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Etude des mécanismes de mort cellulaire et de résince des cellules
canceéreuses pour le développement de nouvelles apphnes thérapeutiques :
modele du mélanome
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réticulum endoplasmique, mélanome

Résumé

L’apoptose est une mort cellulaire programmeée reies a ’homéostasie tissulaire
au cours du développement. Les cellules cancérearspserent la capacité a échapper a
'apoptose. Restaurer la capacité des cellules tale® a mourir est une stratégie
thérapeutique qui permettrait de lutter contredacer. Il est donc important d’identifier de
nouvelles cibles au sein de la signalisation agapte et de tester de nouvelles molécules.

La mitochondrie, intégrateur central des signauxnu&t cellulaire et actrice de
I'exécution de I'apoptose, est une cible de chainrpdévelopper des thérapies anti-tumorales.
L’ANT (Adenine Nucleotide Translocase) est la pimoéémajoritaire de la membrane interne
mitochondriale. Elle est posséde une fonction a@msporteur ATP/ADP, en condition
physiologique, et suite a un stimulus apoptotiquejuiert une activité de pore létal. Ainsi, il
est intéressant d’inhiber la fonction transportetid’activer la fonction pore d’ANT pour
induire I'apoptose. Il existe quatre isoformes dANANTL, 2, 3 et 4. Nous avons étudié le
réle d’ANT4, récemment identifiée, dans la sigretiisn apoptotique. Notre étude montre le
réle anti-apoptotique d’ANT4 dans des cellules éaaases et I'intérét d’ANT comme cible
thérapeutique anti-cancéreuse.

Une augmentation de I'expression de protéines apuptotiques, I'adaptation aux
stress cellulaires et I'activation de voies de musont les mécanismes les plus fréquemment

décrits pour expliquer la chimiorésistance du méta@.A I'aide de modeles cellulaires, nous
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avons étudié la capacité de deux nouvelles molgéculéithaférine A (WFA) et Plumbagine
(PBG) a stimuler I'apoptose et déterminé les méraas moléculaires impliqués. Nous avons
montré la capacité de WFA a induire spécifiquent@niie mitochondriale de I'apoptose de
cellules de mélanome par un mécanisme dépendalat piduction d’espéces activées de
'oxygene (EAO) qui déclenchent la voie mitochoatki et de la diminution du niveau
d’expression de la protéine anti-apoptotique BcEh revanche, PBG induit une mort
apoptotique et une mort nécrotique des celluleméimnomes. Dans les deux cas, PBG agit
par 'augmentation des EAO suite au déclenchement stress du reticulum endoplasmique.
WFA et PBG sont donc deux molécules pro-oxydarapsloles d’induire la mort des cellules
de mélanome en tirant partie de leur vulnéraldlitéstress oxydant.

Nos travaux ont participé a la mise en évidencenal’gible thérapeutique anti-
cancéreuse potentielle et de deux agents capabidsick la mort cellulaire dans un contexte

de chimiorésistance.

Study of cell death and resistance mechanisms inrozer cells for the
development of new therapeutic approaches : melanamodel

KEYWORDS : apoptosis, necrosis, mitochondria, resistancexydative stress,
endoplasmique reticulum stress, melanoma

Abstract

Apoptosis is a programmed cell death process nagefs tissue homeostasis during
development. Cancer cells acquire the capacityvam@ apoptosis. Restoring tumor cells
ability to die is a therapeutic strategy againstcea. It is therefore important to identify new
therapeutic targets within the apoptotic signakng to test new molecules.

Mitochondrion being a central integrator of cellatte signals and a key player in
apoptosis execution, it is a target of choice twettgpp new anticancer therapies. ANT
(Adenine Nucleotide Translocase) is the main pnotéithe inner mitochondrial membrane. It
presents a ADP/ATP transporter function in phygjalal conditions and acquire a lethal pore

activity upon apoptotic stimulus. It is thus intgtiag to inhibit the transporter function and
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activate ANT pore function in order to induce amst. There are four isoforms: ANT1, 2, 3
and 4. We studied the role of the recently disced&kNT4 in apoptotic signaling. Our study
emphasize ANT4 anti-apoptotic role in cancer cellel ANT potential as an anticancer
therapeutic target.

Increase in anti-apoptotic proteins, adaptationcétiular stress and activation of
survival pathways are the main mechanisms resplenfb chemoresistance. Using cellular
models we studied the ability of two molecules: Ndferin A (WFA) and Plumbagin (PBG)
to stimulate apoptosis and determined the moleecutrhanisms involved. We showed WFA
capacity to specifically induce the mitochondri@tlpvay of apoptosis in melanoma cells
through reactive oxygen species (ROS) generati@diig to mitochondrial pathway
activation and the decrease in anti-apoptotic prddel-2 expression level. However, PBG is
responsible for apoptosis and necrosis inductiom@&anoma cells. In both cases PBG acts
through an increase in ROS following endoplasmiicutum stress. WFA and PBG are thus
two pro-oxidant molecules able to induce the deatmelanoma cells by taking advantage of
their vulnerability to oxidative stress.

Our work took part in the demonstration of a patdranticancer target and two agents

able to induce cell death in a context of chemstansce.
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AC Adénylate Cyclase

ADN Acide désoxyribonucléique

ADP Adénosine Diphosphate
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ANT Adénine Nucléotide Translocase
Apaf-1 Apoptotic protease activating factor-1
ARN Acide ribonucléique

ASK1 Apoptosis-Signal-regulating Kinase 1
Asp Aspartate

ATF6 Activating Transcription Factor 6
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Bax BCL2-Associated X protein

BCC Basal Cell Carcinoma
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Bcl-xL BCL2-like 1

bFGF/FGF-2 basic Fibroblast Growth Factor

Bid BH3 Interacting Domain death agonist
Bim BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)
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BSO Buthionine SulfOximine

ce” Calcium
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CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
CED CEIll Death abnormality

CIAP 1, 2 cellular Inhibitor of Apoptosis Protein 1, 2
CHOP C/EBP homologous protein
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CSCs Cancer Stem Cells
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GST
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HGF
HMGB1
IAP
IFN-a
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IL

IMS
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IP3R
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JNK
kDa

Cytochromec

Damage/Danger-Associated Molecular Patterns
Death Effector Domain

Death Domain

DNA Fragmentation Factor 40/ Caspase Activated-[@Nas
DNA Fragmentation Factor 45/ Inhibitor of CAD
4,4’-Dilsothiocyanatostylbene-2,2’-DiSulfonate
Death Inducing Signaling Complex

Death Receptor

DUal OXidase

Especes Activées de I'Oxygene

eukaryotic Initiation Factor 2

Endonucléase G

Extracellular signal-Related Kinases
Endothéline-1

Fas Associated Death Domain
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Glutathion Péroxidase

Glucose Receptor Protein 78kDa
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Glutathion-S-transférase
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Hepatocyte Growth Factor

High Mobility Group Box 1
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Interleukines

Intermembrane Space
Inositol-1,4,5-trisphosphate
Inositol-1,4,5-trisphosphate Receptor
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MAPK
MC1R
Mcl-1
Mek
MEM
MIM
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ML-IAP
MLS
MMPs
MMSCs
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Nec
NF-kB
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SCC
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Mitogen Associated Protein Kinase
Melanocortin-1-Receptor

Myeloid Cell Leukemia sequence 1
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Membrane Externe Mitochondriale

Membrane Interne Mitochondriale
Microphtalmia-associated Transcription Factor
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Malignant Melanoma Stem Cells
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Nicotinamide Adénine Dinucléotide
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Neural Crest Cells
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Non-Obese Diabetic/Severe Combined Immuno-Defigienc
NADPH oxydases

anion superoxide

radical hydroxyle

HtrA serine peptidase 2

Poly ADP-Ribose Polymérase

Pancreatic ER kinase (PKR)-like ER kinase
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Pore de Transition de Perméabilité

Radial Growth Phase
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Stem cell factor

Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum?’CATPase
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SOD
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TEM
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TNF
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Superoxide Dismutase
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Receptor-Interacting Protein
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Transition Epithélio-Mésenchymateuse
Thapsigargine

Transmembranaire

Tunicamycine

Tumor Necrosis Factor

Tumor Necrosis Factor Receptor

TNF Receptor Associated Death Domain
TNF-receptor-associated factor 2
TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand
Tyrosinase-related protein-1, 2

Unfolded Protein Response

Ultraviolet

Voltage-Dependent Anion Channel
Vertical Growth Phase

Virus de I'lmmunodéficience Humaine
Wingless-type MMTYV integration site family
Withaférine A

X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein
X box-Binding Protein 1

Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp (OMe) fluorométhyliatte

a-Melanocyte Stimulating Hormone
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Introduction

PARTIE | : MORT CELLULAIRE ET RESISTANCE TUMORALE

La résistance a la mort cellulaire est une descténatiques que la cellule tumorale acquiert
au cours de la cancérogenése. Sensibiliser lealelh la mort cellulaire est une des
stratégies largement répandue pour détruire céslesl Mon travail de these repose sur la
recherche de cibles et de molécules dans le bsemgbiliser des cellules a la mort. Pour ces
raisons nous détaillerons ici les processus de oadlilaire apoptotique et nécrotique. Nous
étudierons le role de la mitochondrie, un élémeamitral de la mort cellulaire et une cible

privilégiée dans les thérapies anti-cancéreuses.

- Voies d’induction de la mort cellulaire

La mort cellulaire « programmée », c’est-a-dired@i@uement contrdlée, est indispensable
au développement des organismes pluricellulairesni@it 2009). Par I'élimination des
cellules surnuméraires, I’homéostasie des tisstisgasantie et la taille des organes est
maitrisée. Au cours de la vie adulte, la mort daite programmée est indispensable a
I'élimination de cellules potentiellement dangeesuglymphocytes T auto-réactifs, cellules

endommagées ou infectées).

Trois types principaux de mort cellulaire sont rawgs : apoptose, autophagie et nécrose
(Kroemer, Galluzzi et al. 2009). L’autophagie ast processus quelque peu différent de
prime abord car il constitue un mécanisme de swwika cellule a une carence en nutriments.
L’auto-digestion de ses organites permet a la leeltle palier ses besoins en substrats.
Lorsque la carence persiste, la cellule enclenchgrocessus de mort cellulaire (« autophagy-
associated cell death »). (Hotchkiss, Strasserl.eRQ09). L'apoptose et la nécrose ont
longtemps été opposées. L’apoptose est généralemamsidérée comme une mort
programmeée, garantissant ’'homéostasie tissulaioes que la nécrose est décrite comme une
mort accidentelle non physiologique. Or, récemmedert voies régulées d’induction de la
nécrose ont été décrites qui remettent en quesétta dualité (Degterev, Huang et al. 2005).
Apoptose et nécrose sont ainsi deux types de mmoidite dont les dérégulations sont
susceptibles d’entrainer des phénomenes pathokgiqu

1. L’apoptose
La mort cellulaire apoptotique est impliquée damdinhination de cellules au cours du
développement embryonnaire et foetal comme I'élation des tissus inter-digitaux.
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Figure 1 : Les trois principaux types de mort dalhe : apoptose, autophagie et nécrose.

Changements morphologiques induits par ces trgiestyde mort cellulaire suite a divers

stimuli, comme par exemple lirradiation pour I'agiose, le manque de substrats pour

'autophagie et I'ischémie-reperfusion pour la mé&e. L'apoptose est caractérisée par le

rétrécissement de la cellule et le maintien dedgnité de la membrane plasmique. La nécrose

a linverse fait intervenir une perméabilisationé@uce de la membrane plasmique qui

provoque une lyse de la cellule.
(D’apres Hotchkiss et al., N Enlg J Med, 2009)
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L’apoptose est aussi responsable de I'éliminatiercellules a I'age adulte et notamment de
cellules dont 'ADN est endommagé pour maintenimtégrité génomique et 'lhoméostasie
cellulaire. (Conradt 2009). Ce processus, esseatialvie des organismes pluricellulaires, a
été identifié au cours des années 60 et nommé pt@gm» par John F. R. Kerr et al en 1972
(Kerr, Wyllie et al. 1972). Il a été mis en évidensur la base de caractéristiques

morphologiques particulieres.

a) Caractéristiques de I'apoptose
En 1962, Kerr observait une mort cellulaire paltére dans des lobes de foie de rat soumis a
lischémie. L'observation histologique de ce phéeom qui différait de la nécrose, mort
cellulaire déja connue, lui a d’abord valu le noen«dshrinkage necrosis » (Kerr 1965; Kerr
2002). En effet, 'apoptose s’accompagne des chmagts morphologiques caractéristiques :
arrondissement de la cellule avec rétraction desgmpodes, réduction du volume cellulaire
(pyknosis), condensation de la chromatine, fragatemt nucléaire (karyorrhexis), pas ou peu
de modifications de la structure des organites ptg®miques, un « bourgeonnement »
membranaire (« blebbing ») et une internalisatiam k@s phagocytes (Fig. 1). Le terme
« apoptose » est utilisé pour des évenements decelulaire qui font intervenir plusieurs de
ces changements morphologiques. (Kroemer, Gallezzl. 2009). Différentes techniques
permettent d’observer et de quantifier des phénesépécifiques de l'apoptose tels que
I'intégrité de la membrane plasmique, I'expositdas phosphadityl sérines sur la face externe
de la membrane plasmique et la fragmentation dBNAGalluzzi, Aaronson et al. 2009).
L’apoptose est souvent considérée comme une ma@pasas-dépendante, c’est-a-dire,
nécessitant I'activation de la cascade protéolgtides caspases lors de la phase exécutrice de
'apoptose. Il est vrai que les caspases diffémicclairement I'apoptose de la nécrose
notamment, car la déplétion en ATP, caractéristigiéa nécrose, ne permet pas l'activation
des caspases. Arrétons nous ici sur une descriggsncaspases bien qu’il existe une mort
apoptotique caspase-indépendente que nous décdeossle paragraphe suivant (b. Voies
d’induction de I'apoptose).
Les caspases sont des protéases possédant unagsigine dans leur site actif et un résidu
aspartate dans leur site de clivage (en anglaigsteiayl-aspartate-cleaving proteases »).
Comme toutes les familles de protéines impliguéassdle processus apoptotique, les
caspases ont été conservées au cours de I'évoldésnmétazoaires (Degterev and Yuan
2008). Elles ont d’abord été étudiées clizzlegans depuis la découverte du gene ced-3
impliqué dans la mort cellulaire programmée au salu développement (Yuan, Shaham et
al. 1993). Des homologues de ced-3 ont par la stétédentifiés dans d’autres espéces (CED-
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3 like molecules). Chez les mammiféres, il existecaspases (dont 12 chez I'Homme) que
'on classe en trois sous-types : les caspasemtiiies et les caspases exeécutrices (ou
effectrices) apoptotiques ainsi que les caspadlesnimatoires. Les caspases initiatrices sont
en amont dans la cascade et, quand elles sonéestielles activent a leur tour les caspases
exécutrices. Ces caspases initiatrices sont capaleles’auto-activer en réponse aux stimuli
pro-apoptotiques au sein de complexes multipro&siqu

Toutes les caspases ont une structure consergéatetynthétisées sous forme de précurseurs
inactifs ou zymogénes appelés pro-caspases. Leagess sont constituées de trois parties
principales : un pro-domaine, de taille et de ségeevariables, localisé a I'extrémité amino-
terminale de la protéine, une grande sous-unit&ir@n 20 kDa) qui contient le site
catalytigue de I'enzyme et qui se situe au milieula molécule et une petite sous-unité
(environ 10 kDa) localisée dans la partie carbe@yminale (Fuentes-Prior and Salvesen
2004). Le pro-domaine peut étre constituée de aeoixs différents : le motif CARD (pour

« caspase recrutment domain ») et DED (pour « defélstor domain ») qui permettent une
interaction entre les caspases (Fig.2A). L'activatiles pro-caspases nécessite le clivage du
pro-domaine et un clivage entre la grande et latepsbus-unité. Ceci va permettre un
réarrangement du site actif de la caspase en coafmn active. Le site actif se trouve au
niveau de la grande sous-unité mais celle-ci dziter associée a la petite sous-unité pour
exercer sa fonction catalytique (Fig.2B). Les caspafonctionnent classiquement en
hétérotétrameéres suite a la dimérisation de detécdimeres. En I'absence de tout stimulus
apoptotique, les caspases initiatrices existens doume de monomeéres et les caspases
effectrices sous forme de diméres de pro-caspéBaglor, Cullen et al. 2008). On note que
toutes les caspases ne participent pas au proceggysotique ; certaines, comme les
caspases-1, 4, 5 et 12, sont activées lors de pgansé immunitaire innée et régulent
linflammation (Fig.2A).

Si les caspases initiatrices ont comme substrascéspases exécutrices, les caspases
exécutrices ont, elles, des centaines de subsjuatgont contribuer a la destruction de la
cellule apoptotique (Taylor, Cullen et al. 2008p présence relativement fréquente des
séquences peptidiques reconnues par les caspassslada protéines humaines suggere
I'existence d’'une multitude de substrats pour aedéases. A ce jour, plus de 800 substrats
ont été identifiés et classés en fonction de leyrartance dans la physiologie de la cellule
(Fischer, Janicke et al. 2003). La fragmentatiorABN en oligonucléosomes est I'une des

caractéristiques des cellules en fin d’apoptose.
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Figure 2 A : Les caspases humaines

Parmi les caspases, 7 sont impliquées dans 'apegtaspases 2, 3, 6, 7, 8, 9 et 10) et 4 dans
linflammation (caspases 1, 4, 5 et 12). La caspade semble impliguée dans le
développement des kératinocytes. La caspase 12 éoune longue active (L) et une forme

courte inactive (S). (D’aprés Taylor et al. NatReview Mol Cell Biol, 2008)
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Figure 2 B : Structure et mode d’activation degpaass

Les pro-caspases initiatrices monomeériques se tiemdravant leur activation par clivage au
niveau des résidus aspartate (Asp) présents engpeotdomaine et la grande sous-unité et
entre les deux sous-unités. Les pro-caspases rafésctdimériques sont activées par les
mémes clivages que les pro-caspases initiatri@sdeux sous-unités restent associées.
(D’apres Pop et Salvesen, J Biol Chem, 2009)
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La fragmentation de I'ADN est généralement assuypée la nucléase DFF40 (DNA
fragmentation factor)/CAD (caspase activated-DNage)coupe '’ADN génomique entre les
nucléosomes pour générer des fragments de 18G pkErkases en fin d’apoptose (Samejima,
Tone et al. 2001). Cette nucléase existe dandlldecsous forme de complexe inactif, liée a
une chaperonne inhibitrice, la DFF45/ICAD (inhibitd CAD). Ce complexe est dissocié par
I'action de la caspase 3 qui clive DFF45 en traiesssdifférents et permet a DFF40 de former
des dimeres qui sont alors actifs. D’autres événésnecomme le clivage des lamines,
expliquent la condensation nucléaire observée awscde l'apoptose. La perte de la
morphologie des cellules apoptotiques est la cars@mp du clivage de protéines du
cytosquelette (Fischer, Janicke et al. 2003). Uneagubstrat des caspases est la poly (ADP-
ribose) polymérase ou PARP. Cette protéine estamzgme nucléaire tres abondante qui
catalyse la fixation de polyméres d’ADP-ribose das protéines acceptrices. La PARP est
recrutée en réponse a des lésions de I'ADN et deaetive en se liant a ’ADN. Elle semble
alors impliquée dans la réparation de I'ADN en bgtisant de longs polyméres d’ADP-
ribose (Dantzer, Schreiber et al. 1999). ChaquéecgtADP-rybosylation est couplé a la
consommation d’une molécule de NADelle-méme métaboliquement équivalente a quatre
molécules d’ATP. Au cours de I'apoptose, la PARPcigée par les caspases effectrices -3 et
-7 (Lazebnik, Kaufmann et al. 1994; Germain, Aaal. 1999). Il en résulte que la PARP ne
peut plus synthétiser de polymeres d’ADP-riboseréponse a des lésions de 'ADN. La
réparation de I'ADN est alors compromise et I'ardé& la poly ADP-rybosylation permet
également de préserver les stocks d’ATP qui soogéssaires au déroulement de I'apoptose
(Fischer, Janicke et al. 2003).

b) Voies d’'induction de I'apoptose
L’apoptose peut classiquement étre divisée en tphiases: une phase d’induction ou
d’initiation, une phase d’exécution et une phaseddgradation. La phase d'initiation de
'apoptose est un phénomene réversible au coursalile signal apoptotique (intra- ou extra-
cellulaire) est transmis aux caspases initiatrpaasdes molécules adaptatrices. Ces caspases
interviennent dans I'exécution de l'apoptose etduisent a la dégradation de la cellule
comme nous venons de le voir. (Kroemer, Galluzai.e2007)
Il existe deux voies principales d’induction deplgtose : la voie des récepteurs de mort (ou
voie extrinséque) et la voie mitochondriale (ouevioitrinséque).

- Voie des récepteurs de mort (Voie extrinseque)

L’activation de la voie extrinseque de I'apoptosefait en réponse a la fixation de ligands

spécifiques, de type cytokines, sur des récepteisurface appelés récepteurs de mort. Ces

-19 -



récepteurs de mort appartiennent a la superfacidterécepteurs du Tumor Necrosis Factor
(TNFR) et incluent des récepteurs tels que le téceg-as, les récepteurs de TNF (TNFR-1,
TNFR-2) et les récepteurs du TNF-related apoptosiscing ligand (TRAIL) DR-4 et DR-5
(Ashkenazi 2002). La fixation d’un ligand sur urepteur de mort induit son activation suite
a sa trimérisation (Fig. 3A).

La signalisation du récepteur de mort activé estliégé par sa région cytoplasmique qui
posséde une ségquence conservée appelée Death D@diyinL’activation du récepteur
conduit au recrutement de protéines adaptatricesvaau du DD. Ces protéines adaptatrices
appelées Fas Associated Death Domain (FADD) ou RBEeptor Associated Death Domain
(TRADD) possedent leur propre DD par lequel ellestsecrutées au niveau des récepteurs
activés. Les protéines adaptatrices possédent m@gateun second domaine d’interaction
protéique appelé Death Effector Domain (DED). Lendne DED des protéines adaptatrices
FADD ou TRADD interagit alors avec le domaine DEBsdcaspases initiatrices, les pro-
caspases-8 et -10. Ces caspases initiatrices aamnf@ame de zymogene et sont recrutées par
les protéines adaptatrices au niveau des réceptieursort. Le complexe ainsi formé est
appelé Death Inducing Signaling Complex (DISC) (Bigat and Salvesen 2003) (Fig. 3A).
La formation du DISC augmente la concentration Ibcedes caspases et permet le
rapprochement des pro-caspases initiatrices -Blefjui sont alors en mesure de s’activer par
auto-clivage (Salvesen and Dixit 1999). La casg@aetivée déclenche la phase d’exécution
par l'activation des caspases effectrices -3, -67etC’est principalement au niveau de la
formation du DISC que la voie extrinseque est reguEn effet, il existe une isoforme de la
caspase 8 appelée Flice-inhibitory protein (FLLR)protéine FLIP contient 2 domaines DED
mais pas de site catalytique. Elle agit en enteantompétition avec les caspases-8 et -10 et
en empéchant leur recrutement au niveau du DISGeg@r, Baumann et al. 2001) (Fig3B).
Une activation directe des caspases effectriceseparaspases -8 et -10 est décrite dans des
types cellulaires particuliers tels que les thymesyappelés cellules de type | (Scaffidi, Fulda
et al. 1998; Ozoren and El-Deiry 2002). Dans ldiiles de type I, I'activation de la voie
extrinseque conduit a I'exécution de I'apoptosessatervention de la mitochondrie dans la
signalisation apoptotique (Fig3B). Dans les awpees cellulaires, les cellules de type 1, le
signal provenant des récepteurs activés nécesstamplification du signal apoptotique via
I'activation de la voie intrinséque ou voie mitocddoiale de I'apoptose pour déclencher la
cascade d’activation des caspases (Fig3B). Le dieine les deux voies d’induction de
'apoptose est assuré, dans ces cellules, paretite protéine de la famille des protéines Bcl-

2 (B-cell ymphoma-2) appelée Bid (BH3 interactohgmain death agonist).
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Figure 3A : La voie des récepteurs de mort

Pro-caspase-8
Pro-caspase-10

Apres fixation de Fas ligand et TRAIL sur les réeeps Fas, DR4 et DR5, le DISC (Death
Inducing Signaling Complex) est formé via I'adaptat FADD. Lors de la fixation du TNF
sur TNFR1 et son homologue DR3, la formation du MI8st médiée par I'adaptateur
TRADD. Les caspases-8 et 10 sont alors recrutéemutetactivées. D’autres complexes
impliquent RIP (Receptor-interacting protein) et AR (TNFR-associated factor 2) pour
activer les voies NF-kB et JNK. Les domaines detridD) sont représentés en rouge et les
Death Effector Domain (DED) en vert. (D’aprés Ashée, Nat Rev Cancer, 2002)

Figure 3B : La signalisation en aval des réeams de mort
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En effet, la caspase 8 activée clive Bid au nivBhterminal de la protéine permettant
'exposition de son domaine BH3. La forme tronquée Bid appelée tBid est alors
rapidement transloquée du cytosol vers la membnaibechondriale ou elle se lie a Bax
(BCL2-associated X protein) ou a d’autres protéipaesapoptotiques de la famille Bcl-2 et
induit I'activation de la voie mitochondriale dajioptose (Luo, Budihardjo et al. 1998).

- Voie mitochondriale (Voie intrinséque)

La voie mitochondriale de I'apoptose est induite ges signaux de stress cellulaire tels que
I'exposition a des radiations UV, une irradiatigrdes altérations de ’ADN, une déprivation
en facteurs de survie ou encore suite a l'actiamebprotéines, de protéines suppresseurs de
tumeurs ou de protéines virales. Enfin, la voieootibndriale est activée par la plupart des
agents chimiothérapeutiques (Kroemer 2003). Au <ale I'apoptose mitochondriale, de
l'eau et différents solutés pénetrent dans la rhitadrie provoquant son gonflement et
l'altération de la membrane externe conduisant édargage dans le cytosol de protéines
mitochondriales localisées dans l'espace intermandire. L'altération de la membrane
externe de la mitochondrie est généralement assaacide modification de la perméabilité de
la membrane interne conduisant alors a des vammtidu potentiel mitochondrial
transmembranaireA{y). Les protéines de l'espace intermembranaire getes dans le
cytosol jouent un rble central dans I'exécution piwgramme apoptotique de la voie
mitochondriale (Saelens, Festjens et al. 2004).

Le déclenchement de la voie mitochondriale dépetiedd@s caspases se fait apres relargage
du cytochromee (cyt ¢) depuis la mitochondrie (Liu, Kim et al. 1996). tgt ¢ est synthétisé
sous forme de précurseur cytoplasmique qui estpaia de participer a l'induction de
'apoptose. Le précurseur est importé dans la rdodrie ou il subit une maturation. Le cyt
est séquestré au niveau de I'espace intermembeaméiochondrial ou il exerce sa fonction
physiologique de transporteur d’électrons entre demplexes Il et IV de la chaine
respiratoire (Ravagnan, Roumier et al. 2002). Aurgale I'apoptose, seule une partie du cyt
c serait relachée dans le cytosol dans un premiepgge c’est-a-dire la fraction soluble de
'espace intermembranaire de la mitochondrie. lagtion de cyfc restant associée avec la
membrane interne de la mitochondrie permettraa adllule de continuer a synthétiser de
I'ATP, nécessaire a la réalisation de I'apoptosH, (Robertson et al. 2002; Lartigue, Medina
et al. 2008). Le relargage du ayparticipe alors a I'activation de la cascade despases en
activant une caspase initiatrice, la caspase 9 At B). L’activation de la caspase 9 se fait
au sein d'un complexe multiprotéique. Ce complegxeete « Apoptosome » est constitué de
cyt ¢, de protéines Apaf-1 (Apoptotic protease activgfictor-1), d’ATP et de procaspase 9
(Fig.4B).
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Figure 4A : La voie mitochondriale de I'apoptose

L’activation de la mitochondrie consécutive a ds/estimuli va induire le relargage de
facteurs apoptogenes hors de I'espace intermembegilS) responsable de I'activation de
la voie des caspases (1) directement via la foonate I'apoptosome et (3) indirectement par
I'inhibition des inibiteurs de caspases (IAP). Uriée indépendante des caspases (2) permet
aussi d’induire la fragmentation de ’ADN et I'exgmon de I'apoptose.

