de ce profil, la détection
des cancers pendant la phase asymptomatique
pourrait constituer une réelle avancée pour le
patient et sa prise en charge thérapeutique.
Cet article présente la plate-forme protéomique
SELDI-TOF et ses premieres applications en can-
cérologie. Toutefois, si ces applications laissent
présager de multiples développements en can-
cérologie clinique, de nombreuses améliorations
restent a faire avant leur implantation en routine
hospitaliere. <
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pour chaque tumeur.

Une telle signature moléculaire associée aux données
cliniques et anatomopathologiques devrait permet-
tre le dépistage des stades précoces de cancer avant
'apparition des signes cliniques. Récemment, les pro-
grés en nanotechnologies fondés sur des méthodes
de chromatographie liquide ou de surface ont permis

€n dépit d’avancées significatives, nos connaissances I’émergence de nouvelles techniques d’analyse pro-

sur la physiopathologie des cancers sont encore par- téomique appliquées aux pathologies humaines [1-6].
cellaires et les retombées pratiques de ces recherches  Dans cet article, nous ne détaillerons pas I’ensemble de

dans le domaine du dépistage, du diagnostic, du pro- ces technologies. €n revanche, nous nous focaliserons

nostic ou des traitements sont encore trop limitées. La  sur une plate-forme qui associe la chromatographie

compréhension des différentes étapes permettant le  d’affinité de surface (ProteinChip®) et la spectrométrie

passage d’une Iésion localisée vers une tumeur invasive  de masse et qui nous semble, @ ce jour, la mieux adap-

est particulierement importante car elle conditionne  tée aux contraintes liées a la protéomique clinique.

la prévention et la prise en charge des cancers invasifs

dont la mortalité reste élevée (Figure 1). C’est pour- Marqueurs biologiques sériques

quoi, il est nécessaire d’élaborer de nouvelles straté- et détection des cancers

gies pour identifier les protéines impliquées dans des

mécanismes physiologiques ou pathologiques en ligne  Par définition, les marqueurs tumoraux ne sont pas

directe avec I'initiation et/ou la progression tumorale.  statiques et leur expression varie au cours du temps

Ces approches se focalisent non plus sur 'identification  en fonction de I’état général du patient, du processus

d’un marqueur unique, mais sur plusieurs marqueurs tumoral ou des traitements (Figure 1). €n pratique,
co-exprimés, débouchant ainsi sur I’établissement d’un  bien qu’un grand nombre de marqueurs présomptifs

ait été identifié, peu d’entre eux ont été promus et

Article recu le 19 janvier 2005, accepté le 18 mai 2005.
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recommandés pour une utilisation diagnostique dans



la population générale (Tableau ). 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. La performance d’un test diagnostic
est fondée sur sa capacité a classer correctement les individus dans
les différents sous-groupes cliniques (sujets sains versus sujets
malades). Le test idéal devrait étre totalement négatif chez les
sujets en bonne santé (100 % de spécificité) et totalement positif
pour un type de tumeur donnée (100 % de sensibilité). Par ailleurs,
ces marqueurs devraient montrer une corrélation nette entre leur
concentration sérique et la taille de la tumeur. Actuellement, il
existe peu de marqueurs possédant une spécificité et une sensibi-
lité suffisantes pour avoir une utilité en clinique dans le diagnos-
tic des stades précoces des cancers. Seuls I'antigene prostatique
spécifique (PSA) et la thyrocalcitonine sont utilisés en routine,
respectivement pour le dépistage et le diagnostic des cancers de
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Figure 1. Diagramme de la progression tumorale.|l est généralement admis
que I"oncogeneése suit un schéma progressif au cours duquel s’accumulent des
altérations morphologiques et moléculaires aboutissant a un déreglement du
comportement de la cellule avec des processus de prolifération et d’invasion
(franchissement de la membrane basale, envahissement loco-régional, métas-
tase). Par définition, les marqueurs tumoraux sont les indicateurs biologiques
de ces changements moléculaires survenant lors du processus tumoral. s sont
généralement le reflet d’altérations génétiques comme des mutations, des per-
tes d’hétérozygotie ou des remaniements chromosomiques qui, au final, vont
affecter un certain nombre de geénes actifs et leurs produits. La caractérisation
moléculaire et fonctionnelle de I'ensemble de ces altérations et de leurs effets
permet d’envisager I’établissement d’une signature moléculaire des tumeurs
a un stade précis du processus tumoral. En théorie, ces marqueurs peuvent
apporter des éléments d’information importants pour le dépistage d’un cancer
pendant la phase asymptomatique, pour son diagnostic et son pronostic, mais