(D’apres Kroemer, Galluzzi & Brenner, Physiol R2007)
CARD CED-4-like  WDA40 repeats
CytC

"4

APAF-y OATP
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Figure 4B : L'assemblage de I'apoptosome

Suite a la fixation du cyt sur le domaine homologue a CED-4 (CED-4-like, ldkair) et de
'échange de 'ADP en ATP au domaine WD40 (bleucfynd’Apafl. Un changement de
conformation permet de recruter la caspase 9 auam@nCARD (rouge) d'Apaf-1.

L’apoptosome est formé de 7 unités Apaf-1-@yt
(D’apres Fadeel, Ottosson & Pervaiz, CDD, 2008)
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La formation de I'apoptosome débute par la fixattu cytc au niveau des motifs WD40
présents sur Apaf-1. Cette fixation induit un chemgnt de conformation de Apaf-1 et
expose son domaine CARD (Caspase Recruitment DrfiajiNijhawan et al. 1997). Apaf-

1 est toujours inactif jusqu’a la fixation de I'ATdui permet la stabilisation de la nouvelle
conformation et I'oligomérisation de sept unitésahft/cytc/ATP (Riedl and Salvesen 2007).
Cette nouvelle conformation en heptamere autodseed¢rutement de procaspase 9 via une
interaction entre les domaines CARD des protéinpafA et les domaines CARD des
procaspase 9 (Fig.4B) (Li, Nijhawan et al. 1997)apoptosome est alors formé et les
monomeres de caspase 9, du fait de leur proximiéivent s’activer par auto-clivage.
L’apoptosome est désormais actif ce qui lui perehetrecruter et d’activer les caspases
effectrices -3 et -7.

Parmi les facteurs apoptogénes relargués hors mhitdahondrie au cours de I'activation de
la voie mitochondriale caspase-dépendante se tnblee protéines Smac/DIABLO (Second
Mitochondria-derived Activator of Caspase/DirectPiAinding protein with Low pl) et
Omi/HtrA2 (Fig.4A). Ces protéines sont en fait dekibiteurs des IAPs (Inhibitor of
Apoptosis) qui se lient au niveau des domaines @&culovirus IAP Repeat) des IAPs et
inhibent ainsi leurs activités anti-apoptotiqueserfvagen, Ekert et al. 2000; Martins,
laccarino et al. 2002). Nous décrirons les IAPR @t role dans un paragraphe ultérieur.
D’autres facteurs apoptogénes sont relargués quonepas activer la cascade des caspases,
mais une voie caspases-indépendante: AIF (Apaptoducing Factor) et EndoG
(Endonucléase G) (Fig.4A).

Le facteur AIF a été identifié et cloné il y a paugs années (Susin, Lorenzo et al. 1999). Le
précurseur d’AIF (67 kDa) est synthétisé dans Iéomlgsme puis importé dans la
mitochondrie grace a sa séquence de localisatitzchandriale (MLS) (Susin, Lorenzo et al.
1999; Otera, Ohsakaya et al. 2005). Une fois indpara mitochondrie, la séquence MLS est
excisée par une peptidase mitochondriale génémamtpuotéine mature de 62kDa. AlF a
d’abord été considéré comme une protéine solubléedpace inter-membranaire (Susin,
Lorenzo et al. 1999). AIF est en fait enchassé dmmsembrane interne de la mitochondrie
via sa région N-terminale (Otera, Ohsakaya et @Q52 ou il exerce une activité NADH
oxydase (Miramar, Costantini et al. 2001). Aprésvation de la voie intrinseque impliquant
une augmentation du calcium intracellulaire, AlE elsvé par la calpaine-l (une protéase
calcium dépendante) et peut ainsi s’exporter versytosol, puis vers le noyau (Norberg,
Gogvadze et al. 2008). Le transport vers le noyawrpit se faire grace a une séquence de
localisation nucléaire (Modjtahedi, Giordanettaabt2006). Dans le noyau, I'AlF induit une

condensation périphérique de la chromatine ain&dingelivage de I'’ADN en fragments
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d’environ 50 kb, ceci par interaction directe aV&®N sans spécificité de séquence (Ye,
Cande et al. 2002). De plus, 'AlIF amplifierait gepre libération une fois dans le cytosol
(Susin, Lorenzo et al. 1999).

EndoG est une nucléase mitochondriale non-spéeifipi 30 kDa trés conservée chez les
eucaryotes (Li, Luo et al. 2001). Elle est codée pagene nucléaire et est importée dans
'espace intermembranaire mitochondrial. L’actigatide la voie intrinseque de I'apoptose
conduit a la libération d’EndoG dans le cytosolspaisa translocation dans le noyau. Elle
digére 'ADN en l'absence d’activité caspase et l@bsence de la nucléase caspase-
dépendante (van Loo, Schotte et al. 2001). Endo@raib agir avec I'exonucléase et la
DNase | dans le noyau pour générer les fragmeAidN’'de haut poids moléculaire (Widlak,
Li et al. 2001) mais elle peut également généres ftagments oligonucléosomiques
(Samejima, Tone et al. 2001).

Nous reviendrons sur le role de la mitochondriesdarparagraphe 3.

c) Apoptose et pathologies
Le déreglement des mécanismes de régulation detaaellulaire apoptotique est impliquée
dans la physiopathologie de nhombreuses maladies d@&glements peuvent conduire a un
exces ou a un défaut d’apoptose et caractéris@tatits types de pathologie.
L’exces d’apoptose intervient dans le développemefdnomalies congénitales du
développement et de certaines maladies neurodé&giesrchroniques comme I'amyotrophie
spinale, la sclérose latérale amyotrophique, laédhde Huntington, la maladie d’Alzheimer
et la maladie de Parkinson (Thompson 1995). De mé&mexces d’apoptose est a l'origine
de certaines pathologies provoquées par des iofectvirales comme le SIDA (syndrome
d'immunodéficience acquise) dans lequel le VIH ysirde I'immunodéficience humaine)
induit 'apoptose des lymphocytes T auxiliaires essaires pour activer les lymphocytes T
cytotoxiques (Gougeon, Olivier et al. 1991; Pdlithoult et al. 2003). A I'inverse, un défaut
d’apoptose a été observé dans le développementatidies auto-immunes résultant de
'apparition de lymphocytes auto-réactifs qui n’quats été éliminés par apoptose au cours de
la sélection clonale lymphocytaire (Straus, Snedieal. 1999; Rieux-Laucat, Fischer et al.
2003). De méme, un défaut ou un blocage dans ligiattde I'apoptose ont pu étre identifiés
dans les pathologies virales, les syndromes lymatiégratifs et surtout dans de nombreux
cas de cancers (Thompson 1995).
La cancérogenese est un phénoméne multi-étapesta@ss consistant en des altérations
génétiques successives capables d’'induire la tramation de cellules normales en cellules

malignes. Ces cellules tumorales possédent lestéasdiques suivantes : indépendance vis-
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a-vis des facteurs de croissance, insensibilitéemnies signaux inhibiteurs de croissance,
potentiel réplicatif illimité, angiogenése, invasiainsi qu'un échappement a la mort
cellulaire apoptotique (Hanahan and Weinberg 20&0).effet, I'analyse moléculaire des
mutations somatiques présentes dans les tumeérvel& que de nombreux génes agissant sur
les voies de signalisation et d’exécution de I'dpep sont affectés par des mutations. La
résistance des cellules tumorales a I'apoptoseribarta leur accumulation, leur potentiel
meétastatique, leur résistance aux agents cytotegicet favorise ainsi la progression tumorale
(el-Deiry 1997; Plati, Bucur et al. 2008).

L’apoptose semble un moyen sir d’éliminer des tdlicancéreuses. Nous nous sommes
ainsi intéressés a induire I'apoptose en nous ratacparticulierement a I'étude de la voie

mitochondriale. Cependant, l'intérét pour la néerasété relancé récemment et I'une des
molécules que j'ai utilisées induit une mort celltd aux caractéristiques nécrotiques. Nous

allons ainsi considérer la nécrose et son utibsgpiotentielle en thérapie.

2. La nécrose

La nécrose a longtemps été caractérisée par l'absales modifications cellulaires
caractéristiques de l'apoptose ou de l'autophaBiée est considérée comme une mort
incontrélée et non souhaitable car la nécrose déoke une réponse immunitaire
inflammatoire. Cependant de récentes études révékxistence d’'une nécrose induite
physiologique dont les dérégulations sont pathqglogg. De plus, la nécrose peut étre
déclenchée et constituerait un moyen efficacardiger des cellules tumoralés vivo.

a) Les caractéristiques de la nécrose
La nécrose est caractérisée par une augmentatiovoldme de la cellule (oncosis), un
gonflement des organelles et une rupture précoda deembrane plasmique avec perte du
contenu intracellulaire (Kroemer, Galluzzi et @08) (cf Fig.1). Le processus nécrotique est
mis en évidence en mesurant plusieurs parametrastéastiques tels que la perméabilisation
des membranes plasmiques et la déplétion en AT® céllules en cours de nécrose voient
leur Aym chuter et leurs membranes mitochondriales se gaitiser comme les cellules en
apoptose. Une différence importante avec I'apoptogte les changements morphologiques,
est 'absence d’activation de la cascade des casplasmort par nécrose faisant généralement
suite a un traumatisme comme un stress mécanigimiquie ou des températures extrémes.
La nécrose intervient lorde phénomeénes d’ischémie/reperfusion et notammewbars de

greffes hépatiques (Jaeschke and Lemasters 2003).
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Les cellules nécrotiques activent le complémermnektrguent des protéases et des DAMPs

(Damage/Danger-Associated Molecular Patterns) DA&8IPs sont repérés par les cellules de

limmunité innée résidentes du tissu qui vont deécher une réponse inflammatoire. Les

cellules immunitaires circulantes et les anticapiibles vont, par la circulation, atteindre les

cellules nécrotiques, neutraliser les dommagesléses, phagocyter les cellules mortes et

stimuler la réparation des tissus. (D’apres KonoR&ck, Nat Rev Immunol, 2008)
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A ce caractere de mort accidentelle s’ajoute ldetébement d’'une réponse immunitaire
inflammatoire. En effet, la perméabilisation derlambrane plasmique suivie de la lyse de la
cellule en nécrose va permettre le relargage detaulds intracellulaires : les DAMPs
(Damage/Danger-Associated Molecular Patterns) (Pétrett et al. 2010) (Fig.5). Ces
DAMPs comme la protéine HMGB1 (High Mobility Groupox 1) vont se lier a des
récepteurs spécifiqgues a la surface des cellulemgqulytaires (macrophages, cellules
dendritiques). Ces cellules vont alors secréter clgskines pro-inflammatoires (TNF,
Interleukines (IL)-1, 1I-6 et IL-Bresponsables de la maturation des cellules demasi de
l'activation de I'immunité adaptative et de I'angenése (qui va permettre la cicatrisation)
(Fig.5) (Raucci, Palumbo et al. 2007). Les celluiésrotiques provoquent donc une réponse
pro- inflammatoire alors que les cellules en apsptproduisent, en général, des cytokines
anti-inflammatoires. Or les cellules en apoptosdiva (aussi appelée nécrose secondaire)
présentent une perméabilisation de la membranenjas. Ces cellules, comme les cellules
nécrotiques, vont déclencher une sécrétion de mgekpro-inflammatoires et une réponse
immunitaire. Certaines études ont cependant migwdence l'induction d'une réponse
immunitaire inflammatoire en présence de cellulpsp#otiques précoces (c’est-a-dire avec
des membranes cytoplasmiques intactes) traitéesipagent chimiothérapeutique ou des
rayons UV (Coutant, Perrin-Cocon et al. 2002; LauBehn et al. 2003; Elward, Griffiths et
al. 2005; Olofsson, Andersson et al. 2008). L’'apept serait donc, comme la nécrose,
susceptible de déclencher une inflammatiownivo. Il est intéressant de se demander si la
nécrose n'est pas une mort tout autant souhaitabée I'apoptose, notamment dans les

traitements chimiothérapeutiques visant I'élimiaatde cellules tumorales.

b) La nécrose induite

Plusieurs informations mettent en évidence une rpromation du déclenchement et du
déroulement du processus nécrotique (Golstein andrifer 2007). Tout d’abord, la nécrose
intervient au cours du développement pour indugremiort cellulaire des chondrocytes et
contrbler ainsi la croissance des os (Roach andk&R000). La nécrose est impliqguée dans le
maintien de 'homéostasie chez I'adulte et notantn@nniveau de I'épithélium intestinal
(Barkla and Gibson 1999).

De nombreuses études décrivent la nécrose commenartecellulaire par défaut. En effet,
linhibition d’événements essentiels au déroulemeles processus apoptotiques et/ou
autophagiques, résulte en l'induction d’une mottutare nécrotique. Selon les modeles
utilisés il faut inhiber simultanément des protéinetervenant dans la perméabilisation des

membranes mitochondriales (PMM) et des protéinesergelles au déroulement de
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l'autophagie (Shimizu, Kanaseki et al. 2004) ounbiehiber uniquement I'activité des
caspases (utilisation du z-VAD, inhibiteur globakdaspases) (Chautan, Chazal et al. 1999)
pour induire la nécrose. Il est intéressant dernqtee ce dernier exemple se réfere a la
suppression par nécrose des tissus interdigitandgme le développement en présence de z-
VAD avec la méme structuration spatio-temporelle ¢japoptose. Une déplétion en ATP
peut également favoriser un basculement vers umeméorotique car 'ATP est nécessaire a
l'activation de la cascade des caspases (Leisglé&Siet al. 1997). La présence d’une voie
nécrotique lors de la suppression des voies apqpest et autophagiques refléte son
émergence potentiellement antérieure au coursédellition comme voie ancestrale de mort
cellulaire chez les eucaryotes (Golstein and Krae2065).

Les études portant sur une signalisation spécifideela nécrose ont été principalement
réalisées dans les modeéles cellulaires L929 (ligleéibrosarcome de souris) et Jurkat (lignée
leucémique lymphoblastique T humaine). Elles omimie de faire émerger le concept de
« nécroptose », c'est-a-dire une mort cellulairmgpmmée avec les caractéristiques
morphologiques nécrotiques et l'intervention de stitmants de la voie apoptotique des
récepteurs de mort (Fig.6) (Degterev, Huang e2@0D5; Hitomi, Christofferson et al. 2008).
En effet, la nécroptose est induite par la fixatiws lignands TNIe; TRAIL et FasL sur les
récepteurs de morts. L'équipe du Pr. Junying Yugum, a découvert la nécroptose, a
également mis en évidence le role central de laddrRIP1 (Receptor-interacting protein 1)
grace a un criblage de molécules capables d’'intiéeécroptose : les nécrostatines (Nec). La
nécrostatine-1 (Nec-1) et aussi les Nec-3 et 5 s@# inhibiteurs de la kinase RIP1
(Degterev, Hitomi et al. 2008). D’autres équipes @vélé l'intervention de la kinase RIP3
dans la voie nécroptotique (Cho, Challa et al. 2608 Wang et al. 2009; Zhang, Shao et al.
2009). Ces deux kinases sont activées par phodptioryen aval des récepteurs de mort et
vont interagir au sein d’'un complexe multi-protéquCe complexe differe du complexe
DISC, activé dans la voie apoptotique extrinseqeas, il fait intervenir un partenaire
supplémentaire: RIP3 (Fig.6). FADD et caspase 8 po¥sents dans ce complexe, mais leur
réle dans la voie d’induction de la nécroptose s connu pour linstant (Cho, Challa et
al. 2009). Les intervenants situés plus en avas dmsignalisation nécroptotiqgue ne sont pas
encore clairement identifiés. Les especes actidéeboxygene (EAO) jouent un réle (Lin,
Choksi et al. 2004), mais I'importance de leur rédenble varier selon les lignées testées. La
mitochondrie est altérée lors d’une mort cellulangxrotique, mais son réle est peu décrit

dans I'exécution du processus de nécroptose (Xanglet al. 2006).
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Figure 6 : La signalisation de la nécrose progréenm

La signalisation actuellement connue pour I'exénutde la nécrose programmée a de
nombreuses caractéristiques communes avec la xtiaseque de I'apoptose. En aval du
TNFR il y a formation d’un complexe multi-protéigumpliquant FADD, RIP1, RIP3 et la
caspase 8. RIP3 peut ensuite interagir avec degmaszmétaboliques (GUL1, PYGL et
GLUD1) et augmenter leur activité catalytique prigdat ainsi plus de substrats pour la
chaine respiratoire. Cela mene a une surproducfiBAO (especes activées de I'oxygene)
mitochondriaux qui vont induire la PMM et la mo# k& cellule.

(D’'apres Galluzzi, Kepp & Kroemer, J Mol Cell Bi@D09)
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La nécroptose est un type de mort cellulaire getitarécemment impliqué dans la survenue de
maladies neurodégénératives (Lin and Beal 2008aes$ la défense de I'organisme contre les
infections virales (Cho, Challa et al. 2009). lagt donc d’'un processus physiologique
important dont il sera intéressant d’élucider leécamismes cellulaires et moléculaires.
L’étude de la nécroptose permet de mettre en dimatérét de la nécrose en physiologie et

egalement dans l'induction de la mort cellulairecemiothérapie.

Apoptose et nécrose sont deux types de mort irs#@nes dans le but d’éliminer des cellules
tumorales. Toutes deux ont en commun des éveneméioishondriaux lors de l'induction de

la mort cellulaire par des molécules que nous étods ci-dessous.

3. La mitochondrie
a) Le réle physiologique de la mitochondrie

La mitochondrie est un organite cellulaire majeanstitué d’'une membrane externe, d’'un
espace intermembranaire, d'une membrane interdeie¢ matrice. La mitochondrie joue un
réle primordial dans la physiologie de la celluteg&nérant I'énergie nécessaire a toutes les
réactions biochimiques de la cellule. Cette énedpeive de la production d’ATP par
phosphorylation oxydative au sein de la chaineir@spre. Le fonctionnement de la chaine
respiratoire au niveau de la membrane interne dmitachondrie génere un gradient de
protons entre la matrice mitochondriale et 'espatermembranaire et crée ainsi A, Le
retour des protons dans la matrice ne peut se peodu'au niveau de passages spécifiques
constitués par I'ATP synthétase. L'ATP formé estuée transporté par I'adénine nucléotide
translocase (ANT) dans I'espace intermembranairéalange d'une molécule d’ADP. Puis

I'ATP passe dans le cytosol au travers de canaisn@jues voltage-dépendants (VDAC).

b) Le rdle de la mitochondrie dans la mort celhdai
En dehors de son rble métabolique, il est appapuideune dizaine d’années que la
mitochondrie joue un réle clé dans l'apoptose (Bexnand Kroemer 2000; Kroemer and
Reed 2000). Ce role ne se limite pas a une simgie gle fonction qui priverait la cellule
d’énergie, mais la mitochondrie participe a l'int&#ipn et a la propagation des signaux de
mort activés par des facteurs endogenes et exagdbesfacon générale, la voie
mitochondriale de I'apoptose est induite par dgsaix de stress (rayonnements UVyou
dommages a I’ADN, déprivation en facteurs de suetiaugmentation du calcium (€pou
des EAO), I'action d’'oncoprotéines, de protéinasles ou des agents chimiothérapeutiques
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(Decaudin, Marzo et al. 1998; Mates and Sancheerién 2000; Ravagnan, Roumier et al.
2002; Kroemer 2003; Deniaud, Brenner et al. 200#jdéon and Brown 2008). Le €t les
EAO sont également des signaux inducteurs de la motochondriale lors de la nécrose
(Zamzami, Larochette et al. 2005). L'intégrationags différents stimuli par la mitochondrie
va aboutir a une perméabilisation membranaire &sacune chute diwyp,.

Plusieurs hypothéses permettant d’expliquer l'oegides perturbations membranaires
conduisant au relargage des protéines de I'espdaeariembranaire ont été décrites. Elles
impliquent la rupture de la membrane externe maadhniale ou bien la formation de canaux

affectant les membranes externe et interne (Kroe@atuzzi et al. 2007).

c) La perméabilisation des membranes mitochondrig&iM)

- Perméabilisation de la membrane externe mitocti@iedMEM)

La perméabilisation de la membrane externe de Kkocmondrie permet d’expliquer le
relargage des protéines apoptogenes de |'espamenginbranaire. Ce phénomene implique
des protéines de la famille Bcl-2 (Fig.7) : BaxBak. Les membres de la famille Bcl-2
possédent des séquences hautement conservées eapmEfaines BH (pour Bcl-2
homology) (Adams and Cory 1998). Les membres aguptotiques (ex : Bcl-2, Bcl-¥
possedent 4 domaines BH (BH1, 2, 3 et 4), les mesnpro-apoptotiques a multi-domaines
(ex : Bax, Bak) possédent 3 domaines BH (BH1, 3)efFig.7). Il existe également des
membres pro-apoptotiques avec un seul domaine BH « BH3-only » (ex: Bid, Bad)
(Fig.7). Certaines protéines de la famille Bcl-Zgantent dans leur séquence un domaine
transmembranaire en C-terminal qui leur permet’ids&er dans la MEM. C’est le cas de
Bak qui, en condition normale, se localise danslEEM. Bax, quant a lui, se trouve dans le
cytosol en l'absence de stimulus apoptotique. laeslinduction de l'apoptose, Bax est
relocalisé a la MEM et s’associe a Bak pour forrdes pores membranaires (Fig.8A)
(Kroemer, Galluzzi et al. 2007). L'oligomérisatide Bax et Bak est facilitée par I'action de
certains BH3-only comme t-Bid et Bim (Korsmeyer, \Vé¢ al. 2000; Letai, Bassik et al.
2002). Dans de nombreux modéles d’'induction deokdose, les protéines Bax et Bak sont
indispensables a la PMM (Wei, Zong et al. 2001 pédelant la formation de pores Bax/Bak
est controversée. Une autre explication pour la P&Na sortie des molécules apoptogenes
consisterait en une déstabilisation de la bicoulghieique que forme la MEM par les
protéines Bax et Bak (Fig.8A) (Basanez, Sharpé. @082). Certaines études ont montré que
Bax est capable d’interagir avec les membres du @POPe de transition de perméabilité)
ANT et VDAC a l'aide de protéines recombinantesd@&mer, Galluzzi et al. 2007).
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Figure 7 : Les protéines de la famille Bcl-2

Chez les mammiféres, les membres de la famille2Badnt divisés en trois groupes. Les anti-
apoptotiques (bleu) contiennent quatre domaines(Bélet) et possédent presque tous un
domaine transmembranaire (TM, en orange). Les popiatiques (rouge) n‘ont pas de
domaine BH4 et s’associent a la membrane extertachundriale par leur domaine TM. Les
« BH3-only » (jaune) regroupent des protéines mapéotiques qui ne présentent qu’un
domaine BH3. (D’apres Taylor, Cullen & Martin, N&ev Mol Cell Biol, 2008)
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Cependant, les expériences en liposomes et mitdciesnisolées montrent que Bax peut
induire une PMM et une sortie de cgtindépendante des composants du PTP (Eskes,
Antonsson et al. 1998). L’action de Bax peut doine BTP dépendante ou indépendante, ces
deux possibilités étant non exclusives. La porifi@AZ (hors du PTP) a également un réle
dans la perméabilisation des MEM. En effet, le age de VDAC a l'aide d’'un anticorps
spécifigue empéche le relargage deacBax- dépendant (Shimizu, Matsuoka et al. 2001). De
plus, Bax et Bak induisent I'ouverture de VDAC entpoliposomes. Ce rble pro-apoptotique
de VDAC serait assuré par l'isoforme VDACL. Il asiiété montré gu’une surexpression de
VDACL1 suffit a induire I'apoptose dans divers typeslulaires (Zaid, Abu-Hamad et al.
2005). VDAC1 assurerait ce role pro-apoptotiqusenvant de récepteur pour Bax a la MEM
(Fig.8A) (Pastorino, Shulga et al. 2002).

- Perméabilisation de la membrane interne mitoctialel MIM)

Deux mécanismes sont susceptibles de coexister pracessus Bax/Bak-dépendant qui
implique la perméabilisation de la MEM et un preues PTP-dépendant qui implique une
perméabilisation de la MIM. Ces deux mécanismesidsant au final a la perméabilisation
des deux membranes mitochondriales et a la chutAydu Le PTP est responsable du
phénomene de transition de perméabilité qui a étgitdcomme la perméabilisation de la
MIM aux solutés de masse moléculaire inférieurezakDa. Il a été identifié par Zoratti et
Szabo en 1992 par des expériences d’électrophgso{8zabo and Zoratti 1992). Ce PTP est
un canal non sélectif de « haute conductance » gmug@tre formé par des protéines
transmembranaires résidant au niveau de la memimgeree et au niveau de la membrane
externe de la mitochondrie (Crompton 1999). Lefdkhtes études réalisées ont permis de
définir une composition minimale du PTP constitaé fassociation de 'ANT, de VDAC et
de la cyclophiline D, une protéine de la matriciy @B) (Szabo, De Pinto et al. 1993; Szabo
and Zoratti 1993; Zoratti and Szabo 1995; Cromptdni et al. 1998). L'ouverture du pore
peut étre induite par différents effecteurs phygi@ues comme le calcium, la protéine Bax et
également par des inducteurs de mort (Crompton)1999

L’ouverture du pore augmente la perméabilité dméanmbrane interne mitochondriale vis-a-
vis de protéines de poids moléculaire inférieur,% KDa. Ceci entraine une dissipation du
potentiel membranaire mitochondrial, un déséqulichimique entre le cytoplasme et la
matrice mitochondriale, ainsi qu’'un découplage alphosphorylation oxydative, provoquant
alors un gonflement osmotique pouvant conduire raipgure de la membrane externe (car la
MIM a une surface plus grande que la MEM) (Marzeerier et al. 1998; Marzo, Brenner et
al. 1998).
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Figure 8A : Mécanismes d’induction de la PMM

En conditions physiologiques, le potentiel transiemaire Aym) est élevé, les protéines
pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bid...) sont dans leat @tactif et le PTP s’ouvre et se ferme
permettant ainsi les échanges de métabolites kentngosol et la matrice. La PMM induit le
relargage des protéines apoptogéenes intermembeankirchute ddym et conduit a la mort
de la cellule. La PMM s’explique par : (1) la fortiom de pores suite a la déstabilisation des
lipides de la MEM, (2) I'ouverture prolongée du P@dhduisant au gonflement matriciel et a
la rupture de la MEM, la formation de pores (3) passociation de protéines pro-
apoptotiques avec des membres du PTP (exemples @Bax/VDAC), (4) par I'association
de protéines pro-apoptotiques entre elles (exemmpdees Bax/Bak).

(D’apres Kroemer, Galluzzi & Brenner, Physiol R2007)

Bax Bcl-2

Figure 8B : Le pore de transition de perméabiR&F)

De nombreuses études posent I'hypothese d’uneitdimst minimale impliquant VDAC,
ANT et CypD. Les protéines créatine kinase (CK)xdkinase (HK) et peripheral-type
benzodiazepine receptor (PBR) s’associent au PTdn $e tissu et le type cellulaire. Les

protéines Bcl-2 et Bax régulent I'ouverture du P{IP’apres Kroemer, Physiol Rev. 2007)
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d) Cibler la mitochondrie et ANT dans les cancers
L'une des caractéristiques du cancer étant le dppelment d’'un défaut des voies de
signalisation apoptotiques (Hanahan and Weinbe@®R@e nombreuses thérapies ont pour
but d’induire I'apoptose pour éliminer les celluleancéreuses (Galluzzi, Larochette et al.
2006; Fulda, Galluzzi et al. 2010). La majorité deses de signalisation converge vers la
mitochondrie pour déclencher une perméabilisatien s#s membranes, faisant de la
mitochondrie une cible de choix dans les traitesemiti-cancéreux (Brenner and Kroemer
2000 ; Fulda, Galluzzi et al. 2010). En effet, eibda mitochondrie en stimulant la PMM est
une stratégie qui permet d’amener a I'apoptosecdiisles tumorales (Galluzzi, Larochette et
al. 2006; Ralph and Neuzil 2009).
ANT (Adenine nucleotide translocase), protéine mmaggede la MIM, est un régulateur
important de la PMM dépendante du PTP (Belzacgr&/iet al. 2002; Halestrap and Brenner
2003). De plus, ANT peut basculer d’'une fonctiotald (translocation ATP/ADP) a un réle
létal (formation d’'un pore) ce qui lui confére wier central dans la PMM (Kroemer, Galluzzi
et al. 2007). Chez I'Homme, il existe quatre isofes d’ANT codées par quatre genes
homologues ANT1, 2, 3 et 4 (68 & 88% d’homologpizo, Brenner et al. 1998; Marzo,
Brenner et al. 1998). L'expression des isoformes\T dépend du type de tissu et du statut
physiopathologique suggérant qu’elles peuvent exgdifferemment la PMM au cours de
'apoptose (Doerner, Pauschinger et al. 1997). dhegouris, qui ne possede que deux
isoformes d’ANT (ANTL1 et 2), une étude par invatida des deux isoformes dans le foie
conclut que 'ANT est dispensable a la PMM PTP-délamte déclenchée par différents
inducteurs (Fas, TNE; le ionophore calcique A23187) (Kokoszka, Wayneteal. 2004).
Cependant, la situation semble plus complexe chiemime et plus particulierement dans les
cellules cancéreuses humaines. Les isoformes ANTRING 3 participent a la formation de
pores létaux conduisant a une apoptose mitochdadBauer, Schubert et al. 1999; Zamora,
Granell et al. 2004). Ces isoformes pro-apoptosgd@NT sont capables d’interagir avec
diverses protéines pour former des pores létaux impeirviennent dans la signalisation
apoptotique suite au traitement par des molécuhsicthérapeutiques et qui permettent
méme la régression tumorale vivo (Bauer, Schubert et al. 1999; Zamora, Granelllet a
2004; Zamzami, Larochette et al. 2005; Jang, Chal.e2008). ANT2 est la seule isoforme
surexprimée dans des tissus présentant un tauxralgemtion élevé et capables de
régénération comme le foie, les lymphocytes (DaerRauschinger et al. 1997; Giraud,
Bonod-Bidaud et al. 1998), certaines lignées calles cancéreuses et également dans des
tissus tumoraux (Lunardi and Attardi 1991; Le BrBsrgne-Sanchez et al. 2006). Cette
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isoforme a été décrite pour présenter un réle apaptotique et son extinction par ARN
interférence mene a une augmentation de la motulaieé induite par des agents
chimiothérapeutiqgues (Le Bras, Borgne-Sanchez et2@06). L’extinction d’ANT2 est
également capable de contrecarrer I'effet anti-tgilmue associé a la surexpression de la
protéine Bcl-2 dans des cellules HelLa et cela, méprés un traitement par une molécule
ciblant le PTP (la Lonidamine, voir (Ravagnan, Maet al. 1999)) (Le Bras, Borgne-Sanchez
et al. 2006). Il semblerait donc intéressant d’inelwine diminution de I'expression d’ANT2
afin de sensibiliser des cellules tumorales a Ianiciihérapie (Belzacq, Vieira et al. 2003;
Sharaf El Dein, Mayola et al. 2011). L'isoforme ATécemment identifiee (Dolce, Scarcia
et al. 2005), est exprimée au niveau du foie, duea et des testicules. Cette isoforme a été
peu étudiée et jai pu prendre part a la caracttols de son rdle dans des cellules
cancéreuses (Gallerne, Touat et al. 2010). Avait¢ é&ude, le role d’ANT4 dans la mort
cellulaire n'était pas connu. Par une surexpressitable d’ANT4 dans des lignées
cancéreuses (HelLa et Hct), nous avons pu mettréviglence I'effet anti-apoptotique de
l'isoforme ANT4 aprés traitement ciblant le PTP gidamine, voir (Ravagnan, Marzo et al.
1999)) et la voie des MAP kinases (Staurosporirog; (Beyaert, Vanhaesebroeck et al.
1993)).

ANT présente, chez I'Homme, un réle central dans tlansition de perméabilité
mitochondriale et l'induction de la mort cellulair&es isoformes ANT2 et 4 inhibent
'apoptose tandis que ANT1 et 3 induisent I'apaptet cela sur des cellules cancéreuses
traitées. Ajouté au fait que I'expression d’ANT2 asgmentée dans des tissus tumoraux, le
potentiel d’ANT et surtout d’ANT2 comme cible thpeutique semble une piste a explorer.
L’intérét de cibler ANT2 en chimiothérapie est diébalans une récente revue a laquelle jai
collaboré (Sharaf El Dein, Mayola et al. 2011).€ffet, il serait intéressant de développer des
molécules capables de cibler cette isoforme afica@ourner la résistance a la PMM qui
peut apparaitre aprés chimiothérapie.

[l- Développement de tolérances et résistance tumorale

1. La tolérance au stress oxydant

a) Les especes activeées de I'oxygene (EAO)
Les espéces activées de I'oxygene (EAO) sont diisawax libres, neutres ou chargées, qui
est instable en raison de la présence d'un éleatmmapparié sur sa couche externe
(Gutteridge 1994). L'instabilité des radicaux librées rend tres réactifs avec d'autres

molécules environnantes. Les réactions de trandféktctrons qu’ils produisent (réactions
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d’'oxydoréduction ou réactions redox) conduisentveati a la formation d'un nouveau
radical, ce phénomene pouvant se propager paédesans en chaine. Les réductions mono-
électroniques successives de l'oxygene donnentsaraie a difféerentes EAO : l'anion
superoxide (@), le peroxyde d’hydrogene (B,) et le radical hydroxyle@H). Au sein de la
cellule, tous les processus utilisant de l'oxygétens les différents compartiments
subcellulaires sont capables de produire des E®Qrrigre, Galinier et al. 2006) Dans les
cellules, les effets des EAO varient beaucoup antion de la nature chimique, du niveau de
production ou encore du site subcellulaire producteEAO. En effet, il a été décrit quQ
H,O, et OH ont des demi-vies et des réactivités tres difftas et des études chez la levure
montrent que les réponses cellulaires dépendentifispeément de la nature de l'agent
oxydant utilisé (Higgins, Alic et al. 2002; Thorpepng et al. 2004). Cela signifie que des
oxydants différents mettent en jeu des fonctiofisileéres spécifiques a chacun et engendrent
des réponses cellulaires différentes, soulignangréande complexité du systéme redox a
I'échelle cellulaire. L'existence de nombreusesrsesi de production d’EAO dans la cellule
ajoute un niveau supplémentaire de complexité. ltaamondrie représente le site majeur de
production cellulaire d'EAO (80% de D). Au niveau de la MIM, les électrons sont
transférés le long de la chaine respiratoire auscde réactions d’oxydoréduction jusqu’a
I'accepteur final, 'oxygéne, qui est réduit complaent en KO. L'énergie ainsi libérée (sous
forme d’'un gradient de protons de part et d’augdadmembrane interne) est alors utilisée par
'ATP synthétase pour synthétiser I'ATP (Mitchelhch Moyle 1967). Une proportion
significative de I'oxygene (2 % a 6 %) échappe &fduction complete en B et subit une
réduction mono-électronique au niveau des complé&xtdll de la chaine respiratoire pour
donner naissance a kO (Fig.9A) (Turrens 2003). Cette production est &losent
indissociable du processus respiratoire. Les EA@ &également produits par des complexes
NADPH oxydases (NOXs). La famille des NOXs est titunse par les NOX1 a 5 ainsi que
DUOX1 et 2 (Fig.9B). Ces complexes transférent élestrons au travers de membranes
(cytoplasmique principalement mais aussi mitochiahelret du réticulum) avec I'oxygene
comme accepteur d'électrons et la génération,d'@edard and Krause 2007). Afin de
limiter la concentration en EAO, plusieurs systemasoxydants, localisés en différents sites,
prennent en charge,Oet ses dérivés (Gutteridge 1994; Gutteridge arnitiwédl 2000). En
effet, les cellules sont équipées de systemesxaaidmts qui agissent de différentes facons.
lls inhibent la formation des EAO (la séquestratales métaux de transition empéche la
réaction de Fenton et la production deH), les métabolisent grace a des enzymes
(superoxyde dismutase (SOD), catalase et glutatpiemoxydase) ou a des piégeurs de

radicaux libres (glutathion, vitamine C, vitaminedaenzyme Q).
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Oxydation de molécules cytoplasmigues ou nucléaires
Figure 9A : Production des EAO mitochondriaux

La fuite d’e- induit la production d'®© par le complexe | et le coenzyme Qp (st
métabolisé par la SOD mitochondriale (SOD2 ou Mn$@&DHO,. H,O, est décomposé en
H,O par la glutathion peroxydase, @H par le F&', ou bien il diffuse dans le cytoplasme.
Le ‘OH oxyde les protéines, 'ADN ou induit la peroxyida lipidique. (D’apres Carriere et
al, M/S, 2006)

Figure 9B : Les isoformes de NADPH oxydase (NOXSs)

Les NOXs différent par leurs mécanismes d’activatiNOX1 nécessite p2¥* NOXO1,
NOXAL et Rac. NOX2 a besoin de 2% Rac, p67 et p47 phosphorylé. NOX3 requiert
p22"* NOXO1, NOXAL et Rac selon les espéces. NOX4 reitee928"™ Les NOX5,
DUOX1/2 sont activés par le calcium. (D’aprés BedarKrause, Physiol Rev., 2007)
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lls peuvent aussi réparer les dommages oxydatifislépglutathion et la thiorédoxine réduite,

des molécules capables de réduire les résidusmgsiggalablement oxydés par les EAO).

b) EAO et mort cellulaire
L’état redox d’'une cellule dépend de la balanceeesa production d’'EAO et sa capacité a
contenir leur toxicité (Oberley, Zhong et al. 2000)ne dérégulation de cette balance peut
mener a une accumulation d’'EAO et a un stress anydaes altérations qui s’en suivent
touchent majoritairement les acides nucléiques, pestéines et les lipides et sont
principalement attribués a l'action du radical lypdide (OH) (Pervaiz and Clement 2002).
Les dommages cellulaires massifs induits par |e® BAt longtemps été associés a une mort
de la cellule par nécrose. Néanmoins, le stresdamyest également a l'origine du
déclenchement de l'apoptose. A titre d’exemple, descentrations d’'bD, supérieures a
500uM déclenchent de la nécrose alors que des mmatiens entre 25 et 500uM &6,
déclenchent I'apoptose (Hampton and Orrenius 18%ment, Ponton et al. 1998). Les EAO
peuvent en effet induire la mort cellulaire et miennent au niveau de la mitochondrie
(Ravagnan, Roumier et al. 2002). Une accumulati&®@ cytosoliques et mitochondriaux
peut induire une PMM (Ueda, Masutani et al. 200@jersement une PMM peut résulter en
une production accrue d’EAO mitochondriaux. Les EédDstituent donc une cause et/ou une
conséquence de la PMM. (Petit, Lecoeur et al. 193Hnzami, Marchetti et al. 1995) La
PMM et I'ouverture du PTP ont été impliqués dansfranisme « Reactive Oxygen Species
(ROS)-induced ROS-release » (RIRR) (Zorov, Filbatral. 2000; Zorov, Juhaszova et al.
2006). De nombreuses études ont montré que les Eé@®,comme le C& induisent
'ouverture du PTP (Crompton 1999). Des ciblesEA® au niveau du PTP ont d’ailleurs été
identifiees (Le Bras, Clement et al. 2005). ParngXe, Halestrap a mis en évidence une
altération de la liaison de I'ATP ou de 'ATP a NA en présence d’agents oxydants (t-butyl
hydroperoxide ou t-BHP et diamide) (Halestrap, Wiadd et al. 1997). Une oxydation au
niveau du résidu cystéine 56 de I'ANT est respolesdtune PMM et de I'apoptose dans
différents modeles (cellules, mitochondries isoléeANT purifié en liposome) (Costantini,
Belzacq et al. 2000; Vieira, Belzacq et al. 200)AC est également une cible des EAO et
O," induit le relargage de cyt par VDAC en cellules et en protéoliposomes (Madasth
Hajnoczky 2001).

c) EAO, cancérogenese et résistance
Une génération d’'EAO est observée dans des celhdesales suite a différents stimuli

(cytokines, facteurs de croissance) et aussi dass agllules cancéreuses a des doses
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submicromolaires. Dans des conditions physiologgues EAO jouent un rble de second
messager capable de promouvoir la croissance dlakesesn culture (Burdon 1995; Burdon
1996). Les EAO sont majoritairement générées panitachondrie, mais dans le cas des
EAO impliqués dans les voies de prolifération, stmt préférentiellement produits par les
NOXs (Sauer, Wartenberg et al. 2001). On note tgrpiession de NOX4 est augmentée
dans le cancer du pancréas (Vaquero, Edderkaaili 2004), du sein (Graham, Kulawiec et
al.) et dans les mélanomes (Brar, Kennedy et &122¥amaura, Mitsushita et al. 2009) et
gu’elle est associée soit a la transformation taeosoit a la résistance des cellules. L’action
des EAO peut entrainer une perte/un gain de famaiio un changement de fonction pour
leurs cibles dans les voies de signalisation. Gbkesc peuvent étre des récepteurs, des
protéines kinases ou phosphatases, des factetnrandeription... (Burdon 1995). On sait par
exemple que l'activation des récepteurs de factdarsroissance EGF, NGF, PDGF induit
une augmentation transitoire des EAO via une ditivade la petite GTPase Racl qui est
membre de plusieurs complexes NOX. Il est égalemenhu que les kinases p38 et JNK
voient leur activation fortement augmentée en préseal’'un stress oxydant. NéB est le
premier facteur de transcription pour lequel ité@ @ontré un effet direct des EAO. En effet,
I'H 0O, induit 'augmentation de la dégradation de sonhitéur IKB ou bien I'activation
d’'IKK a selon le type cellulaire étudié. (Droge 2002) s oxydant interagit également
avec la signalisation calcique et un relargage @@ geut étre déclenché par b8, (Sauer,
Diedershagen et al. 1997; Volk, Hensel et al. 19G@Li serait du a une régulation directe des
canaux calciques comme IP3R et RYR qui peuventr sids modifications par des agents
oxydants (Kaplin, Ferris et al. 1994; Eu, Sun et2400). Ainsi les EAO sont capables
d’influer sur de nombreuses voies de signalisatida.role est possible si le stress oxydant
reste modeéré, on parle alors de milieu « pro-oxyeglarCe milieu favorise la survie et
également la transformation tumorale (Fig.10) (Bard 996 ; Pervaiz and Clement 2007).
Plusieurs équipes ont montré le lien entre miliexxgxydant et cancérogenése par la mise en
évidence de l'activité suppresseur de tumeurs &OB mitochondriale (MNSOD ou SOD2)
(Zhao, Kiningham et al. 2001; Weydert, Roling et28l03; St Clair, Zhao et al. 2005).

En plus de favoriser la prolifération et la cang@&mese le milieu pro-oxydant serait aussi
anti-apoptotique. Une augmentation de la conceatrat’'O,” dans des cellules cancéreuses
entraine une inhibition de [l'apoptose induite pamasFet par des molécules
chimiothérapeutiques (Clement and Stamenkovic 1P86yaiz, Ramalingam et al. 1999).
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Figure 10 : Adaptation au stress oxydant, cancé@seet chimio-résistance

Un stress oxydant persistant dans certaines celaa@ecéreuses induit une réponse adaptative
avec activation de facteurs de transcription conNfexB et Nrf2 (NF-E2-related factor 2)
qui augmentent I'expression des enzymes antioxgdaf80D, GPx) et de Bcl-2 et Mcl-1, et
inhibition des caspases... Les mutations provoquéed’ipstabilité génomique induite par
les EAO participent au maintien de la réponse adiaptau stress. Cette adaptation active des
voies de prolifération, d’échappement a la sénesgen’angiogenése et de diffusion
meétastatique. Tout ceci permet le développemenbtainainsi que la mise en place d’'une
résistance aux agents chimiothérapeutiques.

(D’aprés Trachootham et al 2009, Nat Rev Drug Discy)
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Inversement la diminution des,Opar surexpression de la SOD cytoplasmique (Cu/ZhSO
ou SOD1) ou par linhibition de Racl permet de #®iser des cellules cancéreuses a
plusieurs molécules (daunorubicin, étoposide, stnorine...) (Pervaiz, Ramalingam et al.
1999; Pervaiz, Cao et al. 2001). Ce rOle anti-apgapie des EAO les implique dans la
résistance aux chimiothérapies (Fig.10). La réststades cellules cancéreuses est liée a une
action anti-apoptotique des EAO et également dadlaptation du systeme antioxydant de ces
cellules au stress oxydant. Ainsi les agents chiméoapeutiques qui, pour la plupart,
entrainent une production d’'EAO (comme mécanismetain ou de fagon indirecte) peuvent
étre rendus inefficaces par une activation deogydiants cellulaires (Pervaiz and Clement
2004). Cependant, en connaissant les particulatitéystéme redox des cellules cancéreuses,
il est alors possible de développer des strat@mes cibler plus spécifiguement ces cellules
lors des chimiothérapies (Fig.11) (Verrax, Tapeale2008).

Le stress oxydant intrinséque des cellules cansésdes rend plus vulnérables (1) a un stress
oxydant supplémentaire et (2) a une déplétion dteaye antioxydant (Fig.11) (Trachootham,
Alexandre et al. 2009). En ce basant sur ce prncijes molécules génératrices d’EAO
comme l'arsenic trioxide et le ménadione sont déjésees en chimiothérapie et le disulfiram
est actuellement en tests cliniques de phase diir glifférents cancers (Wondrak 2009).
L’activation du systéme antioxydant pouvant menena résistance de ces cellules, il semble
important d’'associer a la chimiothérapie des madé&scugui inhibent les antioxydants
cellulaire, comme le buthionine sulfoximine (BSQ)i giéplete les cellules en glutathion
(GSH) (Fig.11) (Trachootham, Alexandre et al. 2009)
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Figure 11 : Cibler les cellules cancéreuses paysdéEme redox

Le taux d’EAO intracellulaires est le résultat deproduction et de I'élimination des EAO.

Les agents qui augmentent la génération d'EAO (dabelurs de la chaine respiratoire,
cycleurs redox, chelateurs de Fer) ou qui inhibestsystémes antioxydants (inhibiteurs du
GSH, des Trx, des SOD, de la catalase, de la HM(¥ine-oxygenase 1)) permettent une
accumulation d’altérations suffisantes pour élimies cellules cancéreuses.

(D’aprés Trachootham et al 2009, Nat Rev Drug Discy)
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2. La tolérance au stress du Réticulum Endoplasmicu(RE)

Le C&* occupe un role de second messager indispensalaleégllation de nombreuses
fonctions physiologiques dans la cellule (Clapha®®5t Berridge, Bootman et al. 2003;
Rizzuto and Pozzan 2006). Une surcharge calciquedware une PMM principalement par
l'ouverture du PTP, phénomene impliqué dans legs/die mort apoptotique et nécrotique
(Giorgi, Romagnoli et al. 2008; Lemasters, Therhvat al. 2009). La réserve de Ca
intracellulaire est majoritairement localisée dengéticulum endoplasmique (RE). Le RE est
également le site de I'assemblage des protéinemadifications post-traductionnelles et de
'acquisition des conformations tertiaires et quadres des protéines nouvellement
synthétisées et destinées a étre membranairec@iéss. Le stockage du<intracellulaire
par le RE lui permet de réguler la concentratiotoghasmique en calcium. Depuis quelques
années le role du RE est étudié dans le déclenctiathm stress cellulaire conduisant, dans
certains cas, a I'induction de I'apoptose. Aprahiztion d’'un stress du RE, plusieurs voies de
signalisation sont déclenchées qui sont rassemldéas le terme réponse UPR (pour
« unfolded protein response »). Le but de ces aijeat de supprimer ce stress, mais lorsque
la réponse UPR ne le permet pas, la cellule emtrapeptose. (Szegezdi, Logue et al. 2006;
Ron and Walter 2007). La mort cellulaire induitatesta un stress du RE impliqgue une

communication inter-organelle entre le RE et leogtibndrie.

a) Le stress du RE
La réponse UPR est médiée pas trois récepteursnieambranaires (Figl2A): ATF6
(activating transcription factor 6), PERK (pancredR kinase (PKR)-like ER kinaset
IRE1 (inositol-requiring enzyme 1). En 'absencetaiat stress, ces récepteurs sont maintenus
inactifs par leur interaction avec la protéine a@rapne Grp78/BiP (glucose-regulated protein
78kDa). Lors d'un stress du RE, Grp78 se dissoeserdcepteurs ce qui va les activer et ainsi
déclencher la réponse UPR. ATF6 va migrer au Galgi est clivé en sa forme active. Il va
ensuite aller au noyau et induire la transcripti@s génes des chaperonnes du RE : Grp78,
Grp 94, PDI (protein disulfide isomerase) ainsi de® facteurs de transcription CHOP et
XBP1 (X box-binding protein 1). PERK, quant & lwia alors s’homodimériser, s’auto-
phosphoryler et aller phosphoryler elF2 (eukaryatitiation factor 2). Ceci conduit a une
inhibition de la traduction sauf pour certains ARN&c des régions régulatrices spécifiques
comme pour celui dATF4. ATF4 va activer des vods survie et aussi des voies pro-
apoptotiques.
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Figure 12A : La réponse UPR (« unfolded proteipoase »)

L’'agrégation de protéines mal repliées dissocie78rges récepteurs de stress RE (PERK,
ATF6 et IRE1) permettant ainsi leur activation. hesies mises en place font intervenir
ATF4, CHOP et XBP1 et résultent en l'inhibition d& traduction et I'expression de

chaperonnes pour remédier au stress initial. (Rafzegezdi et al, EMBO Rep., 2006)
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Figure 12B : Le stress RE et les protéines dennlliaBcl-2

En l'absence de stress, les protéines de la farBile2 sont inactives au niveau des
membranes. La réponse au stress du RE activedepte@irs PERK, ATF6 et IRE1. Lorsque
le stress ne peut étre supprimé, la réponse prptagique prend le dessus. La voie IRE1
aboutit a I'activation de Bim et I'inhibition de B2. Les voies PERK et ATF6 permettent
inhibition de l'expression de Bcl-2. Dans ces dadions, Bax et Bak vont faciliter le
relargage de Gahors du RE. Cet influx de €ava déclencher la PMM.
(D’'aprés Szegezdi et al, EMBO Rep., 2006)
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Une de ses cibles, la protéine CHOP (C/EBP homai®garotein), qui est peu ou pas
exprimée dans des conditions normales, va étrenfamt induite en réponse a un stress du
RE. L'augmentation de son expression conduit a mét ale la croissance cellulaire et a
'apoptose. En I'absence de Grp78, IRE1 va clivARNm de XBP1. La protéine XBP1
synthétisée a partir de cet ARNm va induire la Isgsé de nouvelles chaperonnes. IRE1
activé va aussi recruter TRAF2 (TNF-receptor-asdedi factor 2). Le complexe IRE1-
TRAF2 permet l'activation de la MAPKKK ASK1 (apopis-signal-regulating kinase)
conduisant a I'activation de la kinase JNK (c-JusieNninal kinase). La formation d’'un
complexe IRE1-TRAF2 conduit a une activation pavage de la caspase 4 activant la
cascade des caspases via l'activation de la caspiisérice mitochondriale (caspase 9).
(Szegezdi, Logue et al. 2006)

Chacune des trois voies de réponse au stress dulRE composante pro-survie (expression
de chaperonnes pour IRE1 et ATF6, inhibition detraduction pour PERK) et une
composante pro-apoptotique (expression de CHOP pdE6 et PERK, activation de JNK
pour IRE1). Lors d’'un stress du RE prolongé, cé&slire lorsque la composante pro-survie de
la réponse UPR n’est pas capable de remédier egssta signalisation apoptotique dominera
(Fig.12B). Cette signalisation est initiée par pestéines CHOP et JNK, exprimée et activée
par la composante pro-apoptotique de la réponse GPIRP peut induire une diminution de
'expression de la protéine Bcl-2 et ainsi augmerige proportion de protéines pro-
apoptotiques de la famille Bcl-2. INK mene deuxoast pro-apoptotiques : (1) phosphoryler
et ainsi inhiber l'interaction de Bcl-2 avec Bax Bak (2) phosphoryler des BH3-only
(comme Bim) permettant une amplification de leutteptiel pro-apoptotique (Fig.12B)
(Szegezdi, Logue et al. 2006).

b) La communication RE-mitochondrie
Le relargage massif de €alu RE est crucial dans le déclenchement de I'aseptonsécutif
a un stress prolongé du RE (Demaurex and Distdll2®@3; Orrenius, Zhivotovsky et al.
2003; Rizzuto, Pinton et al. 2003). Cette sign#bsacalcique, outre le fait de déclencher
I'activation de protéases, permet de déclenchgrhise mitochondriale de I'apoptose (Le
Bras, Rouy et al. 2006). En effet, I'interaction -Ritochondrie a été récemment mise en
evidence par la visualisation de microdomaineseoRE et les mitochondries sont en contact
étroit via des complexes multi-protéiques. On pddeMAM pour « mitochondria-associated
membrane » (Pinton, Giorgi et al. 2008; Csordastnafaet al.). Le relargage du €a
impliqué dans cette communication est effectuée dea canaux calciques du RE: le

récepteur de la ryanodine (RYR), le récepteur oditol 1, 4, 5-triphosphate (IP3R) et la
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pompe SERCA (sarcoplasmic/endoplasmic reticulurfi @@ Pase) (Hajnoczky, Csordas et
al. 2000; Clapham 2007; Luciani, Gwiazda et al. 0Q 'ouverture des canaux calciques
IP3R et SERCA est hautement régulée par les menaarda famille Bcl-2 localisés a la
membrane du RE (Foyouzi-Youssefi, Arnaudeau e2@00; Oakes, Opferman et al. 2003).
Des études sur cellules invalidées pour Bax et@agurexprimant Bcl-2 ont montré que Bax
et Bak facilitent la fuite de Gadu RE par IP3R1 et la pompe SERCA. Bak et Baxjaen
Bcl-2, empéchent sa fixation aux pompes et sorbitibh de la sortie de Ga(Kuo, Kim et

al. 1998; Scorrano, Oakes et al. 2003; Oakes, &voret al. 2005). Le stress du RE peut étre
induit par des molécules comme la tunicamycine ifitdur de la N-glycosylation), la
thapsigargine (inhibiteur des pompes SERCA), A231®nophore calcique)... et peut
sensibiliser des cellules cancéreuses a la momiédd, Sharaf el dein et al. 2008). Ces
molécules peuvent induire une apoptose mitocholedrieédiée par I'ouverture du PTP et
déclenchée par un influx de €ampliquant une interaction entre IP3R (& la membrdu
RE) et VDAC (a la MEM) (Deniaud, Sharaf el deira€t2008). En effet, les MAMs seraient
constitués, entre autres, de VDAC et IP3R integagisvia la chaperonne grp75 (Giorgi, De
Stefani et al. 2009; Hayashi, Rizzuto et al. 2009).

c) Stress RE et résistance
Plusieurs études ont mis en évidence une activdda voie UPR dans les tumeurs (Ma and
Hendershot 2004). Certains éléments de la voie aiXBP1 et ATF6 sont actives, d’autres
comme CHOP ou les chaperonnes du RE sont surexpdarés des cancers du sein, du foie,
de I'estomac ou encore de I';esophage (Fernanddshafa et al. 2000; Song, Park et al.
2001; Chen, Ding et al. 2002; Shuda, Kondoh et2@03). De plus, la réponse UPR est
activée dans des lignées de cancer du sein et diEsnodéles animaux (fibrosarcome,
glioblastome, adénocarcinome de I'oesophage...). @assprolongé devrait sensibiliser les
cellules tumorales a la mort cellulaire. Or lesaeslationsin vivo montrent que I'activation du
stress RE favorise le développement des tumeuiaceuisition d’une résistance a la mort
cellulaire (Ma and Hendershot 2004). Une étudeis en évidence une corrélation entre
'augmentation de I'expression d’'une chaperonndr&u(BiP) et I'agressivité de tumeurs du
sein (Fernandez, Tabbara et al. 2000).