aussi pour la surveillance thérapeutique a un stade plus avancé de la maladie.
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la prostate et des formes familiales de

cancers médullaires de la thyroide. Ces

deux seuls exemples illustrent la difficulté d’identifier
des marqueurs de lésions cancéreuses pré-invasives
qui sont, par définition, des tumeurs trés localisées ne
franchissant pas la membrane basale. Ces marqueurs
correspondent généralement a des protéines sécrétées
directement par les cellules cancéreuses ou par le
microenvironnement tumoral dans un espace vascu-
laire de diffusion a proximité de la tumeur. Toute la
difficulté consiste a les identifier et a les doser dans
la circulation générale.

Le SELDI-TOF, un nouvel outil technologique
en protéomique clinique ?

Récemment, des avancées méthodologiques en spec-
trométrie de masse ont ouvert des perspectives inté-
ressantes pour Iidentification de nouveaux marqueurs
tumoraux. Parmi celles-ci, la plate-forme SELDI-TOF
(surfaced-enhanced laser desorption/ionization time-
of-flight) présente de nombreux avantages par rap-
port aux autres techniques, notamment en raison de
sa simplicité d’utilisation, de sa sensibilité et de sa
capacité d’analyse & haut débit des échantillons (prés
de 800/jour). Cette technique permet la séparation,
la détection et I’analyse de protéines, directement a
partir de I’échantillon biologique avec une sensibilité
de I’ordre de la femtomole (Figure 2). Elle est toutefois
limitée par la gamme de masse protéique analysable,
avec une tres bonne détection pour les protéines infé-
rieures @ 20-30 kDa et une sensibilité moindre pour
les protéines de plus hautes masses. €n combinant les
différentes surfaces chromatographiques disponibles,
on obtient une vue d’ensemble des peptides et des
protéines présents dans un échantillon donné. U'analyse
différentielle et statistique de I"ensemble des données
fournies par les profils protéiques des groupes témoins
(sujets sains sans cancer) et pathologiques est une des
étapes les plus importantes de ces études protéomi-
ques. Pour cela, il existe une multitude d’algorithmes
informatiques fondés sur des analyses statistiques
multivariées (analyse discriminante, classification
hiérarchique...). Ces algorithmes permettent d’analyser
des données complexes et d’extraire des spectres de
masse la meilleure combinaison de marqueurs capables
de discriminer chacun des deux groupes. Par la suite,
Iidentification des marqueurs potentiels nécessite des
étapes supplémentaires de purification par des métho-
des électrophorétiques ou chromatographiques avant
de caractériser précisément la protéine d’intérét par
spectrométrie de masse.
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Applications en cancérologie

Le concept de signature tumorale ou
profil protéique

profil protéique spécifique pourrait étre suffisant pour le diagnostic
précoce de pathologies cancéreuses. Un des premiers groupes a pro-
poser cette hypothése a été I’équipe de Pétricoin et Liotta qui, en
2002, a réalisé une étude comparant 50 femmes atteintes de cancer
de ovaire a différents stades et 50 femmes témoins [7]. Par une

Des les premiers résultats issus de la technologie SELDI-
TOF, de nombreux auteurs ont suggéré qu’un simple

approche SELDI-TOF, les auteurs ont pu identifier un profil protéique

Marqueurs Utilisation Cancers cibles

AFP Dg-S Foie, testicule

(ot-feeto-

protéine)

CA125 S Adénocarcinomes séreux
ovariens

CAl15-3 S Sein

CA19-9 Dg-S Pancréas, tractus
digestif

ACE (antigene S Colorectal

carcino-

embryonaire)

[B-HCG Dg-S Choriocarcinome placentaire

(hormone Choriocarcinome testiculaire

chorionique Autres tumeurs germinales

gonadotropique)

NSE Dg-S Cancer bronchique a petites

(neuron cellules

specific Neuroblastome

enolase)

PSA D-Dg-S Adénocarcinome prostatique

(prostate

specific

antigen)

Thyro- D-Dg Cancer médullaire thyroide

calcitonine

Thyroglobuline S Cancer différencié de la
thyroide

CYFRA 21-1 Dg-S Cancer bronchique non a

petites cellules

Autres cancers

Cancer secondaire
du foie

Tous les carcinomes

Colorectal, ovaire,
pancréas, hépatobiliaire

Foie, bronches, sein,
ovaire

Tous les carcinomes
(surtout digestif)

Cancer médullaire de
la thyroide, phéochro-
mocytome, mélanome,
tumeur

du systeme APUD...

Carcinoides (intestinal
ou bronchique),
mésothéliome,
phéochromocytome

Cancer bronchique a
petites cellules, vessie,
col

Pathologies non cancéreuses

Grossesse
Affection hépato-biliaire

Toute inflammation péritonéale, pleurale
ou péricardique
Anomalies gynécologiques, grossesse

Pathologie biliaire du sein, affection
hépatobiliaire, bronchopneumopathie

Affections biliaires et pancréatiques
Diabete
Pathologie bénigne du tube digestif

Affections biliaires, pancréatiques et
hépatique

Entérocolite inflammatoire

Insuffisance rénale

Pathologie pulmonaire bénigne, tabagisme

Grossesse

Pathologies broncho-pulmonaires bénignes
Affection du systeme nerveux central
Hémolyse

Hyperplasie, inflammation et infection
prostatique, manipulation prostatique

Affections pulmonaires et pancréatiques
Insuffisance rénale

Hyperthyroidie

Grossesse

Pathologie thyroidienne

Affection broncho-pulmonaire, hépatique,
rénale

Tableau I. Marqueurs utilisés dans le dépistage (D), le diagnostic (Dg) et/ou la surveillance (S) de cancers.
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constitué d’une combinaison de cing marqueurs permettant de dépis-
ter, a partir d’un simple échantillon sanguin, des cancers de I'ovaire
dés le stade | (stade le plus précoce) avec une sensibilité de 100 %,
une spécificité de 95 % et une valeur prédictive positive de 94 %. Au
moment de leur parution, ces résultats ont été présentés comme une
avancée significative pour le diagnostic du cancer de 'ovaire, cancer
souvent détecté & des stades avancés du processus tumoral (stade
métastatique). Dans la méme année, il a été décrit pour le cancer de
la prostate des marqueurs diagnostiques sériques précoces présentant
une meilleure spécificité que le PSA et permettant de différencier des
hypertrophies bénignes des stades cancéreux (Tableau I1). Selon ces
études, les profils protéiques obtenus a partir de plusieurs centaines
de sérum donnent une spécificité comprise entre 85 et 100 %, supé-
rieure au 71 % du PSA. Des résultats similaires ont été obtenus par la
suite pour les cancers du sein, de la vessie, du pancréas, du rein ou du

|

|

Désorption et vol des protéines

'