3. L’'expression de protéines anti-apoptotiques
a) Les inhibiteurs de I'apoptose (IAPSs)
Les IAPs ont d’abord été découverts chez les \iamme le baculovirus qui se servent de

ces molécules pour inhiber I'apoptose de leursuledl hotes. Des homologues de ces
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inhibiteurs de caspases, ont été retrouvés chemlide (Deveraux and Reed 1999 ; Fesik
and Shi 2001). Il s’agit de protéines mises en éwie pour leur capacité a empécher le
clivage des caspases nécessaire a leur activagsnmembres de cette famille sont : XIAP
(X-linked IAP), clAP1 (cellular IAP1), clAP2 (cellar IAP2), Survivin, Livin ou ML-IAP
(Melanoma 1AP), Ts-IAP (Testis-specific IAP), NAIfNeuronal Apoptosis Inhibitory
Protein) et BRUCE/Apollon (Fig. 13A). Cette familke caractérise par la présence d’'un
motif peptidique conservé appelé BIR (Baculovirds® | Repeats) qui peut étre répéte
plusieurs fois et qui est nécessaire a la liaigoa Enhibition des caspases (Fesik and Shi
2001).

Plusieurs études du laboratoire du Dr John C Re¢dnontré que les IAPs non seulement
inhibent l'activité des caspases initiatrices dtecdes caspases effectrices (Fig.13B) mais
présentent également des spécificités d’inhibiponr certaines caspases qui sont propres a
chaque IAP (Deveraux, Takahashi et al. 1997; R@yebaux et al. 1997; Huang, Deveraux et
al. 2000; Suzuki, Nakabayashi et al. 2001). LesslA®nt eux-mémes controlés par les
protéines mitochondriales Smac/DIABLO et Omi/Htr4@i sont libérées dans le cytosol au
cours de I'exécution de la voie intrinseque dedapse, se lient aux IAP et les inhibent
(Vaux and Silke 2003).

En 2006, I'équipe du Pr Guy S. Salvesen publie damticles qui suggérent que seul XIAP
serait en réalité capable d’inhiber directementdaspases. Les autres IAPs interagiraient
avec les caspases sans les inhiber directementétuedges de c-IAP 1 et 2, plus proches
analogues de XIAP, démontrant une inhibition deedés caspases, seraient un artefact de
I'utilisation des étiquettes glutathione-s-tranafér (tags GST). Les c-IAPs inactivent les
caspases en induisant des dégradations protéigaete wsysteme ubiquitine-protéasome
(Eckelman and Salvesen 2006; Eckelman, Salvesea. &006). lls déclenchent en effet
l'ubiquitination de protéines des complexes en agal TNFR (RIP1 et TRADD) qui
participent a I'activation de la caspase 8 (Gyrdx$tm and Meier 2010). Sur la base d’études
structurales, il semble que deux séquences présauntsein du BIR de XIAP sont nécessaires
pour inhiber les caspases. Il s'agit d’'une séquehiogeraction IBM (IAP binding motif) et
d’'une séquence inhibitrice. Les autres IAPs, ndarant pas ces séguences spécifiques, sont
peu susceptibles d’inhiber directement les casp@&ss®liman, Salvesen et al. 2006).

Tous les IAPs ont un réle anti-apoptotique, cepehtiaurs mécanismes d’action ne sont pas
totalement élucidés. Certains IAPs (Survivin, XIARL-IAP) ont été trouvés surexprimeés
dans des lignées cancéreuses et aussi dans desrgumieils sont associés a un mauvais

pronostic et une chimio-résistance.
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Figure 13A : La famille des inhibiteurs d’apoptd&ePs)

Les IAPs présentent au moins un domaine BIR (b&oul® IAP repeat). Le domaine RING
(really interesting new gene) code une E3 ligaspeetet I'élimination des cibles par le
systeme ubiquitine-protéasome. Le domaine CARD f@ses-recruitment domain) intervient
dans l'interaction avec les caspases. Le domain€ (IBiquitin-conjugation) de Bruce est
retrouvé dans les enzymes de conjugaison a I'uimguiNAIP présente un domaine NACHT
qui ressemble au domaine d'oligomérisation de miiclés des NTPases AAA+ et un
domaine LRR (leucine-rich repeats) qui fonctionomme « sensor » des pathogénes pour les
TLRs (Toll-like receptors).

(D’aprés Eckelman, Salvesen & Scott, EMBO J, 2006)

caspase-9°

:D— XIAP

BIR1 BIR2 BIR3 RING domain

Figure 13B : Schéma de l'intéraction de XIAP avesdaspases 3 et 9

Les antagonistes des IAPs inhibent les IAPs viesldomaines IBM (IAP-binding motif). lls
sont directement en compétition avec la fixatioiedeaspase 9 sur le BIR3 et avec la fixation
des caspases 3 et 7 au BIR2 de XIAP.

(D’apres Vaux & Silke, Nat Rev Mol Cell Biol, 20p5
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De nouvelles molécules appelées « Smac-mimeticd ainsi été développées pour inhiber la
résistance induite par les IAPs. Ces moléculesatuellement en cours de tests cliniques de
Phase | (Gyrd-Hansen and Meier 2010).

b) Les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-
Les membres de la famille Bcl-2 constituent les@paux régulateurs de I'apoptose. Comme
nous l'avons vu précédemment (cf Fig.7), cette lanpieut étre divisée en deux groupes en
fonction de leur activité : les protéines possédenet activité anti-apoptotique et les protéines
possédant une activité pro-apoptotique. Ces réguiside I'apoptose participent a la décision
d’entrée en apoptose ou de survie et ceci touicphiéirement au cours de l'activation de la
voie mitochondriale de I'apoptose. En effet, ilta@ énontré que Bcl-2 et Bclexinhibent la
PMM dans des protéoliposomes, des mitochondridéeset des cellules. Dans ces mémes
systemes, Bax et Bid favorisent I'ouverture du POI& PMM et la transduction des signaux
de mort sont sous le contréle direct des membrda temille Bcl-2. (Marzo, Brenner et al.
1998; Zamzami, El Hamel et al. 2000; Brenner, LasBet al. 2003) Nous avons également vu
qu'ils contrdlent la mort induite aprés un stress RE et le relargage de €a(Oakes,
Opferman et al. 2003). Plus récemment, divers trawat mis en avant le réle de Bcl-2 dans
la régulation du statut redox des cellules tumsrélthen and Pervaiz 2009; Susnow, Zeng et
al. 2009). Ces études font état d'une résistancgrass oxydant induit par traitement sur des
cellules qui surexpriment Bcl-2. Il semble en effae Bcl-2 augmente le niveau cellulaire de
GSH et cela par une interaction directe (Amstad,dtial. 2001; Zimmermann, Loucks et al.
2007).
Ces roles de Bcl-2 lui permettent, au sein de ledloancéreuses, d’inhiber la PMM, le stress
du RE et le stress oxydant induits par des agémspeutiques. Le déséquilibre du ratio
Bax/Bcl-2 en faveur de Bcl-2 est d'ailleurs depplasieurs années associé a une chimio-
résistance tumorale (Reed 1994; Reed 1996). ldest intéressant de cibler les membres
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 pour conteechimio-résistance. Dans ce sens plusieurs
molécules ont été développées et sont actuellementours de tests cliniques ou pré-

cliniques (Tableau 1).

Tableau 1 : Les inhibiteurs de Bcl-2

Molécules Protéines cibles Sponsors Stade
Apogossypol Bcl-2, Bcl-X, Mcl-1 Burnham (NCI) préclinique
HA-14 Bcl-2 Maybridge Chem| préclinique
Antimycin A Bcl-2, Bel-X U of Washington | préclinique
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BH3 Inhibitors Bcl-X Harvard U préclinique
Oblimersen (G3139) Bcl-2 Genta phase Il
Gossypol (AT-101) Bcl-2, Bcl-X Bcl-w, Mcl-1 | Ascenta (NCI) phase I/lI
ABT-737 (ABT-263) Bcl-2, Bel-X, Bel-w Abbott phase |
Obatoclax (GX15-070) | Bcl-2, Bcl-X Bcl-w, Mcl-1 | Gemin X phase |

Abbréviations : NCI: National Cancer Institute, yaidge Chem : Maybridge Chemicals
Co. Ltd., U : University (D’aprés Kang & Reynolde@®, Clin Cancer Res)

Le premier de ces agents, I'Oblimersen développéQemta (Tableau 1) a été congu pour
cibler spécifiguement Bcl-2 au niveau de 'ARNmslagit d’un oligomére de 18 paires de

bases, en antisens de la séquence codante de I'ARRNBal-2 et qui conduit a la dégradation
de celui-ci. Les molécules les plus récentes cibles protéines et sont appelées « BH3-
mimetics ». Leur mode d’action imite celui des «Boéhly » en se fixant et en inhibant

certaines protéines anti-apoptotiques et égalemennduisant la PMM par oligomérisation

avec Bax ou Bak. Toutes ces molécules ont déja mhatds résultats prometteurs sur des
modéles de lignées cellulaires cancéreuses et mygreffes sur souris. (Kang and Reynolds
2009)

De nombreuses protéines anti-apoptotiques soneptiles de contrer les effets des agents
thérapeutiques. Il est donc important de détermieer niveau en vue de traitements

combinatoires avec des molécules ciblées (anti2Bal-anti-IAP).

Nous avons vu dans cette®f partie que la mort cellulaire apoptotique et nécrtique
constitue une arme dans I'élimination des cellulesancéreuses. Il est donc intéressant
d’identifier des molécules capables d’'induire 'uneou l'autre de ces deux morts.

De nombreuses molécules ont pour cible la mitochorid et la protéine mitochondriale
ANT est une cible prometteuse pour I'élaboration deouvelles thérapies.

Les cellules cancéreuses développent des meécanisnues tolérance aux stress et
expriment des protéines anti-apoptotiques respons#és de la chimiorésistance. Il est
donc nécessaire d’étudier les mécanismes impliquédans ce processus pour déterminer

I'efficacité d’agents thérapeutiques putatifs.
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PARTIE Il : MODELE DE TUMEUR RESISTANTE : LE MELANO ME

Le mélanome est un type de cancer particulieremésigtant a la mort cellulaire qui a servi de
modele d’étude a mes travaux de these. Il met ewessdle nombreux mécanismes anti-
apoptotiques qui lui conféerent une chimiorésistamtgnséque. L’'élaboration de nouvelles
approches thérapeutiques pour sensibiliser le mglana la mort cellulaire nécessite de
contrer ou de contourner ces mécanismes de résistdfai ainsi tenté de sensibiliser des
cellules de mélanome et je présenterai a la fircelechapitre de nouvelles molécules qui

semblent capables de contrecarrer la chimiorésistan

I- L’environnement et I'initiation du mélanome

Intéressons d’abord nous aux origines du mélanoo¥est-a-dire non seulement au
développement, a la fonction et a la transformaties mélanocytes mais également a son
environnement au sein du tissu cutané. Cela noumgbea de mieux identifier les

particularités de ce modele et les mécanismessigtagce mis en place.

1. L’organisation de la peau

La peau est I'organe le plus étendu du corps hunsarsuperficie varie entre 1,2 et 2,2m2 chez
'adulte moyen et son poids représente environ ®dadmasse corporelle totale. La peau
recouvre entierement la surface externe d'un iddivet elle est le lieu principal des
interactions avec I'environnement extérieur. Ebastitue ainsi une barriere dont le role est de
protéger les tissus internes de I'organisme cdagd®dlessures, les rayons ultraviolets (UV), les
variations importantes de température, et d’empélinérusion d’agents pathogénes comme
les virus et les bactéries. Elle contribue égaldnaela perception sensorielle, la surveillance
immunologique et la régulation de la température.

La peau est composée de 2000 milliards de cellélgsrties en trois couches : I'épiderme (la
couche superficielle), le derme (la couche moyeretefhypoderme (la couche profonde)
(Figl4A). Elle renferme des structures spécialiséesime les récepteurs sensoriels, les
follicules pileux, les glandes sudoripares qui aelfissent le corps par évaporation et les
glandes sébacées qui imperméabilisent la peau gréd@esécrétion de seébum (Figl4A, page
44).

a) L’épiderme
L’épiderme est un épithélium pluristratifié squameat kératinisé composé de quatre types

cellulaires : les kératinocytes, les mélanocytes, dellules de Langerhans et les cellules de
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Merkel (Fig14B). Il ne contient aucun vaisseau sam@i lymphatique et dépend entierement
du tissu sous-jacent, le derme, pour I'apport @riments et I'élimination des déchets.

- Les kératinocytes

Les kératinocytes sont les cellules les plus abmedade I'épiderme (Figl4B). La cohésion
entre kératinocytes est assurée par des joncmites, les desmosomes. Le rdle principal des
kératinocytes consiste a produire de la kératine, protéine fibreuse qui confere aux cellules
de I'épiderme leurs propriétés protectrices.

- Les mélanocytes

Chez 'homme, on dénombre 2000 mélanocytes par mumhiveau de la face et 1000 a
1500/mm?2 sur le reste du corps. lls sont trés nembrdans les régions chroniquement
exposees a la lumiere. Les mélanocytes sont dédesekpithéliales de forme étoilée qui
synthétisent les pigments de mélanine (Figl4B).&sume qu’elle est synthétisée, la mélanine
s’accumule dans les mélanosomes, organites cytojglaes spécialisés qui permettent ensuite
lacheminement de la mélanine, le long des filammedtactine, vers I'extrémité des
prolongements des mélanocytes ou la mélanine @stférée dans les mélanocytes adjacents.
Les granules de mélanine s’accumulent alors s@iada du noyau des kératinocytes qui est
tournée vers le milieu extérieur et forme ainsi ymetection contre les effets néfastes des
rayons UV.

- Les cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans ou macrophages intceegpiques sont également de forme
étoilée (Figl4B). Elles trouvent leur origine ddasmoelle osseuse avant de migrer dans
I'épiderme. Leurs fins prolongements s’étendentectds kératinocytes pour former un réseau
plus ou moins continu. Les cellules de Langerhamg spécialisées dans la présentation de
'antigene et permettent I'activation du systemeniamitaire lors d’affections de la peau et des
mugqueuses.

- Les cellules de Merkel

Les cellules de Merkel ou épithélioidocytes du tamit les cellules les moins nombreuses de
I'épiderme. Elles sont néanmoins distribuées sutetta surface corporelle, les zones les plus
riches étant les zones non pileuses (lévre, pgdaisne des mains, plante des pieds).

Ces cellules de forme hémisphérique sont liéesemmxinaisons des neurofibres sensitives (ou
disques de Merkel) et aux kératinocytes voisinsdas microvillosités qui s’insérent dans des

replis de la membrane de ces derniers. La strubbumae par la cellule de Merkel et le disque

de Merkel jouerait le rdle de récepteur sensouetadicher.
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Figure 14A : Structure de la peau
La peau est composée de trois couches : I'épiddemimrme et I'hypoderme. Elle contient des

structures spécialisées, les poils et les glanddsripares. Ces structures prennent naissance

dans le derme et traversent I'épiderme. Seul Imdagst vascularisé.

Source : http://www.bioderma.com/fr/

L'EPIDERME

Couche cornée E: ~
Couche granulouss [

Couche
épineuse

Couche basale E."

Ceflula
dhit Langerhans

Kératinocybe
Mélanocyte

Figure 14B : Structure de I'épiderme
L’épiderme se subdivise en quatre couches pringipaht composées de kératinocytes. Les

kératinocytes vont subir leur maturation en progjaes de couche en couche et produire la

kératine essentielle a la fonction de protectionadpeau. Les mélanocytes présents dans la
couche basale fournissent la mélanine a plusieératikocytes grace a leurs prolongements.
Les cellules de Langerhans sont les macrophageenés de la peau.
Source : http://www.bioderma.com/fr/
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Au sein I'épiderme, les cellules se répartissentjasitre ou cinq couches cellulaires selon le
type de peau (fine ou épaisse): la couche basalegayminative (stratum basale ou
germinativum), la couche épineuse (stratum spindsdm couche granuleuse (stratum
granulosum), la couche claire (stratum lucidum)leetcouche cornée (stratum corneum)
(Fig.14B).

Les kératinocytes de la couche basale, cellulesdrydjues ou cubiques, établissent une liaison
solide avec le derme sous-jacent par I'intermédidiune membrane basale dont ils élaborent
les principaux constituants (laminines, fibroneetiollagenes, etc...), et a laquelle ils sont
rattachés par des contacts focaux et des hémideamessLa couche basale se compose d’'une
seule épaisseur de cellules qui se renouvellenineailement. Lorsqu’une de ces cellules se
divise, une cellule fille va migrer dans les diffétes couches supérieures de I'épiderme ou elle
effectue sa différenciation en kératinocyte matilrautre cellule fille reste dans la couche
basale pour continuer a produire de nouveaux kémgtes. Les cellules de la couche basale
sont constituées de 10 a 25% de mélanocytes quepeatendre leurs prolongements vers les
kératinocytes de la couche épineuse. La couchelebasatient également les cellules de
Merkel.

La couche épineuse contient 8 a 10 épaisseurs raginaeytes de forme polyédrique. On
trouve également des granules de mélanine et tliakesale Langerhans.

La couche granuleuse est formée de 3 a 5 épaisdeukgratinocytes qui commencent le
processus de Kkératinisation. lls vont s’aplatirneburir (leurs noyaux et organites sont
dégradés).

La couche claire constituée de quelques couche&édstinocytes aplatis et morts n’est
présente que dans la peau épaisse (paume des bmihdes doigts et plante des pieds).

La couche cornée se compose de 20 a 30 rangéesutefopmer jusqu’aux trois quarts de
I'épiderme. La kératine et les membranes plasmi@passses des kératinocytes de la couche

cornée protegent la peau contre les agressiorisrdérbnnement et les déperditions d’eau.

b) Le derme

Le derme est 10 a 40 fois plus épais que I'épidetragfonction premiére du derme est de
soutenir et d'assister I'épiderme. Ses fibres puois font de lui une véritable assise pour
I'épiderme. Il prend en charge la nutrition deitiépme par diffusion. Il contient de nombreux
vaisseaux sanguins et lymphatiques, des nerfssetedminaisons nerveuses ainsi que diverses

annexes cutanées dérivées de I'épiderme et pland@as le derme. Les fibroblastes, principal
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type cellulaire du derme, sont essentiellementligEs dans le derme superficiel. lls sont
spécialisés dans la synthése de deux types de filsod€iques : les fibres de collagene (70%
des protéines du derme) et les fibres d'élastimestituants de la matrice extra-cellulaire. Les
fibres de collagéne conférent au derme sa résistanx tensions et aux tractions. Elles
pénétrent dans le tissu graisseux de I'hypoderenralersent et vont s’attacher aux muscles.
Les fibres d’élastine, quant a elles, donnent amedeses propriétés élastiques. Elles participent
également a la structure des vaisseaux et desnerds muscles pilo-moteurs. Il existe en
plus des fibroblastes des cellules immunitairesc(oEhages, mastocytes, lymphocytes, etc...)
dont 'augmentation témoigne d’'un processus patiiglee. Les cellules et les fibres du derme
sont enveloppées dans une matrice formée dun elatle protéoglycanes et de
glycoprotéines qui permet de capter I'eau et caresthinsi un réservoir d’hydratation.
Le derme est composé de deux couches adjacentes:

- le derme superficiel (ou derme papillaire)

Le derme superficiel est situé a la jonction deépaermique. |l correspond au tissu

conjonctif des papilles dermiques, ces invaginatida derme qui permettent 'acheminement
de l'oxygene et des nutriments aux couches intedeesellules épidermiques. Le derme

papillaire est composé de fines fibres de collagéind’élastine entrelacées qui permettent le
passage de nombreux vaisseaux sanguins et neesofibormant un tissu lache, les cellules
immunitaires peuvent circuler librement.

- le derme réticulaire (ou chorion)

Le derme réticulaire, plus profond, représente lgenre partie du derme (80%e son

épaisseur) et constitue le tissu de soutien demmildjest composé de tissu conjonctif dense et
irrégulier. Sa matrice extracellulaire comporte déwes d’élastine épaisses et d'épais
faisceaux de fibres de collagene enchevétrées sdiemt orientées mais pour la plupart

paralleles a la surface de la peau.

c) L’hypoderme

Couche la plus profonde de la peau, I'hnypodermeusstissu conjonctif lache richement
vascularisé qui, selon les conditions de nutrittdrles régions de la peau, contient plus ou
moins de tissu adipeux. Il sert d’interface entr@éau et les structures mobiles sous-jacentes
(muscles, tendons, ligaments,...) et protege aussgdhisme contre les chocs. Il permet
également la régulation de la température corporefl servant d’isolant thermique et de
réserve énergétique et protege les organes desutdss

eme,

Source : Anatomie et physiologie humaine™™gdition, E. N. Marieb et K. Hoehn.
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2. Les cancers de la peau

De par son exposition permanente a I'environnemaiueau est I'organe le plus touché par les
cancers (La Ligue Contre le Cancer, 2008)

Les cancers de la peau sont classés en trois souges : le carcinome baso-cellulaire (BCC
pour Basal Cell Carcinoma), le carcinome spinout&ile (SCC pour Squamous Cell
Carcinoma) et le mélanome. L’incidence globale est constante évolution et devient
alarmante : 2 a 3 millions de nouveaux cas chagnéeadans le monde entier (Organisation
Mondiale de la Santé OMS, 2010). En France, on teraptre 60000 et 80000 nouveaux cas
de cancer de la peau par an (www.ligue-canceraretér _peau). De plus, le cancer de la peau
est la forme la plus fréquente de cancer secondaime personne ayant ou ayant eu un cancer
a plus de risques den développer un autre, gé@mémdt un cancer de la peau
(http://www.cancer.net/).

a) Les carcinomes baso-cellulaire et spino-celielai

- Le carcinome baso-cellulaire

Le carcinome baso-cellulaire (Figl5A) est le cardmila peau le moins dangereux et le plus
fréquent : a lui seul, il représente environ 90% dancers de la peau. Son nom est lié au fait
gu’il se forme dans la couche la plus profonde @piderme, la couche basale. Les
kératinocytes de la couche basale proliferent ealssent le derme et 'hypoderme. Les
Iésions cancéreuses apparaissent la plupart dustdams les régions du visage exposées au
soleil (Figl5A). Le carcinome baso-cellulaire craditine vitesse relativement faible et il est en
général détecté avant d’avoir eu le temps de fodeermeétastases. La guérison est totale dans
99% des cas lorsqu’est effectuée une excision rghaale.

Source : Anatomie et physiologie humaine®™&dition, E. N. Marieb et K. Hoehn.

- Le carcinome spino-cellulaire

Le carcinome spino-cellulaire (Figl5B), qui arriae second rang sur le plan de la fréquence,
est issu des kératinocytes de la couche épineasksion prend souvent naissance au niveau
de la téte (cuir chevelu, oreilles, levres inférjeau sur les mains. Il survient habituellement
chez les personnes agées de plus de 50 ans. lieoraecspino-cellulaire a tendance a croitre
rapidement et a envahir les ganglions lymphatiqeiacents s’il n’est pas excis€. Néanmoins
son traitement par chirurgie et radiothérapie dafengrandes chances de rémission compléte.

Il arrive qu’il génere des métastases, mais ceali iees rare (moins de 1% des cas).

Source : Anatomie et physiologie humaine £M®8&dition, E. N. Marieb et K. Hoehn.
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Figure 15A : Carcinome baso-cellulaire

Le carcinome baso-cellulaire, cancer de la peglule fréquent, est du a la transformation et a
I'invasion des kératinocytes de la couche basal&gdelerme. |l apparait souvent sur les zones
exposees au soleil.

Source : OMS (http://www.who.int/uv/health/uv_héakien/index1.html

Figure 15B : Carcinome spino-cellulaire

Le carcinome spino-cellulaire est initié par desakéocytes de la couche épineuse. La
majorité des Iésions se trouvent sur la téte olesumains.
Source : OMS (http://www.who.int/uv/health/uv_h&alen/index1.htnl

Figure 15C : Mélanome

Le mélanome est le cancer de la peau le plus rade elus aggressif. Il est du a la
transformation et a la prolifération des mélanogyton excision est la meilleure fagon de le
traiter.

Source : OMS (http://www.who.int/uv/health/uv_héakien/index1.html
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b) Le mélanome

Le mélanome malin cutané (Figl5C) représente mdmsl0% des cancers de la peau,
cependant il est responsable de 90% des décésscpaséin cancer cutané : c’est le plus
agressif et le plus dangereux (lbrahim and Hal@@9; Garbe, Peris et al. 2010). En effet il
produit des métastases en abondance et résistechaomo-, radio- et immuno-thérapies
disponibles. Il touche aussi bien les jeunes aglfttancer le plus fréquent chez les 20-30 ans)
gue les personnes plus agées (OMS 2010).
Quatre sous-types de mélanomes sont identifiéslesucritéres cliniques et histologiques : le
meélanome superficiel extensif (SSM pour SuperfiGareading Melanoma), le mélanome
nodulaire (NM pour Nodular Melanoma), le mélanone Rubreuilh (LMM pour Lentigo
Malignant Melanoma), le mélanome acral-lentigine(kLM pour Acral Lentiguous
Melanoma) (Garbe, Peris et al. 2010). Cette cliassion établie par Clark dans les années 70
(Clark, From et al. 1969) est toujours largemeiitsae par les cliniciens et les chercheurs
méme si certaines équipes essayent d'établir uwemausysteme de classification (Curtin,
Fridlyand et al. 2005).

- Epidémiologie
Les mélanomes cutanés sont en constante progretaisries pays occidentaux : au cours des
50 derniéres années le nombre de cas a doublée®@® ans. Lincidence mondiale moyenne
du mélanome est actuellement de I'ordre de 10 oas 00000 habitants mais celle-ci est 5 a
6 fois plus élevée en Australie, le pays le plugch&, avec 50-60 cas pour 100000 habitants.
L’incidence au Etats-Unis est de 10 a 25 cas p@@0Q@0 habitants tandis qu’en Europe
centrale on évalue I'incidence a 10-14/100000 £04-00000 en Europe du sud. (Garbe, Peris
et al. 2010). Dans tous les pays européens l'incel@st plus forte chez les femmes que chez
les hommes tandis qu’en Australie et en Amériquenald I'incidence est plus forte chez les
hommes. En Europe, la France est parmi les paysidénce moyenne du mélanome. Les
incidences les plus élevées (doubles de cellea Beahce) se situent dans les pays scandinaves
et du nord de I'Europe (Danemark, Suede, Pays-Basde et Autriche), les incidences les
plus faibles dans les pays du sud de I'Europei€ltelspagne, Portugal, Grece). Ce gradient
nord-sud décroissant de l'incidence des mélanomsieléeaux différents phototypes cutanés et
a la prédisposition génétique.
Source : Institut national de veille sanitaire (8)yYRapport 2007

- Facteurs de risques

» Risques environnementaux
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L’exposition aux rayons UV du soleil est la prirgg cause des cancers de la peau et en
particulier du mélanome (Abdel-Malek, Kadekaro bt2910). Le spectre des rayons UV
comprend les UVB (longueur d’onde : 280-320nm) et UVA (longueur d’onde : 320-
400nm). La forme prédominante des UV qui arriversigu’a I'atmosphere terrestre sont les
UVA mais les UVB ont un pouvoir mutagéne 100 foligspélevé que les UVA. En effet, les
UVB sont la principale cause de la formation de @ées de bases pyrimidines qui créent des
distorsions dans la structure de I'ADN. Les UVA s@ux majoritairement responsable
d’altérations de 'ADN liés a la production d’espsactivées de I'oxygene (EAO) qui peuvent
induire des mutations et un processus de cancésgesi les mutations ne sont pas réparées.
Ces altérations semblent occuper un role centma ¢l « mélanomagenese » (transformation
des mélanocytes en mélanomes) car ils seraienduaecdes mutations somatique dans les
géenes codant les protéines pl16 et BRAF.
La fréguence de I'exposition au soleil et I'age sievenue des coups de soleil influence le
risque de survenue des mélanomes (Abdel-Malek, kéadeet al. 2010). En effet, les coups de
soleil dans I'enfance sont associés au développedesnnaevi pigmentaires (grains de beauté)
qui sont de bons marqueurs de risque de mélanom@lu3, le risque est associé a une peau
claire, des cheveux roux ou blonds et des yeuxscl@/eierod, Adami et al. 2010) En effet, la
pigmentation étant le principal mécanisme de ptmecontre les rayons UV, l'incidence des
meélanomes (et des autres cancers de la peau)vesteément corrélée avec une concentration
de mélanine élevée.