M/Z
Obtention d’un profil protéique

v

>
s

r 4

-

Dépot échantillon

[]
= Cas r 1
‘Témoin = L\L J_i

Comparaison de profils protéiques

s

Analyse informatique

Figure 2. Principe de la technologie SELDI-TOF (surface-enhanced laser
desorption and ionization time-of-flight). Cette plate-forme combine la chro-
matographie de surface a la spectrométrie de masse. €n pratique, quelques
microgrammes de protéines issues d’échantillons variés (liquides biologiques,
cellules ou tissus) sont directement adsorbés sur une surface de 2 mm? pré-
sentant des propriétés chromatographiques variées. €n fonction de la surface
chromatographique choisie, le mélange protéique subit un fractionnement
qui dépend des propriétés chimiques (anionique, cationique, hydrophobique,
hydrophilique, affinité aux métaux) ou biologiques des protéines (liaison & un
anticorps, un peptide, un récepteur, un ligand ou un acide nucléique). Apres
une série d’étapes de lavage, les protéines retenues sont recouvertes d’une
matrice qui va absorber "exces d’énergie lors de I'ionisation de I’échantillon
par désorption au laser et permettre I"analyse en spectrométrie de masse en
temps de vol (la spectrométrie de masse en temps de vol consiste & accélérer
tous les ions a la méme énergie cinétique. Leurs vitesses étant inversement
proportionnelles a la racine carrée de leurs masses, les ions plus légers arrivent
au détecteur plus rapidement que les ions plus lourds, ce qui permet de les
séparer). Au final, on obtient un profil protéique représentant les différentes
protéines en fonction du rapport masse sur charge (M/Z). Ces profils sont
ensuite normalisés et calibrés puis analysés de maniere différentielle par des

algorithmes informatiques variés afin d’établir un profil protéique spécifique.
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foie (Tableau I1), & partir d’échantillons

variés comme du sérum, des biopsies

tissulaires, des tissus microdisséqués, de I'urine ou
d’autres fluides biologiques.

L'ensemble de ces résultats a suscité un intérét pour la
protéomique clinique, avec notamment des perspec-
tives a terme pour le diagnostic des formes précoces
des cancers. Néanmoins, si ces études ont mis en avant
Iintérét de Iétablissement d’une signature tumorale
comme outil diagnostique, elles ont également soulevé
de nombreuses critiques sur les limitations réelles ou
supposées de "approche SELDI-TOF. Ainsi, une méta-
analyse réalisée a partir des données issues de cing
publications indépendantes suggere que cette approche
est peu reproductible d’un laboratoire a Pautre [8].
Dans cette analyse, les profils protéiques permettant
la discrimination de sérums témoins et de sérums de

Type

de cancer Echantillon Références

Ovaire Sérum [9, 24-26]

Prostate Sérum [7, 27-31]
Tissu [32, 33]

Pancréas Sérum [34]
Sécrétion pancréatique  [35]

Sein Sérum [36-39]
Fluide d’aspiration [40-42]

Poumon Tissu [43, 44]

Rein Urine [45]
Sérum [46]

ORL Sérum [47, 48]
Tissu [49]

Foie Tissu [50]

Mélanome Sérum [51]

Vessie Urine [52]

Colo-rectal Tissu [53]
Culture cellulaire [54]
Sérum [55]

Col de I'utérus  Tissu [56]

Tableau Il. Résumé des différentes études SELDI-TOF sur la

détection de marqueurs tumoraux.
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patients atteints de cancer de la prostate

s’averent différents d’une publication a
Pautre. €n fait, il est apparu que I’établissement des
profils protéiques était tres dépendant des algorithmes
informatiques utilisés dans les différentes études. Si ce
manque de reproductibilité ne porte pas a conséquence
dans la premiere phase de découverte des profils pro-
téiques diagnostiques, il est clair que des étapes de
validation et surtout de standardisation seront néces-
saires pour les rendre utilisables en clinique a Iinstar
de ce qui est fait pour les tests immunologiques. Une
étude récente sur le cancer de I'ovaire prend en compte
ces parametres de validation et de standardisation [9].
Cette étude multicentrique implique cing laboratoires
différents avec des protocoles standardisés permettant
une validation croisée et indépendante des résultats
d’un laboratoire a 'autre. Prés de 500 sérums ont ainsi
été analysés par SELDI-TOF lors des différentes phases
de découverte et de validation des profils protéiques.
Les résultats montrent qu’une combinaison de trois
marqueurs permet la détection des stades précoces des
cancers de I'ovaire, suggérant que I’établissement d’un
profil protéique spécifique peut étre considéré comme
fiable et reproductible si le protocole utilisé pour le
recueil des échantillons, leur analyse et Iinterprétation
des résultats, est parfaitement défini.