* Risques génétiques
Environ 5% des mélanomes interviennent dans uregtsfamilial avec au moins 2 personnes
affectées (MacKie, Hauschild et al. 2009). La resabilité des genes de sensibilité identifiés
par I'étude de ces familles est a associer avedalggurs de risques phénotypiques (peau
claire, cheveux roux ou blonds, yeux clairs et @nés de nombreux naevi) qui révelent la
sensibilité aux rayons UV et la fréquence des eXpaos au soleil et aux rayons UV artificiels
(MacKie, Hauschild et al. 2009).
Dans les années 60, le gene CDKN2A (Cyclin-deperkiaase inhibitor 2A) (Fig.16A) a été
associé a un risque élevé de formation d’un mélanddepuis, de nombreuses études ont
montré que 25 a 50% des cas familiaux de mélanoréseptent une mutation du geéne
CDKN2A. Le locus CDKN2A code pour deux protéinestitictes impliquées toutes deux dans
la régulation du cycle cellulaire (pf%F et p16/M**) (Fig16A). Il s'agit d’'un géne
suppresseur de tumeurs car des mutations indufgaanttivation des protéines codées par

CDKN2A participent au mécanisme d’oncogenese.
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Figure 16A : Structure et fonction du gene CDKN2A&dlin-dependent kinase inhibitor 2A)

Le locus CDKNZ2A, dont les mutations sont impliquélass les mélanomes familiaux, code les
protéines p14F© et p16MN“**. En cas d’altération de 'ADN, p24f déclenche I'apoptose via
I'activation de p53 et p18/“* empéche I'entrée en phase S par I'action rétirsoiae (Rb).

(D’aprés Nelson & Tsao, Clinics in Dermatology, 2D0
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Figure 16B : RAle de Mclr (melanocortin-1-receptor)

Suite a la liaison de-MSH sur son récepteur Mc1r couplé a une petitéepre G, I'activation
de la voie AMP cyclique conduit a synthese d’eumi@a a partir de phéomélanine. Les
variants du gene MC1R augmentent I'accumulatiopld@meélanine, moins photoréceptrice et
associée a un risque plus élevé d’apparition damoéhe.

(D’aprés Nelson & Tsao, Clinics in Dermatology, 2D0
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Les protéines p147" et p16/N“** sont issues de phases de lecture alternatives2pissage
alternatif et synthétisées & partir de deux promstelifférents. La protéine p18/** a pour
fonction d’inhiber la phosphorylation de Retinoltase (Rb) par la Cdk4 (Cyclin-dependent
kinase 4) (Fig.16A). Le role pIBf** est donc degarder Rb dans son état actif
(déphosphorylé) permettant la fixation et I'inhibit par Rb du facteur de transcription E2F, ce
qui empéche le passage de la cellule en phase @oté&ine p14F-© inhibe I'ubiquitine ligase
HDM2 qui est impliguée dans la dégradation de pbig).{6A). Les mutations du géne
CDKNZ2A provoquent donc l'inactivation de Rb et ldgiadation massive de p53. Les cellules
peuvent alors franchir la transition G1/S sans rébatcar il n’y a plus de régulation exercée
normalement par Rb et E2F. De plus I'absence d8 mpéne a une instabilité génétique car
p53 permet la réparation des dommages a I’ADNagtiVation de I'apoptose si '’ADN ne peut
étre réparé. Une étude récente effectuée par Isodium international GeoMEL sur 385
familles a « haut-risque » (au moins trois membiagnostiqués pour un mélanome) a montré
gue 39% de ces familles présentent une mutatidoalis CDKN2A. Il est intéressant de noter
gue les fréquences de mutations varient selonciisation géographique ; en Australie 20%
des familles ont des mutations CDKN2A contre 45%Aarerique du nord et 57% en Europe.
Les porteurs d’'une mutation germinale du locus CRKNe vont pas tous développer de
mélanome. En moyenne la pénétrance des mutatiohNEB est de 30% a I'age de 50 ans et
de 67% a I'age de 80 ans. Les mutations du locuskNIIA sont ainsi les mutations associées
au plus fort risque de formation de mélanomes. aestcas familiaux sont également dus a
des mutations en aval de CDKN2A, dans les genes40@KRB1. (Nelson and Tsao 2009)

Le récepteur melanocortin-1 (Mc1r) couplé a ungégine G, qui est présent a la surface des
mélanocytes, joue un rble clef dans la régulatienlad pigmentation de la peau. Lors de la
liaison de son liganda-melanocyte stimulating hormonea-MSH), secrété par les
kératinocytes, la protéine G couplée a Mclr acti@dénylate cyclase (AC) et la voie de
'AMPc (Fig.16B) qui aboutit a la phosphorylation dacteur de transcription CREB (c-AMP
responsive element-binding) induisant la transiiptdu gene MITF (microphtalmia-
associated transcription factor). Mitf, facteur wanscription clef de la différenciation des
mélanocytes, induit entre autre la production dyamz mélanogéniques dont la tyrosinase,
tyrosine-related protein 1 (TRP1) and tyrosinetsslaprotein 2 (TRP2). Ces enzymes
permettent la synthese des pigments de mélanipdugtparticulierement la production des
eumeélanines (pigments brun a noir) a partir deoplééanines (pigments jaune a rouge) au
sein des mélanosomes (Fig.16B). Les variants de §8D1R entrainent une diminution de la
production des eumélanines au profit de celle desomélanines, peu photoprotectrices,

facilitant en cela la survenue d’altérations phioidites. En effet, le phénotype des porteurs
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d’'un variant MC1R est communément une cheveluress®uassociée a une trés grande
sensibilité au soleil. Il existe un grand polymdgphe du gene MC1R dans la population
caucasienne : environ 30 variants ont été rappgrtgsi lesquels 9 sont associés a des pertes
fonctionnelles. Des variants de MC1R ont été retésuen France chez 68 % des patients
atteints de mélanome, contre 31 % dans un groupedd®e. (Dalle, Martin-Denavit et al. 2006;
Nelson and Tsao 2009)

- Prévention, diagnostic et pronostic

Au vu de la dangerosité du mélanome métastatiqde etanque de traitements appropriés, la
prévention du mélanome passe par des contréledieéggehez un dermatologue et un
diagnostic précoce. Il est vrai qu'environ 90% dedlanomes est diagnostiqué au stade de
tumeur primaire, sans preuve de métastases, dedaax de survie a 10 ans est ainsi de 75-
85%. (Garbe, Peris et al. 2010)

La regle « ABCD » mise au point par Friedman eeml1985 est largement utilisée pour
identifier les naevi susceptibles d’évoluer en métae (Friedman and Rigel 1985).

Les critéres de la regle « ABCD » sont les suivéRigl7A):

- A pour Asymeétrie : les deux moitiés du grain @auxé n'ont pas la méme forme.

- B pour Bord : les bords du grain de beauté soéguliers, et mal définis.

- C pour Couleur : la couleur varie d’'une zone davus a l'autre

- D pour Diamétre : le diametre est supérieur ant m

Cette régle s’est révélée trés utile pour le diggnanais ne permet pas d’identifier tous les
naevi suspects. En effet, les récents changemamis Ithspect d’un naevus constituent un
critere crucial pour établir un diagnostic clinigde mélanome. Il a ainsi été ajouté la lettre
« E » pour évolution a la regle « ABCD » (Figl7RAne fois un mélanome identifié on établit
un pronostic en tenant compte du systeme « TNMstitile par la commission AJCC
(American Joint Commission on Cancer).

Le systeme « TNM » qui permet de déterminer lessthdmélanome repose sur les indications
suivantes :

-T pour Tumeur : la tumeur est plus ou moins prdéoristades TO a T4) et peut étre non
ulcérée (a) ou ulcérée (b). La profondeur est igisr la mesure de I'épaisseur de la biopsie
de la tumeur, une technique que 'on nomme : medarBreslow (Figl7B) (Breslow 1970).
Plus la tumeur est fine et meilleur est le promostr elle a moins de risque de métastaser
(Figl7B).
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Figure 17A : La regle ABCDE

Les critéres de diagnostic ABCDE aident a identifie mélanome par son asymétrie (A), ses

bords irréguliers (B), sa couleur hétérogene (@), grand diamétre (D) et par son évolution au
cours du temps (E).
Source : Philip A. Bryant Melanoma Foundation (fitipyvw.pab40foundation.org/facts.html)
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Figure 17B : La profondeur du mélanome comme algtibronostic

Le pronostic clinigue du mélanome permet d’étalntirstade (ici stade de | a V selon I'échelle
de Clark). La définition du stade est en fonctienla profondeur de la Iésion qui est évaluée
par la mesure de Breslow. Source : Lane, DaltoraBgBeza 2007, Journal of Family Practice
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- N pour Nodules lymphatiques : la dissémination cédlules de la tumeur aux nodules
lymphatiques plus ou moins éloignés de la lésitadés NO a N3) est établie par une biopsie
des nodules. Plus on retrouve des cellules de m@les dans des nodules éloignés plus le
risque de métastases est grand.

- M pour Métastase : la présence de métastasesplomins distantes au niveau de la peau ou

d’autres organes (stades M0-M1a a b) est rechephgredéterminer la gravité du mélanome.

Source : « How is melanoma skin cancer stagedAtheyican Cancer Society, 2010

3. Les mélanocytes : précurseurs des mélanomes

Les mélanocytes, sont les cellules qui aprés toamsition maligne donnent naissance aux
mélanomes. L’'approfondissement des voies de sgaiah impliguées dans leur
développement, leur fonction ainsi que leurs imtBoas avec le micro-environnement est

essentiel a la compréhension de leur transformatiomorale et des caractéristiques

intrinseques des mélanomes.

a) Le développement physiologique des mélanocytes
- Les cellules de la créte neurale

Les mélanocytes sont issus de cellules a fort pietemigratoire : les cellules de la créte

neurale (NCCs pour Neural Crest Cells). Les NCQO# sies cellules ectodermiques de la
région la plus dorsale du tube neural en formatiams de la fermeture du tube neural, les
NCCs perdent le contact avec les autres celluléhébples et se détachent du tube neural
aprés une transition épithélio-mésenchymateuse (TEvhfors 2010). Ce phénomene est
induit par des signaux BMP (Bone Morphogenic Protet Wnt présents dans le tube neural
dorsal et I'ectoderme qui recouvre le tube neutal.aval de ces facteurs la signalisation
résulte en une diminution de I'expression des Caé®, une augmentation de I'expression de
RhoB accompagnés d'une réorganisation du cytostieekt des propriétés d’adhésion

cellulaire rendant ainsi les cellules trés motiEsnfors 2010). Ces signalisations résultent
également en I'expression de facteurs de trangmmiipécifiques de la créte neurale qui vont
permettre de définir les NCCs tels que Slug/Sisak10, FoxD3 et Pax3 (Ernfors 2010). Les
facteurs exprimés le plus précocement sont Sox1®agB qui sont présents dans la région
dorsale du tube neurale avant la délaminationwerjpbun réle important dans la détermination
du lignage de la créte neurale. Sox10 est pami@rient responsable du maintien de la
pluripotence des NCCs. En effet, en plus des méldas, les NCCs génerent de nombreux de

types cellulaires allant des cellules gliales agikutes du systeme nerveux périphérique (SNP)
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en passant par les neurones entériques, les satfwlsculaires lisses et les cellules du cartilage
craniofacial (Ernfors 2010). La trajectoire qu’'emipte les NCCs est étroitement liée a leur
devenir (Figl8). Un devenir de mélanocytes a étéridpour les NCCs migrant sous
'éctoderme par une voie dorso-laterale tandis seNCCs empreintant un trajet ventral
deviendront des neurones et des cellules glialesSH® (aussi appelées les SCPs pour
Schawnn cells precursors) (Figl8) (Ernfors 201@cdrnment Adameyko et al. ont mis en
evidence un autre voie de migration des mélanaddagbirécurseurs des meélanocytes) en
marquant la population Sox10+/Mitf+ dans I'embryaa poulet (Adameyko, Lallemend et al.
2009). Il a ainsi observé que de nombreux mélastédaétaient dérivées des SCPs (Figl8)
ayant d’abord migré ventralement, puis le long wexds qui innervent la peau pour rejoindre

I'épiderme.

E8.5-E10.5

NCCs Sensory
Sympathetic
SCPs Schwann cells Melanocytes
Melanocytes
Endoneural fibroblasts

Figure 18 : Migration des cellules de la créte a(NCCSs)

Les mélanocytes se différencient au cours d'uneatian dorso-latérale et d’'une migration
ventrale avec les autres NCCs avant de rejoindpedérme primitif le long des nerfs.

(D’apres Enfors, Experimental Cell Res, 2010)

- La différenciation du lignage mélanocytaire

La différenciation des NCCs en mélanoblastes v#fes®ier entre la délamination et la
migration pour rejoindre I'épiderme. Comme suit a@ignalisations Wnt et BMP, Pax3 va
induire I'expression du facteur de transcriptionxB8 (Forkhead Box protein D3) dans
certaines NCCs (Thomas and Erickson 2008). Fox&® tine place importante a différentes
étapes du développement précoce des mammiferesedsdation n'est pas entierement
élucidée mais il semble jouer un réle central datape de spécification d’'une NCC bipotente

glie/mélanoblaste a un destin de mélanoblaste (Blsoamd Erickson 2008). Diverses études
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ont montré que son expression va réprimer la mélemese. FoxD3 a une activité de
répresseur transcriptionnel direct du gene Mdfear crucial de la spécification et de la survie
des mélanoblastes. L’expression de Mitf est indytécocément par les facteurs de
transcription Sox10 et Pax3 dans les NCCs FoxDatnégs (Thomas and Erickson 2008). La
voie Wnt permet également d’activer I'expressiorMid. En effet, B-caténine a été trouvé au
niveau du promoteur de Mitf associé aux membreadamille de facteurs de transcription
LEF/Tcf et agissant de concert avec Sox10 et Pax@B geguler I'expression de Mitf (Larue,
Kumasaka et al. 2003). Celui-ci va ensuite indlarganscription d’'une cascade de génes qui
vont conférer aux cellules leurs caractéristiquesniélanocytes. En effet, Mitf contréle
I'expression de genes clefs pour la synthése danimd. Il va ainsi déclencher I'expression de
Dct (dopachrome tautomerase/ tyrosinase-relateteiprg) puis celle de TRP-1 (tyrosinase-
related protein-1) et enfin celle de la tyrosingfromas and Erickson 2008). Mitf contrble
également la survie et la croissance des mélarmeytecours de leur migration en induisant
'expression de protéines comme Bcl-2 (anti-apogtmt), Cdk2 (inducteur de la transition
G1/S) et en inhibant p21 e p27 (inhibitrices derdnsition G1/S) (Thomas and Erickson
2008). La plupart des études montrent a ce joudlencentral de Mitf dans le développement
des mélanocytes. Cette hypothése avait été pokésuite de I'étude d’'une souris déficiente
pour Mitf qui présentait une perte de pigmentaties poils, de petits yeux (microphtalmie) et
une surdité précoce (Hodgkinson, Moore et al. 199&s phénotypes (a I'exception de la
microphtalmie) correspondent aux atteintes desepiti souffrant des syndromes de
Waardenburg type lla et Tietz qui présentent dedatioms du gene Mitf. L'analyse
histologique des souris ayant révélé une absenogétinocytes, on en conclut un réle de Mitf
dans le développement et la survie des mélano(@tesi, Ohanna et al. 2010).

- Localisation dans I'épiderme : « cell homing »

Suite a leur migration, les mélanocytes cutanés x&jaindre I'épiderme et les bulbes pileux.

Le fait gu'ils retrouvent leur chemin jusqu’a I'éi@rme constitue la notion de « cell homing »,
c’est-a-dire que certains signaux, les « homingpfac», sont diffusés par les tissus d’accueil
des mélanocytes (Ernfors 2010). Ceci permet égalediexpliquer comment les mélanocytes

issus des SCPs, qui migrent d’abord ventralememi, pouvoir rejoindre leur place en migrant

le long des fibres nerveuses qui innervent la p€as facteurs incluraient 'Endothéline-3

(ET-3), le Stem cell factor (SCF, ligand de c-Kitpsic Fibroblast growth factor (bFGF ou

FGF-2), le Hepatocyte growth factor (HGF) et lansigsation Wnt (Ernfors 2010). Tous ces

facteurs sont déja impliqués dans la régulatiodadmigration des mélanocytes et certaines
études vont dans le sens des « homing factors sna@ns concernant ET-3, SCF et HGF

(Ernfors 2010).
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Chez I'Homme, la migration des mélanocytes a liatreela 16™ et la 14™ semaine de
développement embryonnaire (Costin and Hearing Q@& mélanocytes vont ainsi occuper
leur role au sein de I'épiderme tout en conserl@mtaractéristiques de migration et de survie

gu'’ils ont acquises au cours de leur différencratio

b) L’homéostasie épidermique
La pigmentation de la peau est la principale ptaieccontre les rayons UV. Cette
pigmentation résulte de la synthese de la méladizres les mélanosomes organites spécialisés
des mélanocytes, et de son transfert aux kératieecia mélanine joue le réle d’'un filtre qui
limite la pénétration des UV dans I'épiderme. E& également capable de séquestrer les
EAO induits par les UV qui risqueraient de provaguee peroxydation lipidique ou encore
des altérations de I'ADN et des protéines. Une sijmm prolongée aux UV mene a la mort
cellulaire du fait d’altérations de 'ADN non régas. Or les mélanocytes qui présentent une
faible capacité de prolifération jouent un réleaialiau sein de I'épiderme. Leur survie et donc
leur résistance a l'apoptose se doivent d’étrerassu Ce sont les kératinocytes qui vont
assurer cette fonction. L’organisation de I'épiderrapose ainsi sur l'interaction symbiotique
entre un mélanocyte et ses kératinocytes voisinsfaument une « unité meélanocytaire
épidermique » (pour « epidermal melanin unit ») ridécla premiere fois en 1963 par
Fitzpatrick et Breathnach (Fitzpatrick and Breatiin&963).
L’exposition de la peau aux rayons UV, va induaesécrétion de facteurs de croissance et de
cytokines par les kératinocytes qui permettent végulation paracrine des mélanocytes
(Fig.19). (Haass, Smalley et al. 2004; Kadekaroyakagh et al. 2005; Abdel-Malek,
Kadekaro et al. 2010). Parmi les cytokines secsepaw les kératinocytes se trouvernt:
melanocyte stimulating hormone-MSH), Endothéline-1 (ET-1), Stem cell factor (SCF)
Neural growth factor (NGF), basic Fibroblast grovidictor (0FGF ou FGF-2) et Hepatocyte
growth factor (HGF) (Gilchrest, Park et al. 1996knsemble de ces facteurs permet d’induire
chez les mélanocytes : la division mitotique, lantegse de meélanine et la formation de
dendrites. Leurs roles ne s’arrétent pas la cafaNderisent la survie des mélanocytes en
garantissant la stabilité génomique, en activast\iees de survie et en inhibant I'apoptose
(Fig.19). En effet, la signalisation induite paVISH a un réle dans la réparation de '’'ADN
(Nucleotide Excision Repair) (Dong, Wen et al. 201De plus les signalisationsMSH et
ET-1 permettent la diminution des dommages inchatsles EAO en inhibant leur production
(Kadekaro, Kavanagh et al. 2005). Les cytokinesrésées par les kératinocytes sont
responsables de l'activation de voies de signabisgiro-survie et anti-apoptotique : les voies
Ras/Raf/Mek/Erk et PI3K/Akt (Kadekaro, Kavanaghakt2005). L'activation de ces voies se
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fait de facon directe via un recepteur tyrosineakm (c-Kit : récepteur de SCF; TRK-A:
récepteur du NGF ; FGFRL1 : récepteur de FGF-2 Eansélanocytes et c-Met : récepteur du
HGF) ou indirectement via la voie AMP cyclique (AB)Ppour les récepteur liés a une
protéine G (MC1R : récepteur deMSH et ETBR : récepteur de ET-1 dans les mélamsgyt
(Abdel-Malek, Kadekaro et al. 2010). La signalisatAMPc induite via les récepteurs MC1R
et ETBR ainsi que l'activation de voies MAP kinagg®ies Erk et Akt) induisent une
augmentation de I'expression et de l'activité datéar de transcription Mitf. Un des genes
cible de Mitf code pour la protéine anti-apoptotigBcl-2 qui est effectivement fortement
exprimée dans la lignée mélanocytaire et contrlatgement a la résistance des mélanomes a

la mort cellulaire.

Solar UV
Increased 3 " Paracrine factors, e.g. :
photoprotection = T [ yors
= ~ ET-1
a-MSH, ACTH
-
=

ﬂMC1 R expression

a-MSHIACTH
or analogs

Increased
melanin transfer Immediate responses: - MSHIACTH

NER (p53; ATF2) or analogs

BER (p53; Nrf-2)
MC survival (Mitf; NFxB)

-

Latent response:

. J Increased melanogenesis (USF-1; Mitf; p53)

Figure 19 : Interaction kératinocyte-mélanocyteségronse aux UV

Les rayons UVs induisent la sécrétion paracrinefadeeurs tels b-FGF, ET-1, et ACTH
(adrenocorticotropic hormone) par les kératinocytes réponse immédiate des mélanocytes
implique I'activation des facteurs de transcriptiltitf, ATF2, Nrf-2 et p53 ce qui méne a
larrét du cycle cellulaire, I'activation d’antiogants et de la réparation de 'ADN et la
régulation de l'apoptose pour préserver lintégrii€nomique et la assurer la survie.
L'activation de ces facteurs de transcription ménda 2™ phase de la réponse avec
I'activation de la mélanogenése pour assurer lagpmotection de I'épiderme.

NER : « Nucleotide excision repair » ; BER : « Bageision repair » ; MC : mélanocyte
(D’aprés Abdel-Malek et al., Pigment Cell Melan R2810)
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D’autres protéines sont impliquées dans le mairdetiarchitecture de I'épiderme comme les
cadhérines qui ont un rdle central dans les jonstioter-cellulaires. Les mélanocytes et les
kératinocytes adjacents interagissent principalénaenla E-cadhérine qui est une molécule
critique dans la médiation du contréle des mélatescpar les kératinocytes. Les intégrines
constituent une autre famille de protéines d'adi@equi vont, elles, permettre aux
meélanocytes de lier la matrice extracellulaireissidfinir d’assurer leur localisation au niveau

de la couche basale de I'épiderme.

c) Le développement pathologique des mélanocyteaélanomagenese »
La progression cancéreuse présente des caraguestidentiques a celles du développement.
Les mélanomes font preuve d’une forte proliféeragbrd’'une importante motilité tout comme
leurs précurseurs au cours de I'embryogenése. é3¢al( a I'addition de dérégulations et de
mutations somatiques qui vont accentuer la pralifén et la résistance des mélanocytes tout
en lui permettant d’échapper au contréle des kéayites.

- La déréqulation de 'unité mélanocytaire épidermiqu

La dérégulation de 'homéostasie de I'épiderme arpmnséquence un déséquilibre de la
balance de l'unité mélanocytaire épidermique (Haasd Herlyn 2005). Il en résulte une
prolifération continue des mélanocytes qui peutenan développement d’'un mélanome.

De nombreuses études ont mis en évidence le rfiguer des interactions cellule a cellule via
la E-cadhérine dans la régulation des mélanocyiesep kératinocytes (Johnson 1999; Haass,
Smalley et al. 2004; Haass and Herlyn 2005). L'egpion de la E-cadhérine va de pair avec le
maintien de I'homéostasie de la peau, tandis qu'dmeinution de la E-cadhérine ou
'expression d’'une autre isoforme semble jouerrdle dans la progression tumorale (Hsu,
Wheelock et al. 1996; Haass, Smalley et al. 2084).effet, de nombreux mélanomes ont
perdu I'expression de la E-cadhérine et exprima @lace la N-cadhérine. Ce changement
d’isoforme est responsable d’'un changement d’iotémas des mélanocytes (Haass, Smalley et
al. 2004). lls n’interagissent plus avec les kétytes mais avec les fibroblastes et les
cellules endothéliales vasculaires. La perte de-tadhérine semble donc étre I'étape la plus
critique dans la progression du mélanome. De péugyinentation de la N-cadhérine est lié a
une activation de la voie de survie PI3-kinase KP18Li, Satyamoorthy et al. 2001). Le
changement de cadhérine confere donc un avantagelgrolifération et la résistance a
'apoptose du meélanome (Li, Satyamoorthy et al.130Cet évenement pourrait étre régulé par
la famille de facteurs de transcription Snail quontble la transition épithélio-
mésenchymateuse, phénoméne caractérisé par ueedped E-cadhérine (Haass, Smalley et
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al. 2004). Il a été montré que Snail est exprimésdas mélanomes et pas dans les mélanocytes
et que son niveau d’expression est corrélé avperka de la E-cadhérine.

La régulation de l'unité mélanocytaire épidermigae également une composante de
signalisation paracrine. Lors de la perte d'intécacentre mélanocytes et kératinocytes le
manque de facteurs de croissance (HGF, FGF-2, SQiouryait étre mortel pour les cellules
de mélanome (Lazar-Molnar, Hegyesi et al. 20003. ¢edlules qui acquiérent une signalisation
autocrine sont celles qui survivront. On observasiachez les cellules de mélanome une
synthése accrue de facteurs de croissance, d'erichath 1 et 3 et du récepteur de ces
endothélines (ETBR) (Saldana-Caboverde and Kos)2QHE3® cellules de mélanomes sont
donc indépendantes des kératinocytes pour leuresurg géne Mitf, responsable de la survie
et de la difféerenciation des mélanocytes, joue iaussrble dans le développement du
mélanome. En effet, il est surexprimé dans de nembmélanomes et est considéré comme
un oncogene (Garraway, Widlund et al. 2005). Il &sisi impliqué dans la survie et la
progression dans le cycle cellulaire des mélanomes.

- Les mutations somatiques

Comme pour tout cancer, la progression tumoralendlanome est associée a une succession
de mutations somatiques. Ces mutations sont tiegensbdifférentes des mutations germinales
identifiées dans les cas familiaux de mélanome uska, Tsao et al. 2006). De plus elles
peuvent apparaitre au niveau de lésions bénignasvijnet également sur de la peau
« normale », on parle alors de mélanateaiovo (Takata, Murata et al. 2010). Les mutations
les plus fréquentes concernent les genes codant kilesses de la voie de survie
Ras/Raf/Mek/Erk (80% des tumeurs) (Fig.20) (SoergasLowe 2003; Uong and Zon 2010).
Le reste des mutations est constitué par des ronsatie la voie PI3K/Akt, du géne CDKN2A
(mutations germinales trés fréquentes dans lesfarafliaux) et du gene c-Kit (Fig.20)
(Soengas and Lowe 2003; Uong and Zon 2010). Itexdss mutations somatiques du géne
CDKN2A mais elles sont peut fréquentes et apparaistardivement dans la progression du
mélanome (Uong and Zon 2010). Certaines mutationgé&he codant le récepteur c-Kit sont
décrites mais elles sont surtout fréequentes auanivedes régions non exposées au solell
(muqueuses, paumes et plantes de pied) (Uong and®@b0). Les mutations de la voie de
survie PI3K/Akt sont en fait localisées essentiebat dans le gene PTEN qui est un inhibiteur
de l'activation d’Akt (Haluska, Tsao et al. 2006)TEN est un géne suppresseur de tumeurs
souvent altéré dans les gliomes et les mélanoinest localisé dans la région chromosomique
10g23-24.

-72 -



c-KIT
0-39% mutated

15-50% deleted/
+ mutated/silenced
P I
B muiac 20% mutated
60% amplified |
",' E%EE activated
'

a
1
1
L]
.

“‘ s Proliferation - ' @ Bcl-2, BolxL, Mol
A Yljmxpressed in up to 90%
| 1

10-20% amplified

a

-"n-‘m% mutated [[P534 —»
“... -|_

\  Apoptosis,
DMNA damage, / echemosensitivity )

cellular stresses

CDKN2A
30-70% deleted/mutated/silenced

Figure 20 : Mutations et déréqulations dans lasfiamation des mélanomes

Schémas des réseaux de signalisation impliqués dangransformation maligne des
meélanocytes en mélanomes. En vert, les voies MAPRIZK/Akt, qui présentent la majorité
des mutations, permettent la prolifération, suretela progression des mélanomes. Les
mutations du locus CDKNZ2A induisent la progressioncycle cellulaire (bleu) et I'inhibition
du réseau p53/Bcl-2 impliqué dans le déclenchementapoptose. Les protéines Bcl-2, Bcl-
XL et Mcl-1 sont fortement exprimées ce qui contela I'inhibition de I'apoptose.

(D’aprés Hocker, Singh et Tsao, J Invest Derma1@08)
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Les mutations les plus fréquentes et les plus peEscimpliquées dans la transformation du
mélanocyte en mélanome touchent deux protéines d®ie Ras/Raf/Mek/Erk : Ras et Raf
(Fig.20) (Haluska, Tsao et al. 2006; Solit and Rd2@10). Il existe chez 'Homme une famille
de génes RAS, parmi lesquels : NRAS, HRAS et KRRABAS est le plus souvent muté dans
les mélanomes (<20% des mélanomes). Les altératlensIRAS induisent une activation
constitutive de la voie de signalisation MAP kinag®autres mutations beaucoup plus
fréquentes sont responsables de l'activation deiea Ras. Il s’agit de mutations causant une
activation constitutive de la protéine Raf (>609% detlanomes). La protéine sérine thréonine
kinase cytoplasmique Raf présente trois isofornmez des mammiféres : A-Raf, B-Raf et C-
Raf codées par trois genes difféerents : ARAF, BRAERAF. B-Raf est la protéine kinase la
plus souvent mutée dans les cancers (Greenmarhebtept al. 2007) et elle se trouve mutée

dans prés de 60% des mélanomes (Davies, Bigredll 2002).

[I- Caractéristiques et thérapies du mélanome

1. Les caractéristiques du mélanome

Le mélanome est connu comme l'un des cancers iesaggressifs (comme nous l'avons vu
préecédemment cf. |- 2. b)). L'origine de ces caastiques particulieres est a rechercher dans
les capacités des cellules dont les mélanomes issuns ; les mélanocytes. Lors de leur
différenciation, les précurseurs des mélanocyt@égedb migrer depuis la créte neurale jusque
dans I'épiderme primitif (voir paragraphe |- 3..&ette migration va sélectionner les cellules
les plus motiles et plus résistantes. Les mélaesgytésents dans I'épiderme sont le résultat de
cette sélection. lls présentent donc des capauigstoires intrinseques. De plus la résistance
a la mort cellulaire, acquise lors de leur diff@iation est accrue par l'interaction avec les
kératinocytes (activation de voies pro-survie dt-apoptotique cf. I- 3. b)). Ces particularités
des mélanocytes sont amplifiées par la reprograiomedes voies de prolifération et de survie
au cours de la transformation maligne de certai@amocytes en mélanomes. Il en résulte une
inefficacité des traitements par chimio, radio mimunothérapies actuellement disponibles
(Soengas and Lowe 2003).

Nous nous intéresserons d’abord aux propriétés atoiges des cellules de mélanome
(paragraphe a)) avant de nous attarder sur lesmséoas de résistance a la mort cellulaire
spécifigues aux meélanomes (paragraphe b)). Laep&tisera consacrée a de nouvelles

approches thérapeutiques élaborées pour contgeessivité des mélanomes.

a) La capacité métastatique
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- Les métastases
Les métastases correspondent a la dispersion Heles&ancéreuses a partir du site primaire
de la tumeur vers des organes distants. Ellesrespbnsables de plus de 90% de mort chez les
patients atteints de tumeurs solides (Gupta ancsdage 2006). L'expérience des cliniciens
ainsi que les études in vivo ont démontré que iEnm@&ments métastatiques sont rares et
interviennent longtemps apres l'identification detdmeur primaire. En effet, un tel processus
nécessite la sélection de traits particuliers. ir&canismes de formation des métastases ne
sont pas complétement élucidés, cependant ils eapssr la capacité d'une petite population
de cellules de la tumeur primaire a (1) perdreh&sion cellulaire, (2) augmenter leur motilité,
(3) entrer et survivre au sein de la circulatiat), gortir de la circulation et aller coloniser un
nouveau site (Gupta and Massague 2006). La pragresemorale et la formation de
métastases releve donc d’'un processus séquentiainers, Groom et al. 2002; Steeg 2006).
On considérait également que les genes impliquéas aformation de la tumeur primaire
(oncogenes et génes suppresseurs de tumeur) tétaiimés/invalidés précocement tandis que
les génes impliqués dans la formation de métastatsésnt activés tardivement (Poste and
Fidler 1980). Plus récemment, un nouveau modelsepté par les Dr René Bernards et Pr
Robert A. Weinberg, propose que la capacité a mas@sserait acquise précocement au cours
du développement tumoral (Bernards and Weinberg2200e potentiel pour former des
meétastases serait déterminé par des mutationsnaieygendant la formation de la tumeur
primaire. Les auteurs expliquent que différentéesde signalisation peuvent étre altérées au
cours de la cancérogenése et qu'au sein de chamjeeun ensemble de géenes peuvent étre
touchés. Selon eux, la combinaison formée pardasgtouchés dans chaque voie détermine si
une tumeur sera métastatigue ou non. Ce modéleeresaccord avec de nombreuses
observations comme par exemple :
- le fait que certains oncogenes (Ras, Her-2 et @abord identifiés pour leur réle dans la
cancérogenese participe également au profil mégasta(Chambers and Tuck 1993; Yu,
Wang et al. 1994; Myoui, Nishimura et al. 2003)
- le fait que les protéases qui remodelent la watftomme urokinase plasmogen activator :
uPA) et certaines métalloprotéases (MMPs) toutggigmées dans la formation de métastase
ont aussi un réle dans les phases précoces deratfon tumorale (Egeblad and Werb 2002;
Duffy 2004).
Cependant d’autres observations ne peuvent pagxiteuées par ce modele. En effet, dans
la majorité des cas la capacité a métastaser augragac la taille de la tumeur primaire, la
taille des tumeurs étant largement utilisée commaequoeur de pronostic (Engel, Eckel et al.

2003). De plus, certains genes ont été deécrits pontrdler uniquement I'étape de métastase
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sans affecter la croissance des tumeurs primadirgagit des « metastasis-suppressor genes ».
La perte de ces génes joue un réle critique daftsri@ation de métastases (Shevde and Welch
2003; Steeg 2003). Il est ainsi possible que, dangins cas, des genes activés précocement
au cours de la cancérogenése contribuent a la fiomade métastases, tandis que dans d’autres
cas les genes impligués dans la cancérogenésendeisent pas a la formation de métastases
(Duffy, McGowan et al. 2008). Les métastases appard donc suite a l'activation plus
tardive de genes spécifiques au développement destases (Duffy, McGowan et al. 2008).
Il convient également de prendre en considéragamlie du microenvironnement tumoral. En
effet, les cellules stromales comme les macrophagastocytes, fibroblastes et autres cellules
endothéliales jouent un role critique, non seuleéndans l'initiation de la cancérogenéese, mais
également dans la progression tumorale et la foomate métastases (Bhowmick, Neilson et
al. 2004; Mueller and Fusenig 2004; van KemperVidser et al. 2006). Chez la souris, MMP-
9 produit par des macrophages infiltrés est ading de I'angiogenése de tumeur de la peau
(Coussens, Tinkle et al. 2000), des ovaires (Huafam Arsdall et al. 2002) et du cervix
(Giraudo, Inoue et al. 2004). Chez I'Homme, uPAVIMP-11 (aussi appelé stromelysin-3)
localisés dans les cellules stromales sont deguectde mauvais pronostic importants des
cancers du sein (Chenard, O'Siorain et al. 1996yitdand Dano 1996; Duffy 2002). Ces
études suggerent que les cellules tumorales prmudes facteurs paracrines qui induisent
chez les cellules stromales I'expression de pretassponsables de la progression tumorale.
La perte et I'activation de I'expression de cesagenes dans les cellules stromales contribuent
donc au développement de métastases.

- Mélanome et métastase

Les mélanomes présentent deux phases d’expansigihase radiale (RGP pour radial growth

phase) et la phase verticale (VGP pour verticalvtjitgphase) (Ossowski and Aguirre-Ghiso

2010). Lors de la RGP, les cellules de mélanomisseat au sein de I'épiderme. Lors de la
VGP, certaines cellules de mélanome traversenelabnane basale de I'épiderme et pénétrent
le derme ou elles peuvent ainsi rejoindre la cattah sanguine (Ossowski and Aguirre-Ghiso

2010). Il est donc généralement admis que l'invasibla dissémination caractéristiques de la
métastase se produisent lors de la phase VGP. wisitign de ces propriétés par certaines
cellules de la tumeur initiale est le résultat ‘dedumulation et de la sélection de mutations
spécifiques.

De nombreuses études ont entrepris d'identifier ¢&smes dont les mutations ou les

changements d’expression seraient responsables gwobression du mélanome (Timar,

Gyorffy et al. 2010). Les oncogéenes et les géenggpregseurs de tumeur impliqués dans
linitiation des mélanomes (BRAF, PTEN, CDKNZ2) @€ suspectés a tort (Timar, Gyorffy et
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al. 2010). C’est I'expression de I'oncogene c-MHEétectable dans les naevi, qui a d’abord
été associée a une progression meétastatique deson@s (Natali, Nicotra et al. 1993) puis
corrélée a une invasion lymphatique et vasculags hélanomes (Cruz, Reis-Filho et al.
2003). Des amplifications du géne MITF, régulateentral de la différenciation des
mélanocytes, ont été identifiés dans des mélanbimasins et correle avec la progression et la
formation de métastases (Garraway, Widlund et@)52 L’activation de MITF est contrélée
par divers facteurs de transcription dont Slug l&#gur important de la transition épithelio-
mésenchymateuse, TEM) et plusieurs voies de sggi@h comme la voie des MAPK (trés
souvent activés dans les mélanomes) (Goding andihéeg 2006) de méme que WNT5A
(également impligué dans la TEM), dont I'expressshaugmentée au cours de la progression
des mélanomes (Weeraratna 2005). Certains mélanpnésgntent des amplifications de
'EGFR (Udart, Utikal et al. 2001) et de I'oncogéen¥YC (Rodolfo, Daniotti et al. 2004). On
note que les amplifications de 'EGFR contribuempatentiel métastatique (Rakosy, Vizkeleti
et al. 2007), tandis que les amplifications de c@®/peuvent inhiber le potentiel métastatique
(Ross, Laing et al. 2006). La progression des nogéhams et le développement des métastases
requierent I'acquisition d’un phénotype invasifaqua explique I'activation de genes impliqués
dans la TEM. En effet, la métastase est I'une dasifestations pathologiques de la TEM (en
opposition au rdle physiologique de la TEM au codts développement embryonnaire)
(Thiery 2002; Thiery, Acloque et al. 2009). Danscles des mélanomes on a bien perte
d’expression de la E-cadherine (épithéliale) et resgion de la N-cadhérine
(mésenchymateuse) en association avec la prognesstastatique (Danen, de Vries et al.
1996; Li, Satyamoorthy et al. 2001). Une augmeotatie I'expression de TWIST, un facteur
de transcription central dans la TEM, est asso&iéa mauvais pronostic (Hoek, Rimm et al.
2004).

Cing études ont tenté de définir une signature pression génique des mélanomes
métastatiques par I'utilisation de puces a ADN {@ecRoesch et al. 2004; Wang, Panelli et
al. 2004; Haqq, Nosrati et al. 2005; Jaeger, Koetaal. 2007; Riker, Enkemann et al. 2008).
Une de ces études n'a pas comparé les mélanomestatigfues aux mélanomes primaires
mais s’est concentrée sur une signature immunalegitps mélanomes meétastatiques (Wang,
Panelli et al. 2004). Dans les quatre autres éfullss auteurs comparent mélanomes
meétastatiques et primaires. Les auteurs de ces®tutt identifies de 7 a 308 genes exprimés
différentiellement entre mélanomes primaires etastétiques. Ces génes sont impliqués dans
des fonctions allant de la régulation du cycleutaite a la communication intercellulaire et
aux phénomenes d’adhérence. Dans la revue de T@yarffy et Raso, les données issues des

éetudes génomiques ont été analysées dans le lwainggler les résultats et d’établir une liste
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unique des signatures d’expression génique du mdlarmétastatique (Timar, Gyorffy et al.
2010). En totalité, 2475 genes ont été associésnaianomes métastatiques parmi lesquels
350 génes ont été identifiés dans plus d’'une étBdals 17 génes sont retrouvés dans trois
études et CDC28 a été identifié dans les quatestlCDC28 est impliqué dans la régulation
de l'activité des protéines kinases cycline-dépatetaau cours du cycle cellulaire. Le tableau
2 présente les 17 génes associés par les auteumge &ignature d’expression génique du
mélanome métastatique (Timar, Gyorffy et al. 200®s genes participent a diverses fonctions
(Tableau 2).

Affymetrix ID Genbank UniGene  Gene title Symbol Gene ontology biological process

204170_s_at  NM_001827 Hs.83758 CDC28 protein kinase CKS2 Regulation of cyelin-dependent protein kinase
regulatory subunit 2 activity/feell cycle//spindle organization

206032_at AT797281 Hs.41690 Desmocollin 3 DSC3 Cell adhesion

201984 _s_at, NM_005228 Hs488293 Epidermal growth factor EGFR Ossification//electron transport//protein amino acid

201983 _s_at receptor phosphorylation//response to stress
203968_s_at  NM_001254 Hs.405958 Cell division cycle 6 homolog CDC6 DNA replication checkpoint//regulation of cyclin-
dependent protein kinase activity//DNA replication

203081 _at NM_020248 Hs.463759 Catenin, beta interacting CTNNBIP! Regulation of transcription, DNA-dependent//signal
protein 1 transduction

202487 s at  NM_012412 Hs. 488189 H2A histone family, member V. HZAFV Nucleosome assembly

218002_s_at  NM_004887 Hs.483444 Chemokine (C-X-C motif) CXCL14 Chemotaxis/finflammatory response//immune
ligand 14 response//signal transduction

206033 s at  NM_001941 Hs41690 Desmocollin 3 DSC3 Cell adhesion//homophilic cell adhesion

220445_s_at  NM_004909 Hs.522810 CSAG family, member 2/// CSAG2 Response to drug
CSAG family, member 3B

205990_s_at  NM_003392 Hs.696364 Wingless-type MMTV WNTSA Signal transduction//Wnt receptor signaling pathway,
integration site family, calcium modulating pathway//INK cascade
member SA

209875_s_at  MS83248 Hs.313 Secreted phosphoprotein 1 SPF1 Ossification//cell adhesion//cell-matrix adhesion

219529 at NM_004669 Hs.64746  Chloride intracellular channel 3 CLIC3 Transport/fion transport

210198_s_at  BCO02665 Hs.1787  Proteolipid protein 1 PLPI Synaptic transmission//axon ensheathment

203300_x_at  NM_003916 Hs.656471 Adaptor-related protein AP1S2 Protein complex assembly//transport//intracellular
complex 1, sigma 2 subunit protein transport

205681 _at NM_004049 Hs.227817 BCL2-related protein Al BCL2A1 Apoptosis/anti-apoplosis

220016 _at NM_024060 Hs.502756 AHNAK nucleoprotein AHNAK Nervous system development

204268 _at NM_005978 Hs.516484 5100 calcium binding protein =~ S100A2 Endothelial cell migration
A2

204734 _at NM_002275 Hs.654570 Keratin 15 KRTI15 Epidermis development

Tableau 2 : Signature d’expression génique du noéi@meétastatique

Quatre études génomiques ont été réalisées pagdazes distinctes pour identifier des genes
dont l'expression varie dans les mélanomes méiqgest par rapport aux mélanomes
primaires. La revue de Timar et al tente de compéle données générées par ces études pour
mettre en évidence une signature générale du nmalamoétastatique malgré I'hétérogénéité
des échantillons testés. Ce tableau rassemble7lggedes dont I'expression varie dans au
moins trois études sur les quatre explorées airesiafonction cellulaire dans laquelle ils sont
impliqués.

(D’aprés Timar et al., Clin Exp Metastasis, 2010)
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DSC3 est une molécule d’adhérence impliquée danscdmmunication mélanocyte-
kératinocyte ce qui suggere I'importance de ce glms I'acquisition du phénotype invasif et
la transition RGP/VGP (Schmitt, Franke et al. 20@&s phases précoces de la formation de
métastases nécessitent l'altération de la protiféracellulaire (Rodolfo, Daniotti et al. 2004;
Ross, Laing et al. 2006), d’ou une implication d@gulateurs du cycle cellulaire comme
CDC28 et CDC6. L'implication des cellules stromatisss les phases précoces de l'invasion
est indiquée par la présence de CXCL14 dans latign

On note également lI'implication de la voie WIgdtaténine (CTNNBIP1 et WNT5A) et celle
de Bcl-2 qui sont déja documentées dans la litigafvoir (McGill, Horstmann et al. 2002;
Mikhail, Velazquez et al. 2005; Weeraratna 2005)).

Les premieres études sur les métastases ont pplupart été réalisées dans des modeles de
mélanomes. Cependant, la pléthore de données 8’agranis une application en thérapie du
mélanome, sans doute a cause de I'hétérogénéatétéastique de ce cancer.

- Les cellules souches cancéreuses et le mélanome

La formation de métastases est admise comme upe étadive, mais plusieurs études,
notamment sur le cancer du sein, ont mis en évedates similarités dans les profils
d’expression de geénes entre les tumeurs primairdsues métastases (Weigelt, Glas et al.
2003; Weigelt, Hu et al. 2005)). Ces observatiomslevent la possibilité que la capacité a
meétastaser est déterminée au début du développeomeotal (ce qui conforte le modele de
Bernards & Weinberg, présenté précédemment dankes dmétastases »). (Xu, Shen et al.
2008) Pour le mélanome également, on ne peut exahe dissémination précoce des cellules.
L’expérience clinique a d’ailleurs prouvé que lasdéimination peut précéder le diagnostic de la
tumeur primaire (Braun, Vogl et al. 2005). L'idémirte petite population cellulaire présente
dans la tumeur primaire qui donne naissance a éésstases correspond au modéle de cellules
souches cancéreuses (CSCs pour «cancer stem»)cells s'agit d’'un modeéle validé
récemment qui explique l'initiation, la propagatieila résistance tumorale par un petit groupe
de cellules au sein de la tumeur primaire qui piesedes propriétés d’auto-renouvellement
comparables a celles de cellules souches pluripsteWang and Dick 2005). D’abord
identifiées dans les leucémies (Hamburger and Salt@y7; Lapidot, Sirard et al. 1994;
Bonnet and Dick 1997), les CSCs ont été décritas das tumeurs solides comme le cancer du
sein (Dick 2003) et du cerveau (Singh, HawkinsleR@04). Les mélanomes présentent une
grande hétérogénéité intra-tumorale et des pr@wiée cellules non-différenciées ce qui
suggere l'existence de MMSCs (« Malignant Melanddt@m Cells »). Ces MMSCs seraient
issues de la transformation de cellules soucheséi@nocytes et participeraient a l'initiation et

la progression des mélanomes (Schatton and Frafi8)2Malgré le nombre d’études
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enregistrées depuis le début des années 2000, @G &fcune n’avait identifié une sous-
population de MMSCs présentant des marqueurs malées précis, la capacité a s’auto-
renouveler et a initier une tumeur apres xénogreff@s des souris immunodéficientes
(Schatton and Frank 2008). En 2008, I'équipe dirrison identifie comme la cause de ses
résultats les souris utilisées (NOD/SCID pour nbese diabetic/severe combined
immunodeficiency) dont le faible systeme immungaguffirait a sous-estimer le potentiel
invasif des MMSCs (Quintana, Shackleton et al. 2008 préconisent I'utilisation des souris
NOD/SCID il2wy-/- (déficients en lymphocytes B, T et Natural Eill qui leur ont permis
d’augmenter la proportion de cellules capablesodeér un mélanome de 0,0001% (avec les
NOD/SCID) a 27% (Quintana, Shackleton et al. 20AB) peut remarquer ici que si la
propriété d'initiation de tumeurs est propre auxd8&lors soit ces cellules ne sont pas rares
(frequence de 27% dans Quintana et al) soit laonate CSCs refléte uniquement la capacité
des cellules a survivre a la greffe. De plus, lge@rs n’ont pas mis en évidence de corrélation
entre le potentiel a former des mélanomes et lagjupars de cellules souches identifiés par
les études dans d’autres types tumoraux. RécemBeikp et al ont identifié, grace au méme
type de modeéle (souris Rag2+e-/-, déficientes en lymphocytes B, T et Naturaldf), des
cellules initiatrices des mélanomes (Boiko, Razovanet al. 2010). Cette étude relie la
présence du marqueur de cellules souches cancer€z3d/p75/Ngfr (cellules CD271+) au
potentiel de formation de mélanome (70% de fornmatite meélanome in vivo) (Boiko,
Razorenova et al. 2010). Held et al ont étudiéolahinaison des marqueurs CD34 et CD271
et la formation de mélanomes murins (Held, Curleyle2010). Selon ses résultats c’est la
population cellulaire CD34+/CD271- qui forme comstaent des tumeurs tandis que les
cellules CD34-/CD271- forment des mélanomes dafis 8&s cas et les CD271+ ne forment
pas ou tres peu de tumeurs (Held, Curley et al0R0lest intéressant de noter que les tumeurs
induites par les CD34+/CD271- ne reproduisent ffatdrogénéité de la tumeur de départ
alors que c’est le cas avec les CD34-/CD271-. liesrgences de ces études peuvent avoir
deux explications :

(1) Les techniques utilisées different. Quintanaaleet Boiko et al partent de mélanomes
humains injectés dans des souris déficientes epHpoytes B, T et NK, ils les récupérent les
passent/trient et les réinjectent dans le méme tgesouris pour observer linitiation de
tumeurs. Ces études different au niveau de la ggréfhez Quintana et al, les cellules
transplantées sont incluses dans du matrigel (exiratéique secrété par des cellules de
sarcome murin et qui permet aux cellules humaireseddévelopper plus vite chez la souris).
Chez Boiko et al, les souris receveuses portentjagfes de peau humaines sur lesquelles sont

greffées les cellules de mélanome. Held et al parie tumeurs murines issues de trois
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modéles de mélanomes génétiquement modifiés (Kxaidey et al. 2010) dont les cellules
sont triées et réinjectées dans des souris Nude gimerver la formation de tumeurs. Les
résultats sont donc difficilement comparables.

(2) Les cellules tumorales sont extraites, amp@giét triées par cytométrie en flux a chaque
passage et ce pendant trois passages. Il a ét&vélgee plusieurs marqueurs changent apreés le
tri et a chaque passage (Hoek and Goding 201@ptIdonc difficile d’évaluer la variabilité
phénotypique dans ce type d’étude sur cellule inejugui porte sur un ou deux marqueurs.

Il faut garder a I'esprit que ces études qui pasganune transplantation des cellules dans des
animaux immuno-déprimeés different du processusrebtu certaines cellules de la tumeur
primaire s’évadent pour former une métastase destgni reproduit I’hnétérogénéité initiale
(Hoek and Goding 2010). Il serait donc intéressmtchercher dans les cellules tumorales

humaines les propriétés de cellules souches.

Les métastases sont associées au phénomene dendermer elles sont diagnostiquées
longtemps aprés l'apparition de la tumeur priméy&elles aient été initiées précocement ou
tardivement). Diverses études ont ainsi montré lgsecellules de mélanome disséminées
peuvent rester dormantes pendant plus de dix amsqu'elles émergent de leur état de
dormance elles sont le plus souvent résistantesh@uapies, tout comme les Iésions primaires,

et donc fatales. (Ossowski and Aguirre-Ghiso 2010)

b) La résistance a la mort cellulaire

Les traitements anticancéreux disponibles ontpgeasou pas d’efficacité sur les mélanomes.
En effet, il est rare d’observer une réponse deetreent chimiothérapeutique chez plus de 20%
de patients (Soengas and Lowe 2003). Il ne s'agicas d'une résistance acquise par les
cellules tumorales au cours ou suite a un traiténmeais bien d’une caractéristique intrinseque
des mélanomes. La chimiorésistance peut étre kil la sortie de drogues hors de la cellule
par des pompes d’efflux appelées transporteurs AB&z les mélanomes plusieurs de ces
transporteurs sont exprimés dont : ABCA9, ABCB1,G5, ABCB8, ABCC2 et ABCD1
(Szakacs, Annereau et al. 2004; Chen, Szakacs @0@b; Frank, Margaryan et al. 2005;
Elliott and Al-Hajj 2009). Cependant leur fonctialans les mélanomes n’est pas élucidée
(Chen, Valencia et al. 2009). Par exemple, ABCB4l{feoprotein, P-gp), le transporteur
ABC le mieux caractérisé dans de nombreux canast,exprimé faiblement dans les
mélanomes (Goldstein, Galski et al. 1989). Les lt@sude nombreuses études suggérent

gu’ABCB1 n’est pas responsable de la résistancm&®que des mélanomes (Chen, Valencia
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et al. 2009). Le transporteur ABC le plus exprirhézles mélanomes est ABCB5. Cependant,
les mélanomes expriment les isoformes ABE@ER5S qui n’encodent pas la protéine ABCB5
entiére (Chen, Szakacs et al. 2005). La foncticsciexde ces protéines tronquées n’est pas
totalement élucidée, et leur réle dans la chimistésce n’a pas été prouvé (Chen, Valencia et
al. 2009).
La chimiorésistance intrinséque des mélanomes pastdue a un export des drogues hors des
cellules mais plutdt a une tolérance induite pactlvation de voies de survie, 'adaptation aux
stress intracellulaires et a 'augmentation degdression de protéines anti-apoptotiques. Ces
mécanismes sont communs aux cellules tumoralémattivation de I'apoptose est d'ailleurs
une caractéristique des cellules cancéreuses (ldareid Weinberg 2000). Nous repartirons
donc des informations de la Partie | « Mort cellglaet résistance tumorale » sur la
chimiorésistance pour discuter des particularitésnélanome.