Signature tumorale versus marqueurs biologiques

Jusqu’a présent, peu d’efforts ont été faits pour I'iden-
tification précise des protéines spécifiques constituant
la signature tumorale obtenue par SELDI-TOF. Bien que

celle-ci ne soit pas un prérequis pour une utilité en clinique, elle présente
néanmoins plusieurs intéréts. En effet, lors de la phase de découverte des
biomarqueurs, I'identification des protéines candidates permet de réaliser
une étape de validation supplémentaire par des méthodes indépendantes
de type immunologique (ELISA), et donc d’augmenter la valeur prédictive
de la signature moléculaire [9]. Par ailleurs, la caractérisation de ces
marqueurs potentiels devrait permettre, a terme, de mieux comprendre les
bases moléculaires de la progression tumorale. De fagon étonnante, dans
les quelques cas ol la caractérisation des marqueurs a été effectuée, les
protéines identifiées correspondent a des protéines majoritaires du sérum
comme I'apolipoprotéine Al, la transthyrétine, I’Ct-antitrypsine ou I'0t-
haptoglobine [9]. Une des questions qui se pose alors, est de savoir si ces
marqueurs voient leur expression altérée spécifiquement en réponse a la
prolifération tumorale ou de maniere non spécifique en réponse a des épi-
phénomeénes tels que I’état général du patient ou des processus inflamma-
toires [10-12]. Pour certains de ces marqueurs comme I’apolipoprotéine
Al et la transthyrétine, I'altération de leur expression semble spécifique
d’un type de cancer donné. En effet, leur expression est altérée spécifi-
quement chez des patientes atteintes de cancer de I"ovaire alors qu’elle
ne varie pas dans le cas de cancer du sein, de la prostate ou du colon [9].
Dans ce cas, comment rendre compte de cette spécificité tissulaire pour
des protéines ubiquitaires du sérum ? Une des explications possibles est
fondée sur I'observation selon laquelle certains des marqueurs identifiés
par SELDI-TOF sont des formes clivées de protéines sériques de plus haut
poids moléculaire [9]. Liotta et al. ont suggéré que I'abondance de ces
marqueurs clivés était le reflet direct d’événements pathologiques [13,
14]. Dans cette hypothése, le microenvironnement tumoral serait capable
de produire une signature protéique unique détectable dans le sang, une
fois les protéines passées dans la circulation générale. Plusieurs études
soutiennent cette hypothése et montrent que I’équilibre entre des protéa-
ses et leurs inhibiteurs cellulaires est modifié dans le sérum et le tissu des
patients en réponse a la prolifération tumorale. Ainsi, diffé-
rentes familles de protéases, comme les métallo-protéases

50 mg/ml

Albumine

17 mg/ml

Immunoglobulines

0-haptoglobine

o-antitrypsine Al
Apolipoprotéine Al L8 mg/ml { Mo rqueurs SELDI

Transthyrétine 1,5 mg/ml

267 pg/ml

- -o-feetoprotéine
ACE

PSA-— - 10ng/ml

Chorjogonadotropine 5ng/ml

Calcitonine 2,5ng/ml

100pg/ml

10 pg/ml

Figure 3. Dynamique d’expression des protéines sériques. L’albumine et les
immunoglobulines a elles seules représentent prés de 90 % des protéines
totales du sérum. Le rapport entre ces protéines majoritaires et les pro-
téines les plus faiblement représentées peut alors atteindre 10° a 10°. La
présence de protéines majoritaires rend la détection des marqueurs dia-
gnostiques classiques comme le PSA (prostate specific antigen) ou I’ACE

(antigéne carcino-embryonnaire) trés difficile malgré une bonne sensibilité

de la technique SELDI-TOF.
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Concentration sérique

Marqueurs classiques

ou les kallikréines plasmatiques et tissulaires, voient leur
expression augmenter ou diminuer dans différents cancers
[15-17]. Ces modifications de I'expression auraient alors un
retentissement direct sur la capacité de ces protéases a cliver
des protéines sériques et a produire ainsi une signature molé-
culaire spécifique. Bien que séduisante, cette hypothése a fait
I’objet d’une controverse récente sur la capacité de I"appro-
che SELDI-TOF a détecter des protéines tres faiblement expri-
mées dans le sérum [18, 19]. C'est le cas, par exemple, du PSA
qui fait partie des protéases dont 'expression augmente dans
les cancers de la prostate [17] et qui n’a cependant jamais
été identifiée dans les différentes études par SELDI-TOF de ce
cancer. Cette limitation ne remet cependant pas en cause I'in-
térét du SELDI comme plate-forme de protéomique clinique. Il
s’agirait non pas d’une limitation de la technologie SELDI,
mais plut6t d’une limitation des techniques de préparation de
I’échantillon avant toute analyse protéomique quelle qu’elle
soit. La Figure 3 illustre I"obstacle majeur auquel est confron-
tée I'analyse protéomique du sérum, a savoir la dynamique



d’expression des protéines sériques. Il existe plusieurs méthodes pour
augmenter la concentration relative des protéines faiblement représentées
dans le sérum, telles que le pré-fractionnement, la chromatographie, la
précipitation sélective ou la déplétion des protéines les plus majoritaires
[20-23]. Pour étre efficaces, ces techniques doivent enrichir les protéines
peu représentées, sans pour autant introduire de biais supplémentaire
dans I"analyse protéomique ultérieure. La détection de cette fraction du
sérum, véritable face cachée de Iiceberg, est un des défis technologiques
qu’il faudra relever pour assurer des développements importants dans le
diagnostic des formes précoces de cancers.

Conclusions

Les données présentées dans cet article illustrent I’intérét du concept
de signature moléculaire tumorale comme nouvel outil de diagnostic
des cancers. Méme si des progres restent a faire, ces résultats laissent
présager de nombreux développements de la protéomique clinique en
pathologie cancéreuse. Ainsi, les tests biologiques du futur pourraient
permettre de détecter des lésions pré-cancéreuses dans la population
générale a partir d’'une combinaison de marqueurs déterminés. De tels
développements pourraient avoir un impact tres important en clinique,
notamment en améliorant le diagnostic précoce des cancers et en per-
mettant de mieux caractériser des groupes a risques évolutifs pour leur
proposer des thérapeutiques préventives adaptées. ¢

SUMMARY

Clinical proteomics : towards early detection of cancers

A key challenge in clinical proteomic of cancer is the identifica-
tion of biomarkers that would allow early detection, diagnosis and
monitor progression of the disease to improve long-term survival of
patients. Recent advances in proteomic instrumentation and com-
putational methodologies offer unique chance to rapidly identify
these new candidate markers or pattern of markers. The combination
of retentate affinity chromatography and surfaced-enhanced laser
desorption/ionization time-of-flight (SELDI-TOF) mass spectrometry
is one of the most interesting new approaches for cancer diagnostic
using proteomic profiling. This review aims to summarize the results
of studies that have used this new technology method for the early
diagnosis of human cancer. Despite promising results, the use of the
proteomic profiling as a diagnostic tool brought some controversies
and technical problems and still requires some efforts to be stand-
ardised and validated. ¢
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