- Les voies de survie dans le mélanome
La voie Ras/Raf/Mek/Erk

La majorité des mutations a l'origine de la transfation maligne des mélanocytes en

mélanomes a été identifiee dans des membres deidaRas/Raf/Mek/Erk (chez 80% des
tumeurs). Les mutations de B-RAF, identifiés pariBs et al en 2002 dans diverses tumeurs
sont retrouvées dans plus de 60% des mélanomeg)®ignell et al. 2002). Dans 80% des
cas il s’agit de la substitution d’'un codon (T179%Ai aboutit a la protéine B-raf Val600Glu
ou V600E constitutivement active (Hocker, Singhakt2008). L’activation de la protéine
sérine/thréonine kinase Raf en aval de Ras (sgatadn induite par des facteurs de croissance)
permet I'activation par phosphorylation de Mek22dMitogen-activated protein/extracellular
signal-regulated kinase kinase, MAPKK) qui a leamrtphosphorylent et activent Erkl et 2
(extracellular signal-related kinases) (Solit aras& 2010). L'activation de la voie des MAP
kinases (MAPK) régule de nombreuses kinases eifestret facteurs de transcription qui
dirigent des processus cellulaires clefs tels guardlifération et la survie cellulaire (Solit and
Rosen 2010). Nous avons vu précédemment que leationg des membres de la voie
Ras/Raf/Mek/Erk sont impliquées dans la transfoionaialigne des meélanocytes (I- 3. c) -
« Les mutations somatiques »). Cependant, le tdexééde mutations de cette voie
spécifiguement dans les mélanomes laisse pensdr egt’ nécessaire de I'inhiber pour
sensibiliser les mélanomes a la mort cellulairg.@diA). Une premiere étude sur I'effet des
inhibiteurs des Mekm vitro etin vivo (Solit, Garraway et al. 2006) a prouve ['utiliténthiber

les kinases Raf, Mek et Erk pour traiter le mélaaoMalheureusement les tests cliniques pour
l'inhibiteur de Mek AZD6244 (AstraZeneca) n’ont moi qu’une réponse partielle dans 13%

de tumeurs porteuses d’une mutation dans B-Raf.
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selective B-Raf inhibitors; non-selective Rafinhibitars:
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Figure 21A : Les inhibiteurs de MAPK

Inhibiteurs non-spécifiques et spécifigues des memlde la voie des MAPK, dont les

nouvelles molécules inhibitrices de B-Raf.
(D’aprés Flaherty et McArthur, Cancer, 2010)
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Figure 21B : PET scans de patients traités par PBX4

PET scans de quatre patients participants a I'efisaque de phase | de la molécule inhibitrice
de B-Raf PLX4032. Les images sont prises avantdigetnent et aprés deux semaines de
traitement par PLX4032. Les patients 45 et 59 nemit7 0% de régression tumorale, le patient
61 en montre 68% et le patient 69, 37%. (DaprésllaBo et al 2010)
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De plus, le premier inhibiteur de Raf testé eniglie, Sorafenib (Nexavar, Bayer), n'a pas
montré d’activité contre le mélanome (Solit and &08010). Tout ceci a contribué a penser
gue la signalisation Raf/Erk n’est pas indispersall la survie des mélanomes. Tres
récemment deux études ont relancé lintérét poaritdibiteurs de cette voie de survie.
Flaherty et al et Bollag et al en 2010 ont finalatmais un terme a la polémique et validé la
dépendance des mélanomes a B-Raf (Bollag, Hirgh 010; Flaherty, Puzanov et al. 2010).
Ces deux articles portent sur linhibiteur de B-RBLX4032 ou RG7204 (Plexxikon et
Roche), dans des tests cliniques de phase I. PLX483ixe sur le site actif des kinases Raf
avec une plus forte affinité pour B-Raf (Sala, Mpibet al. 2008). Flaherty et al rapportent un
taux de réponse de 77% chez les 48 patients paggame mutation de BRAF et ayant recu
240 a 290mg de PLX4032 au moins deux fois par (Blaherty, Puzanov et al. 2010). Parmi
les patients qui répondent au traitement, les asitdistinguent des réponses partielles (34
patients) et des réponses complétes (trois pati@fisherty, Puzanov et al. 2010). Bollag et al
présentent les images impressionnantes de PET séampositron emission
tomography scanner», imagerie meédicale qui perneetvidualiser les tumeurs par leur
meétabolisme accru) de patients avant et apres siemaines de traitement (Fig.21B) (Bollag,
Hirth et al. 2010). Ces patients font partie dexcgui répondent le mieux au traitement parmi
les réponses partielles et présentent de 37 a #0Bégiession (Bollag, Hirth et al. 2010). Les
auteurs de ces articles notent qu’en plus desse$ietondaires classiques (fatigue, éruptions
cutanées et douleurs articulaires), un tiers ddgera ayant recu la dose de 290mg ont
développé des lésions cutanées de type carcinome-cgllulaire et kératoacanthome (tumeur
cutanée bénigne) (Bollag, Hirth et al. 2010; FlahePuzanov et al. 2010). Les résultats de
régression tumorale chez les mutants BRAF monteecapacité de PLX4032 a inhiber B-Raf
et l'activation d’Erk conduisant ainsi a un arrét cycle cellulaire et méme au déclenchement
de la mort cellulaire (Joseph, Pratilas et al. 2018s effets secondaires les plus délétéres sont
strement le reflet de l'activation d’Erk et de @evdes MAP kinases par PLX4032 en absence
de mutation BRAF, et donc dans les tissus sainsz{¥#esiliou, Song et al. 2010; Heidorn,
Milagre et al. 2010; Poulikakos, Zhang et al. 20IR)X4032 est néanmoins un traitement
prometteur actuellement en test clinique de phéis@dur comparer sont efficacité a la

chimiothérapie classique.

La voie PI3K/Akt, PTEN
L'activation de la voie PI3K/Akt déclenche l'acth@n de facteurs impliqués dans la
prolifération, la migration et la survie cellulaifEig.22). Akt est responsable de l'inactivation

de protéines pro-apoptotiques telles Bad et caspabg@romeut également la transcription de
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la protéine anti-apoptotique Bcl-et active la voie de survie NdB (Fig.22) (Soengas and
Lowe 2003). PTEN est une phosphatase qui réprimetivation de PI3K et induit ainsi
'apoptose. Environ 50% des mélanomes métastatimogrent une expression diminuée de
PTEN due a une mutation, une délétion alléliguaioa répression de son expression (Birck,
Ahrenkiel et al. 2000; Zhou, Gimm et al. 2000). lbesdifications d’expression de PTEN sont
considérées comme un évenement tardif du développedes mélanomes (Whiteman, Zhou
et al. 2002) et augmenter son expression permsedsgbiliser les mélanomes a des drogues
chimiothérapeutiques (Mayo, Dixon et al. 2002).ithein PI3K est donc apparu comme une
solution pour sensibiliser le mélanome (ainsi quauttes cancers) a la mort cellulaire.
Wortmannin et LY294002, molécules inhibitrices d&8K° permet en effet d’inhiber la
prolifération de cellules de mélanomesvitro et in vivo (Krasilnikov, Adler et al. 1999;
Wellbrock, Fischer et al. 1999). Malheureusemeas, deux molécules se sont révélées trés
toxiques en tests cliniques. Deux nouvelles mo&s;ulin dérivé de Wortmannin : PX-866
(ProlX harmaceuticals) et une pro-drogue de LY22400SF1126 (Semaphore
Pharmaceuticals) sont actuellement en test cliniqgephase | aprés avoir montré leur
efficacitéin vitro.

La sérine/thréonine kinase mTOR (mammalian TardeR&pamycin) a d’abord été identifiée
comme la cible moléculaire de la molécule Rapamyoin sirolimus) (Brown, Albers et al.
1994; Chiu, Katz et al. 1994; Sabatini, ErdjumentBage et al. 1994). MTOR a été identifie
comme étant en aval d’Akt dans la voie de sign@adisaPI3K/Akt (Chung, Grammer et al.
1994; Monfar, Lemon et al. 1995). Avant méme ['itiigcation de mTOR, la Rapamycine était
connue pour son activité anti-tumorale sur des tumgreffées chez la souris (Eng, Sehgal et
al. 1984). La Rapamycine et ses dérivés sont effcagur de nombreux modeles de canicers
vitro etin vivo mais ont peu d’effet comme agent seul dans les téisiques (Maira, Stauffer
et al. 2009). Plusieurs études cliniques de phlasent actuellement en cours de recrutement
pour tester l'activité de dérivés de la Rapamycioe le mélanome accompagné d’autres
molécules. On note le développement récent d’'unécule prometteuse: NVP-BEZ235
(Novartis). Cette molécule est capable d’'inhibéa &ois PISK et mTOR a des concentrations
tres faibles (faible toxicité attendue) et a déj@ntré son efficacité sur les mélanomesitro
(Aziz, Jilaveanu et al. 2010).

La voie NFxB
Le facteur de transcription NEB est un régulateur de nombreuses fonctions :rmfiation,
angiogenéese, cycle cellulaire, différenciation, é&gibn, migration et survie (Karin and Lin

2002). Dans le contexte de la mort cellulaire, ®-controle divers facteurs de survie qui
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interférent avec les voies apoptotiques intrinsequextrinseque (Fig.22) (Karin and Lin
2002). Dans les mélanomes, la voie RB-peut étre altérée par 'augmentation de I'expogss
des sous-unités de N&B p50 et RelA (McNulty, Tohidian et al. 2001; Mewsis, McNulty et

al. 2001) ou par diminution de l'expression de Hilmiteur de NF«B, I-xB (Yang and
Richmond 2001; Dhawan and Richmond 2002). Par cues#, les cibles de NEB comme c-
myc, la cycline D1, le facteur anti-apoptotique THR2A les protéines associeées a l'invasion
Mel-CAM, la chémokine pro-angiogénique GRO voieatngent leur expression augmentée
dans les mélanomes (Baldwin 2001).

Il semblerait que l'inhibition de NikB empéche les tumeurs d’acquérir une chimiorésistan
Ainsi divers inhibiteurs de NkB ont été développés pour sensibiliser les celltlesorales
aux chimiothérapies. Plusieurs types de molécutbgbent NFkB en utilisant différentes
stratégies. Les inhibiteurs du protéasome, commeteBomib et MG132 (Millenium
Pharmaceuticals), qui inhibent la dégradation ot empéche, entre autre, la dégradation
d’l-xB (Nakanishi and Toi 2005). Les molécules inhib#ég de NReB, comme BAY 11-7085

et BAY 11-7085 (Bayer), empéchent la phosphorytatiui précéde la dégradation @B
(Nakanishi and Toi 2005). De nombreuses molécuddsrelles issues de plantes, comme le
curcumin, ont la capacité d’inhiber NdB (Nakanishi and Toi 2005). Ce large éventail de
molécules a montré sont efficacitévitro etin vivo sur divers modeéle de cancers (Cusack, Liu
et al. 2001; Aggarwal, Takada et al. 2004; MabuCimichi et al. 2004). La plupart ont déja
ete testées en études cliniques de phase I/ll atertrent seul (Cheng, Hsu et al. 2001;
Jagannath, Barlogie et al. 2004; O'Connor, Wriglal.e2005) et sont en cours de test de phase
II, pour le curcumin dans les cancers digestifsgeetphase l1ll, pour le Bortezomib dans le
myeélome multiple, en combinaison avec des chimiaihiés. Concernant les mélanomes,
'intérét de Bortezomib a été montré vivo et in vitro (Amiri, Horton et al. 2004). Il est
actuellement en cours de test clinique de phaseddths le but de sensibiliser a d’autres
traitements. Le rble synergique de Bortezomib serpbdbmetteur mais certaines combinaisons

de traitement sont peu efficaces (Croghan, Sumah 2010).

Les membres de la famille Bcl-2

Les protéines de la famille Bcl-2 sont des régulasteclés de I'apoptose et jouent un réle
important dans la chimiorésistance (Voir PartiéMart cellulaire et résistance tumorale). Dans
les cellules de mélanome, les protéines anti-apigpies Bcl-2, Bel-x et Mcl-1 sont fortement
exprimeées (Fig.23) (Selzer, Schlagbauer-Wadl e1398; Hossini, Eberle et al. 2003; Wolter,
Verhaegen et al. 2007) et un ratio Bcl-2/Bax élesecorrélé avec une résistance a I'apoptose

(Raisova, Hossini et al. 2001).
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Figure 22 : Voies de survie et résistance a |'apemt

Les voies PI3K/Akt, Ras MAPK et NkB qui sont fortement activées dans les mélanomes
vont induire I'expression de protéines anti-apapteds et d’autres impliquées dans la
prolifération et I'invasion cellulaire.

(D’aprés Soengas & Lowe, Oncogene, 2003)

Le réle de ces protéines dans la résistance demoréks, bien qu’avéré, est toujours en cours
d’investigation. Le membre anti-apoptotique le mielocumenté est Bcl-2 dont I'expression
est indispensable a la survie des mélanocytes.

- Les protéines anti-apoptotigues dans le mélanome

Les voies de survie Ras/Raf/Mek/Erk et PI3K/Aktyent seules ou via I'activation de la voie
NF-«B déclencher l'induction de facteurs anti-apopiogis| tels que des membres anti-

apoptotiques de la famille Bcl-2 ou et des IAPs.

En effet, les souris invalidées pour Bcl-2 sontactgrisées par une perte de pigmentation
(Bouillet, Cory et al. 2001; Nishimura, Granter &t 2005). Ce rble s’explique par sa
régulation qui chez les mélanomes est attribuéeith Mgulateur central de la survie du
lignage meélanocytaire (McGill, Horstmann et al. 2D0Son implication directe dans la
chimiorésistance des mélanomes porte a controvieesasay et al ont rapporté une expression
tres forte de Bcl-2 dans les mélanocytes et levinaénins, mais trés diminuée dans les
mélanomes primaires et meétastatiques, résultatdirmés par dautres études (Saenz-
Santamaria, Reed et al. 1994; Cerroni, Soyer d985; Ramsay, From et al. 1995). Tang et al

ont montré que I'expression de Bcl-2 diminuait deessmélanomes tandis que celles de Bcl-x
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et Mcl-1 augmentaient (Tang, Tron et al. 1998).tdreiet al ont mis en évidence
laugmentation du taux de Bcl-2 et Bgl-xlans des mélanomes de stade avancé (Leiter,
Schmid et al. 2000). D’autres ont rapporté une @ason entre I'expression de Bcl-et la
chimiorésistance des mélanomes (Olie, Hafner eé2G02). Une étude de 2007 semble avoir
clos le débat en présentant une corrélation etatugrhentation de I'expression de Mcl-1 et
Bcl-x_ et la baisse d’expression de Bcl-2 avec la pregrasdu mélanome (Zhuang, Lee et al.
2007). Les meélanomes primaires et métastatiqueseptgnt tous la caractéristique de
chimiorésistance. Il semblerait que les trois prn&® soient impliquées dans la résistance des
mélanomes et qu’il y ait un mécanisme compensatmittee les différentes protéines anti-
apoptotiqgues pour maintenir le niveau de résistafoe terme de thérapie, il est donc
intéressant de cibler Bcl-2 comme avec I'Oglimerd&enta, cf. Tableau 1) qui est
actuellement en essai clinique de phase lll associge chimiothérapie contre le mélanome.
En effet, les études de phase I/l ont montré uméliaration de la survie médiane des patients
de 7,8 a 9 mois et une augmentation de la répdobalg au traitement de référence, de 7,5
al3% (Bedikian, Millward et al. 2006). Le plusiedice serait néanmoins de cibler plusieurs
protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2.rhalécule ABT-737 (Abbott, cf. Tableau 1),
qui cible Bcl-2, Bcl-x et Bcl-w, montre des résultats intéressantgitro mais sa capacité a
induire I'apoptose est clairement augmentée pavdlidation de Mcl-1 (Keuling, Felton et al.
2009). La molécule « BH3 mimetic » la plus promeste serait donc I'Obatoclax (Gemin X,
cf. Tableau 1) qui contrairement a ABT737 inhibessauMcl-1. L’'Obatoclax a démontré un
effet pro-apoptotique en traitement combinatoiréggtlement en agent seu vitro etin vivo,

sur plusieurs modeéles de cancers dont le mélanbigugyen, Marcellus et al. 2007), mais n’est
pas encore en essai clinique sur le mélanome.

Les inhibiteurs d’apoptose (IAPS)

Comme nous l'avons vu dans la partie |, hormis XIAPr6le anti-apoptotique des IAPs n’est
pas encore élucidé mais les IAPs sont souvent gtinegs dans les tumeurs (Gyrd-Hansen and
Meier 2010). L'expression élevée de XIAP dans @uss cancers est associée a leur capacité a
échapper a l'apoptose (Gyrd-Hansen and Meier 20D@ns les meélanomes, XIAP est
fortement exprimé dans les lignées cellulaires,eun® primaires et métastatiques (Emanuel,
Phelps et al. 2008). De plus, Hiscutt et al en 2000mis en évidence sur des échantillons
cliniues que I'expression de XIAP est plus éledaas les tumeurs de stades avanceés et de
plus grande épaisseur (Hiscutt, Hill et al. 201Dgtte étude complete les observations faites
par d’autres (Kluger, McCarthy et al. 2007; Emanéélelps et al. 2008) et met en évidence le
réle potentiel de XIAP comme marqueur de la pragjogset de I'agressivité des mélanomes

(Tian and Lee 2010). La deuxieme partie de cetlarthet en évidence le rble anti-apoptotique
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de XIAP dans les mélanomes (Hiscutt, Hill et all@0 ML-IAP tient son nhom du fait qu’il est
fortement exprimé dans les mélanomes (Fig. 23) i/ @&tennicke et al. 2000). Vucic et al ont
montré que ML-IAP est capable de bloquer I'apopiasgeite par divers agents thérapeutiques
et cela dans la méme mesure que XIAP (Vucic, Stkenét al. 2000). D’abord identifié dans
des lignées cellulaires de mélanome, le taux édwéML-IAP a été confirmé sur des
échantillons de patients. ML-IAP est tres exprina@giles mélanomes par rapport aux naevi,
mais son taux d’expression est équivalent entre tleseurs primaires et les tumeurs
métastatiques (Gong, Chen et al. 2005). Le réleaguptotique des IAPs associé a leur fort
taux d’expression dans les mélanomes en font d#escintéressantes pour sensibiliser les
meélanomes a lI'apoptose (Fulda and Debatin 2006)x D¢gpes de stratégies ont été inventées
pour contrer les IAPs ; utiliser des antagonistes Id\Ps ou des agonistes de leurs inhibiteurs
(Smac/Diablo et Omi/Htra2) (Fulda and Debatin 20@&s oligonucléotides antisens ont été

développés récemment contre les domaines BIR des. A
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Figure 23 : Modifications des voies apoptotiguassda mélanome

Dans les mélanomes, les dérégulations augmentaitdau des protéines anti-apoptotiques de
la voie extrinseque (FLIP) et de la voie intrinsedBcl-2) ainsi que les protéines impliquées
en aval des deux voies d’induction de I'apoptosé-{KP, survivin).

(D’aprés Soengas & Lowe, Oncogene, 2003)
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Ces molécules montrent des résultats intéressanisro mais n'ont pas encore été testées
contre les mélanomes (voir par exemple (Dean, Véaia. 2010; Liu, Wu et al. 2010)). Les
molécules qui suscitent le plus d’engouement detmeint sont les « Smac-mimetics ». |l
s’agit de peptides qui imitent le domaine de linismux domaines BIR des IAPs (le domaine
IBM pour « IAPs-dinbing domain ») (Fulda and Deha?006). Les peptides Smac-mimetics
sont actuellement en cours d’amélioration et testéesitro pour leur efficacité dans le
traitement des cancers. La molécule TL32711 (Tetyads Pharmaceuticals) est en cours
d’essai de phase I/ll pour tester son efficacitéeset en combinaison avec divers traitements
chimiothérapeutiques. Concernant les mélanomes,sanke étuden vitro est répertoriée et
elle montre un effet intéressant dans la senslbitis a I'apoptose (Lecis, Drago et al. 2010).

- Latolérance du mélanome aux stress

L’'adaptation au stress du réticulum endoplasmique

Nous avons discuté du stress du réticulum endojpdaemRE) dans la premiere partie de
l'introduction. Le stress RE, par exemple du faitndmauvais repliement des protéines, peut
aboutir a la mort de la cellule par apoptose. Néansnle stress RE est avant tout le
déclencheur de la réponse UPR qui va tout entrdpegmour que la cellule survive au stress.
La réponse au stress RE produit donc des signatiraoptotiques. Lorsqu’une cellule est
capable de survivre a des stress répétés du REpalit tirer parti de ces signaux. En effet,
'adaptation au stress RE peut contribuer a lasfaamation maligne (Rutkowski and Kaufman
2007). Cela semble étre le cas pour les mélanomigeésentent un stress du RE, méme a un
stade précoce de développement (Hersey and Zhd®8).A0a chaperonne Grp78 qui est un
marqueur de stress RE peut étre détectée dangparptes lignées cellulaires et des tissues de
mélanomes (Hersey and Zhang 2008). De plus, I'egpyva de Grp78 correle avec la
progression de la maladie (Zhuang, Scolyer et @92 La protéine CHOP est également
exprimée de facon constitutive dans les mélanomesutiure (Jiang, Chen et al. 2007).
vitro, et sous l'effet d'un stress RE élevé, induit lgaragents tunicamycin ou thapsigargin, les
cellules de mélanomes survivent contrairement aétamocytes (Jiang, Chen et al. 2007). Ceci
conforte I'idée d'une activation constitutive de taponse UPR comme mécanisme de
résistance des mélanomes a I'apoptose. Jiangoat atontré que l'inhibition de Mek dans des
cellules de mélanome permet d’induire I'apoptosedes agents de stress RE et que cela est
du au moins en partie a I'inhibition de Grp78 (gachen et al. 2007). Les mémes résultats
sont obtenus par I'invalidation de Grp78 ce quieanfis aux auteurs de mettre en évidence la
régulation de Grp78 par Mek (Jiang, Chen et al.7200'adaptation au stress RE serait donc
un mécanisme de résistance des mélanomes conandlé ypoie des MAPK. La voie de survie

PI3K/Akt serait induite par le stress RE dans Ié&tamomes. En effet, un traitement court par
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la tunicamycin augmente la forme Akt phosphorylderéey and Zhang 2008). L’activation
constitutive de la réponse UPR pourrait avoir consoeséquence une selection des cellules de
mélanome présentant un taux d’Akt activé plus él@dérsey and Zhang 2008). Cibler
'adaptation au stress RE pourrait permettre dereota résistance des cellules de mélanomes.
Il semble particulierement intéressant de ciblep®@r L'étude de Jiang et al montrent que
I'utilisation d’inhibiteurs de la voie Ras/Raf/Mgiermettrait de diminuer I'expression de
Grp78. D’autres agents sont également a I'étudevdraipelostatin est notamment capable
d’inhiber le pic d’expression de Grp78 induit pdrypoglycémie (Li and Lee 2006; Park,
Chijiwa et al. 2007). L’épigallocatéchine issue tihé vert et I'aspirine pourraient inhiber
l'activité de Grp78 (Ermakova, Kang et al. 2006;dnd Lee 2006). Ajouter du stress RE au
stress RE constitutif est également une stratéggsiple pour sensibiliser les cellules a la mort
cellulaire. Plusieurs agents sont susceptiblesoderjce réle comme le bortezomib qui, en
limitant la dégradation protéique, induit un stredgs RE (Hersey and Zhang 2008).
L’épigallocatéchine est actuellement en essaiqliaide phase /1l pour le traitement du cancer
du sein. Il a montré des effets pro-apoptotiquesesumélanomesn vitro (Nihal, Ahmad et al.
2005) et 'effet préventif du thé vert contre lelamme et d’autres cancers fait débat (Yang
and Wang 2010).

L’'adaptation au stress oxydant

Dans la partie | nous avons discuté du réle disstogydant et de la dérégulation des systemes
oxydants et antioxydants dans la cancérogenese redi$sance d'une résistance des cellules
tumorales. La revue de Trachootham et al préséadagtation au stress oxydant comme une
particularité des cellules cancéreuses et une ti#eapeutique intéressante (Trachootham,
Alexandre et al. 2009).

Dans les mélanomes, l'altération de la structuserdélanosomes, I'absence ou la baisse de la
production de mélanine, puissant antioxydant, smtompagnées d’'une production accrue
d’EAO (Fruehauf and Trapp 2008). En effet, la prchn d’EAO (G et HO,) est beaucoup
plus élevée dans les mélanomes par rapport auwnowtes (Meyskens, McNulty et al. 2001).
Tout porte a croire que ce fort taux d’'EAO partecig la transformation maligne des
mélanocytes en mélanome (Meyskens, McNulty etGfl12Brar, Kennedy et al. 2002). Brar et
al en 2001 ont montré que ces EAO sont produitsdparcomplexes NOXs et que les EAO
ainsi produits sont associés a une activation tatise de NFxB dans les mélanomes (Brar,
Kennedy et al. 2001). En effet, I'ajout d’antioxydlaet d’inhibiteur des NOXs diminue
fortement I'activation de NkB et la prolifération cellulaire (Brar, Kennedyadt 2001; Brar,
Kennedy et al. 2002). La source précise de cesstngglant a été mis en évidence en 2009 par

Yamaura et al (Yamaura, Mitsushita et al. 2009% aeteurs montrent que le complexe NOX4
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est fortement exprimé dans 13 lignées cellulaine28 testées et dans 31% des 13 échantillons
de patients analysés (Yamaura, Mitsushita et &9RQ "inhibition de NOX4 dans les cellules
de mélanome méne a une diminution du taux des BAQuae baisse du caractere tumorigéne
des cellules dans des souris immunodéficientes @iaa Mitsushita et al. 2009). De plus les
auteurs montrent que I'absence de NOX4 va con@uirblocage des cellules en phase G2-M
du cycle cellulaire (Yamaura, Mitsushita et al. 2D a résistance induite par les EAO dans
les mélanomes peut étre expliquée par I'activatieria voie de survie NkB (Fig.24) (Brar,
Kennedy et al. 2001; Brar, Kennedy et al. 2002)arBet al montrent que [l'utilisation
d’inhibiteur des NOXs empéche I'activation de NB{Brar, Kennedy et al. 2002). Cependant,
dans leur modele, I'inhibition de NEB n’est pas suffisante pour arréter totalement la
prolifération cellulaire des mélanomes. La présetioa taux constant de stress oxydant, et
donc de molécules mutagenes, favorise I'apparilenmutations ou la dérégulation de la
fonction de certaines protéines qui peuvent coricada résistance des cellules (Fig.24). Dans
la partie | nous avons vu que de nombreux réceptéanteurs de transcription et protéines ont
une activité modifiée par les EAO. Nous noterongjie la voie Ras/Raf/Mek/Erk peut aussi
étre affectée (Fig.24). En effet, Erk est activaepeesence d’EAO dans de nombreux types
cellulaires comme le rapportent McCubrey et al (Mbf@y, Lahair et al. 2006). L'utilisation
d’agents antioxydants en thérapie du mélanome seddric intéressante pour inhiber les voies
de survie et contrer ainsi la résistance des méiasdBrar, Kennedy et al. 2002; Fruehauf and
Trapp 2008). L'antioxydant disulfiram est actuelerhen essai clinique de phase I/ll contre le
mélanome seul et en combinaison avec un agent athiérapeutique. Cependant de nombreux
mélanomes présentent déja un niveau éleveé d’enzg@esifiantes (Sander, Hamm et al.
2003) qui semblent participer a leur résistance.diplétion du glutathion (GSH vitro
sensibilise les mélanomes a l'apoptose (Mena, Belmlet al. 2007) ce qui fait de la déplétion
de GSH une stratégie thérapeutique (Estrela, Ortdgal. 2006). Le BSO (buthionine
sulfoximine) capable de dépléter les cellules e @St actuellement en test de phase | chez
des patients atteints de mélanome. D’autres étoiieshontré une activité faible des enzymes
antioxydantes dans les mélanomes et notammentdivité catalase (Kwee, Mitidieri et al.
1991; Picardo, Grammatico et al. 1996). Dans caleag stratégies sont possibles : utiliser un
antioxydant pour freiner la prolifération cellukairet/ou utiliser un agent pro-oxydant
(générateurs d’EAQ) pour submerger les systemeésxgdants de la cellule et induire la mort
cellulaire. Il existe divers pro-oxydants en egsa@-clinique et cliniques. L’arsénic trioxide
(As,03) est un générateur d’EAO utilisé en chimiothérgger le traitement des leucémies. |l
est actuellement en test de phase | pour le traiterdu mélanome avec l'antioxydant

disulfiram. L’elesclomol (Synta Pharmaceuticalsh autre agent pro-oxydant qui cible la
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chaine respiratoire et induit la voie mitochondriale I'apoptose (Kirshner, He et al. 2008).
Les résultats de I'étude clinique de phase Il nenitune amélioration du taux de survie : de
7,8 mois pour la chimiothérapie seule contre 11,8ismpour la chimiothérapie plus
I'elesclomol chez des patients atteints d’un mét@anétastatique (O'Day, Gonzalez et al.
2009). Les tests de phase Ill sont terminés de09, mais les résultats ne sont pas encore
publiés.

Il existe de nombreux obstacles a la sensibilisaties mélanomes a la mort cellulaire. Les
mélanomes sont issus de cellules sélectionnéeswas du développement pour leur mobilité
et leur résistance. L'adaptation aux stress géngaesles facteurs environnementaux (rayons
UVs, substances chimiques...), aboutit a ['activatide plusieurs voies de survie,
'augmentation de I'expression de protéines antipaptiques et finalement a la mise en place
de la chimiorésistance. De plus I'hétérogénéité cetules de tumeurs de mélanome va
permettre leur adaptation aux variations de lewirennement et favoriser leur survie aux
thérapies. De nombreuses protéines comme B-RakB\Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, ML-IAP ou

les membres du systeme redox sont des cibles peses. Il semble primordial d’adopter
une stratégie de traitements combinatoire a élal@arenieux en fonction des caractéristiques

(bio-marqueurs) de chaque tumeur.
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Figure 24 : Interactions entre les signalisatidn®.,édans les mélanomes

La production accrue d’EAO dans les mélanomes mestaonséquence des dérégulations des
voies MAPK et PI3K/Akt et permet a son tour I'aetilon de voie de survie et de progression
tumorale. Les auteurs montrent que ciblerT'@st nécessaire mais pas suffisant pour stopper
la progression tumorale. Il faut une thérapie corataire pour synergiser les effets.

(D’apres Fried & Arbiser, Pigment Cell Melan Re808)
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2. Nouvelles approches thérapeutiques pol& mélanome

Le traitement du mélanome le plus efficace consistaciser chirurgicalement les |ésions qui
apparaissent sur la peau car les chimiothérapiggportent pas de bénéfice thérapeutique
significatif (Bhatia, Tykodi et al. 2009). Le dabarine (DTIC) est I'agent thérapeutique
approuvé pour le traitement du mélanome en agentaaecombiné a une immunothérapie
interleukine-2 (IL-2). Le DTIC seul montre 5 & 1@ réponse et une survie médiane de 6 a 9
mois (Lorigan, Eisen et al. 2008). Le DTIC peueé&&mplacé par un dérivé : le témozolomide
qui présente une meilleure réponse pour les métsstau cerveau mais n‘augmente pas la
survie globale (Soengas and Lowe 2003). L’IL-2 ®ffme réponse durable pour 10% des
patients, mais a I'inconvénient d’étre trés toxigiigkwood, Tarhini et al. 2008). L'utilisation
de l'interférone (IFN-a) en combinaison avec I'lL-2 n’a pas démontré d’Bongtion du taux

de survie (Sparano, Fisher et al. 1993; Eton, Taftaal. 1996). Les biochimiothérapies qui
combinent DTIC, cisplatine, vinblastine avec I'lLeR I'lFN-a ont amélioré le taux de réponse

mais pas la survie globale (lves, Stowe et al. 26farmm, Verma et al. 2008).

Nous avons vu dans le paragraphe précédent querdbrauses molécules ciblées sont en
cours de test et/ou d’amélioration. Néanmoinspietécules qui obtiennent une autorisation de
mise sur le marché sont peu nombreuses. Dans $pgutive de I'élaboration de thérapies
combinatoires, il est donc important d’identifiee achouvelles molécules candidates. Les
composeés naturels peuvent présenter des effetsiduéee pour la santé humaine et certains
induisent l'apoptose présentant ainsi une actiaibdi-tumorale (Fulda 2010). Nous nous
sommes intéressé a plusieurs molécules issuesadteplet je présente ici celles qui semblent

les plus prometteuses.
a) La molécule Withaferine A (WFA)

- Découverte des effets de WFA

En 1962, Lavie et Yardem isolent trois composésfeledies de la plant&§hitania somnifera
Dun. (Solanaceae) (Yarden, D. & Lavie, D. J. Ch&woc. 1962). lIs nomment le composé
majoritaire « Withaferin A » (WFA) et élucident saucture chimique (§gHssOs ; 5,6-epoxy-
4,27-dihydroxy-1-oxowitha-2,24-dienolide, voir R2§) (Lavie, D.; Glotter, E.; Shvo, Y. J.
Chem. Soc. 1965). Presque en méme temps une auiigeésole WFA d’une autre plante
SolanaceaeAcinstus arborescens et montre qu’elle est capable d’inhiber la forroatide
sarcome chez la souris (Kupchan, Doskotch et @&5)19 a famille de stéroides comme WFA
issus de plantes de type Solanaceae est nommébanulide ». Ces composés suscitent un
intérét d’autant plus important qu'ils sont isolls plantes médicinales. La plaiiéitania
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somnifera (Ashwagandha) est utilisée en médecine traditibmmedienne (Ayurveda) dans le
traitement de I'arthrite, pour le bien-étre génériale tonus (Mishra, Singh et al. 2000). Les
effets de la plante ont été confirmésvivo (Agarwal, Diwanay et al. 1999; Rasool and
Varalakshmi 2006; Rasool and Varalakshmi 2006 nhetssais cliniques (Kulkarni, Patki et al.
1991; Mikolai, Erlandsen et al. 2009). Des patiesiteints d’arthrite ont vu leur condition
(douleur, handicap) ameliorée (Kulkarni, Patki et 991) par des extraits déMhitania
somnifera et cette plante peut également activer les lymytlescT CD4+ et les Natural Killer
(Mikolai, Erlandsen et al. 2009). D’autres effetd é6té mis en évidence comme un role cardio-
protecteur suite a I'ischémie-reperfusion chezae(Gupta, Mohanty et al. 2004; Mohanty,
Arya et al. 2004) ainsi qu’'un réle neuro-protecteglans un modele de rats parkinsoniens
(Ahmad, Saleem et al. 2005). La molécule WFA a dfdbété étudiée par des équipes
indiennes pour son réle anti-tumoral. lls ont mis &idence un role de WFA dans la
sensibilisation des cellules tumorales a la madtite par radiothérapie chez la souris (Devi,
Sharada et al. 1995; Devi, Akagi et al. 1996; D&amath et al. 2000). On note qu’'une des

études porte sur la radio-sensibilisation du métamurin (Devi, Kamath et al. 2000).

Withaferin A (WFA)
Figure 25 : Withaferine A (WFEA)

Strucure chimique de la molécule WFA {83506 ; 5,6-epoxy-4,27-dihydroxy-1-oxowitha-
2,24-dienolide). (D’apres Bargagna-Mohan et aCh&m Biol, 2007)

- Récentes études sur le rbéle anti-tumoral de WFA

En 2004, une étude sur I'effet anti-angiogéniqua\deA et sa capacité a inhiber I'activation
de NFxB met WFA dans la lumiére (Mohan, Hammers et al420Dés lors de nombreuses
études vont étre publiées sur le potentiel antiet@inde WFA, principalement entre 2007 et
2010. WFA est un inducteur d’apoptose et son actiagité décrite dans différents types de
cancers. Il agit sur les leucémies lymphoides edloiges (Malik, Kumar et al. 2007; Mandal,
Dutta et al. 2008; Oh, Lee et al. 2008), sur lecearde la prostate (Srinivasan, Ranga et al.
2007; Yang, Shi et al. 2007), le cancer du seian(Stlahm et al. 2008; Stan, Zeng et al. 2008;
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Lee, Hahm et al. 2010), le cancer de la thyroidem@li, Mukerji et al. 2010), et aussi le
cancer du rein (Lee, Um et al. 2009), du célon (adKumar et al. 2010), du cou et de la téte
(Samadi, Tong et al. 2010), et du pancréas (Yu,zéaet al. 2010). Parmi ces études, certaines
ont montré son efficacité anti-tumoratevivo (Yang, Shi et al. 2007; Stan, Hahm et al. 2008;
Samadi, Mukerji et al. 2010; Yu, Hamza et al. 2083lon le type cellulaire, I'induction de
'apoptose se produit via la voie des récepteursndet (Lee, Um et al. 2009) ou la voie
mitochondriale (Malik, Kumar et al. 2007; Mandalytia et al. 2008). De plus, deux études
mettent en évidence un réle des EAO dans l'indactie la mort de cellules cancéreuses par
WFA (Malik, Kumar et al. 2007; Lee, Um et al. 200QJFA est susceptible d’agir sur d’autres
types de cancers comme le mélanome. Son role praox potentiel serait un avantage dans
ce type de tumeur.

- Cibles directes et indirectes de WFA

Le mode d’action de WFA n’est pas élucidé cepentiznétudes de plus en plus nombreuses
révélent de nombreuses cibles directes ou indseete plusieurs voies de signalisation
dérégulées par la WFA (voir Tableau 3).

La voie NF«B

Depuis I'étude de 2004 qui montre I'effet inhibitede I'activation de NReB, diverses études
ont reproduit cet effet (Kaileh, Vanden Berghe kt2807; Singh, Aggarwal et al. 2007,
Ndlovu, Van Lint et al. 2009; Grover, Shandilyaakt2010) et notamment dans des cellules
cancéreuses (Oh, Lee et al. 2008; Koduru, Kumal. &010) et en ont étudié les mécanismes.
Les auteurs ont d’abord mis en évidence le défaythtbsphorylation ddB et I'inhibition de
translocation de NkB au noyau par WFA (Kaileh, Vanden Berghe et al0720Singh,
Aggarwal et al. 2007). Une récente étude par Grevatin silico a permis de déterminer que
WFA peut se fixer directement sur NEMO (MB- essential modulator) dans le complexe
activateur de NkeB : IKK (IxB kinase), formé par NEMO et IKIg-(kinase qui phosphoryle et
induit la dégradation ciB). La fixation de WFA dissocie le complexe et ecip® ainsi
I'activation de NF«B (Grover, Shandilya et al. 2010). Cet effet dirgetWFA sur I'activation

de NF«xB peut expliquer sa capacité a sensibiliser lesilesl cancéreuses a la mort cellulaire.
Ce rble est intéressant dans le cas du mélanome.

La voie du protéasome

En 2007, Yang et al ont mis en évidence, par undegh silico, le potentiel de WFA pour
interagir et inhiber I'activité du protéasome (Ya&di et al. 2007). Les auteurs ont également
testé I'effet direct de WFA sur des protéasomesfipgsrde lapin (unité 20S) et de cellules
humaines (unité 25S). Cet effet est confirmé ssrlgmées de cancer de la prostate en culture

et xenogreffées dans des souris. Dans ce modétélelanti-tumoral de WFAn vitro etin
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vivo, semble passer par une inhibition du protéasonaadyShi et al. 2007). Il est important
de noter qutB étant une cible du protéasome, I'effietcellulo etin vivo passe en partie par
une inhibition de l'activité de NikB. De plus, linhibition du protéasome augmentffét
d’inhibition de la voie NFR¢B que nous avons mentionné dans le paragraphédméc Une
étude récente de Grover et al affine I'étudesilico sur linteraction protéasome-WFA
(Grover, Shandilya et al. 2010). Les auteurs meteam évidence une action efficace et
irréversible de WFA sur le protéasome et conclgentle potentiel de WFA comme candidat
chimiothérapeutique moins toxique que les inhilvgedu protéasome actuellement disponibles
(Grover, Shandilya et al. 2010).

Le cytosquelette

Une premiére étude en 2006 montre que WFA est taplditérer 'architecture des cellules
par interaction avec le cytosquelette d’actine &l Marron et al. 2006). Les auteurs
montrent que WFA n’interagit pas directement avectihe mais avec l'annexin I, une
protéine adaptatrice. Cette action de désorgaaisgirovoquée par WFA est responsable
d’une inhibition des capacités migratoires et dacire invasif des cellules (Falsey, Marron
et al. 2006). Cette étude conforte I'effet antiHaggnique rapporté par Mohan et al en 2004
par I'observation d’'une baisse de la prolifératardu « bourgeonnement » (« sprouting ») de
cellules endothéliales traitées par de la WFA (Mphdammers et al. 2004). Les mémes
investigateurs ont également montréyitro etin vivo, une interaction directe de WFA avec la
vimentine des filaments intermédiaires (Bargagndidiy Hamza et al. 2007). Tres récemment
une autre équipe a confirmé l'action de WFA suvitaentine (Lahat, Zhu et al. 2010). Les
auteurs montrent que WFA induit le clivage de laemtine par les caspases en plus d’induire
'apoptose de cellules de sarcome. lls montrensiayse WFA a peu d'effet sur des cellules
endothéliales non-prolifératives. Dans un modele@®greffe de sarcome chez la souris, les
auteurs observent un blocage de la croissance &lener une dégradation de la vimentine qui
s’accompagne d’'une baisse de l'angiogenese et éésstases (Lahat, Zhu et al. 2010). La
vimentine étant exprimée dans les cellules ayanbi sune transition épithélio-
mésenchymateuse, cette étude confirme I'effet ragtastatique de WFA contre la formation
de métastases.

Les protéines kinases

WFA est susceptible d'influer sur plusieurs voies gignalisation en modifiant I'activité de
protéines kinases. WFA est par exemple capableedenther I'activation de la MAP kinase
(MAPK) p38 comme cela a été rapporté par Mandahletlans des cellules leucémiques
(Mandal, Dutta et al. 2008). La MAPK p38 est norema¢nt activée suite a un stress cellulaire

(rayons UVs, EAO, dommages a 'ADN) et elle est iqyeee dans le déclenchement d’'une

-97 -



signalisation pro-apoptotique. Mandal et al mamttrdans leur modéle, un réle indispensable
de la signalisation p38 dans le déclenchementag®tose suite au traitement des cellules par
WFA (Mandal, Dutta et al. 2008). La kinase JNK ¢rrN-terminal kinase) est, comme p38,
activée en réponse aux stress cellulaires et mémelaction de I'apoptose. Koduru et al, dans
un modele de cancer du cdlon, mettent en évidemze mort apoptotique médiée par
l'activation de JNK suite a I'action de WFA (Koduyrkumar et al. 2010). Les signalisations
pro-survie sont aussi impliquées et plus particeiieent la voie Ras/Raf/Mek/Erk et la voie
PI3K/Akt que nous avons vu précédemment pour |éle central dans la résistance des
mélanomes. Plusieurs études mettent en évidencénbigtion de la phosphorylation d’Akt
(Oh, Lee et al. 2008; Oh and Kwon 2009; Koduru, kuet al. 2010) et également de Erk (Oh
and Kwon 2009). L'étude de Koduru et al montre gO#-A induit une baisse de
phosphorylation d’Akt et de mTOR consécutive aHhibition de Notch-1 (Koduru, Kumar et
al. 2010). WFA présente donc lI'avantage d’actives doies de signalisation pro-apoptotiques
et d’inhiber des voies pro-survies qui sont souaetivées dans les cellules tumorales.

Le stress RE et les chaperonnes

Lee et al ont observe 'augmentation du taux deéémme CHOP apres action de WFA sur des
cellules de cancer rénal (Lee, Um et al. 2009). €@Hdans ce modéele, déclenche la mort par la
voie extrinseque de lI'apoptose. De plus, les aatewwntrent que les EAO produisent, apres
traitement par WFA, l'activation de CHOP (Lee, Uma¢ 2009). Une récente étude de la
méme équipe confirme que WFA provoque un exces @Eai entraine un stress du RE et la
mort cellulaire par apoptose (Choi, Park et al.1201’observation de l'activation d’un stress
du RE est confortée par les travaux de Yu et &rewer et al qui mettent en évidence une
interaction entre WFA et la chaperonne résidentREuHsp90 (Grover, Shandilya et al. 2010;
Yu, Hamza et al. 2010). Cette chaperonne est stnegp dans de nombreux cancers
(Richardson, Mitsiades et al. 2011) et notammensdas mélanomes ou elle peut servir de
marqueur de la progression (McCarthy, Pick et &08&). Elle est également une cible
thérapeutique car elle déclenche des signalisapiomsurvie et anti-apoptotique (Solit, Osman
et al. 2008). Yu et al rapportent l'inhibition despB0 par WFA et la dégradation de ses cibles
comme la kinase Akt (Yu, Hamza et al. 2010).

Les membres de la famille Bcl-2 et les IAPs

Les membres de la famille Bcl-2 jouent un role img@ot dans la régulation de la mort
cellulaire. Les résultats divergent concernantdiession des membres de la famille Bcl-2.
Mandal et al mettent en évidence une augmentat®r’akpression de la protéine pro-
apoptotigue Bax et une baisse du taux de Bcl-2 dagsdignées de leucémie traitées par WFA

(Mandal, Dutta et al. 2008). Dans le méme type tamonais dans des lignées différentes, Oh
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et al ne montrent pas de changement dans le nigeapression de Bax. Cependant, ils
observent bien une diminution de la protéine aptipgotique Bcl-2 ainsi que Bclxet Mcl-1
(Oh, Lee et al. 2008). Ces deux articles montreetapoptose Bax dépendante assurée par une
diminution du ratio Bcl-2/Bax. Stan et al, dans deBules de cancer du sein, remarquent une
Iégére diminution des protéines pro-apoptotigues &aBak (Stan, Hahm et al. 2008). Dans
cette étude Bcl-2 est d’abord augmenté par I'efeeWWFA puis son expression diminue (Stan,
Hahm et al. 2008). Les auteurs montrent une augtientde I'expression des membres anti-
apoptotiques Bclx et Mcl-1 et notent une forte augmentation de cddéela protéine pro-
apoptotique Bim (Stan, Hahm et al. 2008). Il s’afjine activation indirecte via son régulateur
transcriptionel FOXO3a (Stan, Hahm et al. 2008). dratéine Bim est, dans ce modeéle,
essentielle au déclenchement de I'apoptose.

Oh et al ont également étudié I'expression de déBs. Lors du traitement par WFA, les
auteurs montrent une diminution de I'expressiorKt&P et pas de changement d’expression
de clAP2 (Oh, Lee et al. 2008).

Le réle de WFA sur I'expression des membres deatailfe Bcl-2 participe a I'induction de

'apoptose mais semble varier d’'un type cellulaif&autre.

Protéines | Fonction \ Méthode | Références
Interactions directes
Protéasome Dégradation, stress In silico, In vitro] (Yang, Shi et al. 2007)
cellulaire, voie NF<B In vivo
NEMO voie de survie NikB In silico, In vitro| (Kaileh, Vanden Berghe

al. 2007; Singh, Aggarw
et al. 2007; Ndlovu, V@
Lint et al. 2009; Grove
Shandilya et al. 2010)

Vimentin Migration cellulaire In vitro, In vivo| (BgagnaMohan, Hamz
et al. 2007; Lahat, Zhu
al. 2010)

Annexin Il Migration cellulaire In vitro (Falsey, Marron et al. 20C

Hsp 90 Stress cellulaire In silico, In vitr¢Grover, Shandilya et
2010; Yu, Hamza et
2010)

Interactions indirectes

JNK et p38 Voie pro-apoptototique In vitro (Mandal, Dutta et 4
2008) ; (Koduru, Kumar ¢
al. 2010)

Akt et Erk Voie anti-apoptotique In vitro (Oh, Lee et al. 2008; (

and Kwon 2009; Kodur
Kumar et al. 2010) ;(Oh
and Kwon 2009)

CHOP Stress cellulaire In vitro (Lee, Um et al. 200

Tableau 3 : Cibles directes et indirectes de WFA
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Les études sur l'effet de WFA sur les cancers, meontun role direct sur I'induction d’'un
stress cellulaire (EAO, stress du RE), I'inhibitida la voie de survie NkB et d’autres voies

de survie via l'inhibition de Hsp90 ajouté a l'ibition de la migration et de I'angiogenése.
WFA peut également inhiber I'activité de protéipes-survie (Akt, mTOR, Erk) et activer les
protéines pro-apoptotiques JNK, p38 et CHOP. Ds pltegule I'expression des membres de
la famille Bcl-2 et de certains IAPs. WFA induiafoptose dans de nombreux types de cancer,
cependant son action est a tester dans chaquedliptaire car ses effets sont trés variables.
Les voies régulées par WFA sont particulieremetér@ssantes pour en faire un candidat

potentiel au traitement des mélanomes.
b) La molécule Plumbagine (PBG)

- Découverte des effets de PBG

La Plumbagine (GHsOs; 5-hydroxy-2-methyl-1,4-naphtoquinone, voir Fg)2est la
substance la plus active des plantes du genre RlymlzommePlumbago zeylanica L., que
I'on isole principalement des racines. Elle a diabété décrite en 1968 comme une substance
anti-microbienne par de Lima et al, une équipe ilieége qui étudiait les propriétés d’'une
plante médicinale locale (de Lima OG et al 1968ps Lplantes de la famille des
Plumbaginaceae sont présentes aussi bien dangdems froides que dans les régions
tropicales. Elles sont depuis longtemps utiliséassdles médecines traditionnelles et plus
particulierement en Asie du Sud-Est et en Afriqub-saharienne comme remede contre les
maladies de peau, les infections intestinales,riegnatismes, etc... Elles sont également
utilisées comme abortif. La plupart des effets 8&Ront été confirmés par diverses études, a
commencer par les activités anti-bactérienne etpanasitaire. La PBG et ses dérivés
montrent des propriétés contre de nombreuses c{®urga, Sridhar et al. 1990; de Paiva,
Figueiredo et al. 2003) comntescherichia coli (Farr, Natvig et al. 1985), les gonorrhées
(Kuete, Tangmouo et al. 2009) et également des baatéries (Mathew, Kruthiventi et al.
2010) et des pseudomonas et entérobactéries réssstaux antibiotiques (Kuete, Alibert-
Franco et al. 2011). Certaines études présentemblanintéressant contre les vers parasites
nématodes et ascaris (Fetterer and Fleming 1994)ssi et surtout contre des parasites plus
dangereux Trypanosoma cruz (agent des trypanosomiases) (Salmon-Chemin, Lrensdial.
2000),Leishmania donovani (agent de la leishmaniose viscérale) (Croft, Evetnal. 1985) et
Plasmodium falciparum (agent de la malaria) (Krungkrai, Kanchanarithisakl. 2002). PBG a
des effets anti-inflammatoires (Checker, SharmaleR009), anti-fertilité et anti-tumoraux

(Kini, Pandey et al. 1997). Son utilisation traglitnelle contre les affections de la peau lui a

- 100 -



valu tres tot d’étre testé dans les cancers deda fMelo, Jardim et al. 1974). Comme WFA,
elle a montré un effet dans la sensibilisation ddlamome murin a la radiothérapie (Prasad,
Devi et al. 1996).
o Figure 26 : Plumbagine (PBG)
CH;  Structure chimique de la molécule PBG #8:0s ; 5-hydroxy-2-methyl-
“ 1,4-naphtoquinone). (D’aprés Inbaraj & Chignell,e@h Res Toxicol,
OH O 2004)

Plumbagin

- Etudes récentes sur le rble anti-tumoral de PBG

Tout comme la molécule WFA, il y a eu un regaimtgrét pour PBG a partir 2004 alors que
des effets anti-cancéreux étaient déja connus l{faswvamy and Purushothaman 1980). De
nombreuses équipes se sont intéressées a PBG cagemteanti-tumoral dans divers modeéles.
En effet, PBG agit sur le cancer des ovaires (@&8)iAnnab et al. 2004; Thasni, Rakesh et al.
2008), du col de l'utérus (Srinivas, Gopinath et2€l04; Nair, Nair et al. 2008), du sein (Kuo,
Hsu et al. 2006; Ahmad, Banerjee et al. 2008) aderdstate (Aziz, Dreckschmidt et al. 2008;
Powolny and Singh 2008), du poumon (Hsu, Cho eR@06; Acharya, Bhattacharyya et al.
2008; Gomathinayagam, Sowmyalakshmi et al. 2008)faie (Shih, Lee et al. 2009), du
pancréas (Chen, Chang et al. 2010), et aussi ldomgé(Sandur, Pandey et al. 2010), la
leucémie (Kawiak, Piosik et al. 2007; Xu and Lu @&t le mélanome (Wang, Chiang et al.
2008). La plupart des études montrent un arrétydle cellulaire et/ou un déclenchement de la
voie mitochondriale de I'apoptose avec le plus sotactivation de la cascade protéolytique
des caspases (Srinivas, Annab et al. 2004; Sriniaginath et al. 2004; Hsu, Cho et al. 2006;
Kawiak, Piosik et al. 2007; Gomathinayagam, Sowmystimi et al. 2008; Powolny and Singh
2008; Wang, Chiang et al. 2008; Chen, Chang éx(l0; Sandur, Pandey et al. 2010; Xu and
Lu 2010). Kuo et al ont montré un arrét du cychldlutaire et le déclenchement de
'autophagie par PBG (Kuo, Hsu et al. 2006). SHitaleont utilisé une dose sub-létale pour
mettre en avant le r6le de PBG dans I'inhibitionaenigration des cellules cancéreuses (Shih,
Lee et al. 2009). Cing études ont été menées stideanti-tumoral de PBG chez la souris
(Devi, Rao et al. 1998; Hsu, Cho et al. 2006; ABirckschmidt et al. 2008; Wang, Chiang et
al. 2008; Xu and Lu 2010). Les auteurs montrensdans les cas une diminution de la taille
des tumeurs xénogreffées et 'absence de toxiotg |gs tissus sains. L'étude de Wang et al
montre un réle prometteur de PBG contre les mélasaiwang, Chiang et al. 2008).

- Protéines et voies ciblées par PBG

Les cibles de PBG sont regroupées dans le Tableau 4
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De nombreuses études montrent I'implication des Eka@s le déclenchement de I'apoptose
induite par PBG (Srinivas, Gopinath et al. 2004wi&k, Piosik et al. 2007; Powolny and
Singh 2008; Wang, Chiang et al. 2008; Xu and Lu020Ainsi, méme si certains ont rapporté
un effet antioxydant de PBG (Tilak, Adhikari et &004; Ding, Chen et al. 2005), c’est
clairement sa capacité a générer des EAO et daneféet pro-oxydant qui est impliqué dans
son réle anti-tumoral (Nazeem, Azmi et al. 2009).

NF-kB et protéines anti-apoptotiques

En 2006, Sandur et al mettent en évidence un ritkbiteur de l'activation de NkB
susceptible d’étre a l'origine de I'apoptose induptar PBG (Sandur, Ichikawa et al. 2006).
Cette étude montre que PBG provoque une baissadtieation d’'IKK, de la phosphorylation,
de la dégradation kB et de la translocation de NB au noyau (Sandur, Ichikawa et al.
2006). Les auteurs montrent que PBG est capalde firer directement a la sous-unité p65 de
NF-xB et d’'empécher sa fixation a 'ADN (Sandur, Ichikaet al. 2006). PBG provoque donc
une diminution de I'expression des protéines aptipotiques régulées par NdB-comme : c-
IAP1, c-IAP2, Bcl-2, Bcl-x, cFlip et survivin (Sandur, Ichikawa et al. 2006gs effets de
PBG sur linhibition de NFeB et de ses cibles ont été confirmés par troissauttudes dans
des modeles de cancers du sein, de la prostate pbuinon (Ahmad, Banerjee et al. 2008;
Aziz, Dreckschmidt et al. 2008; Gomathinayagam, Bgalakshmi et al. 2008). L’action anti-
cancéreuse de PBG passe donc par l'inhibition deoi@ de survie NkeB et des protéines
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 et des IAPs.

Les protéines kinases

Gomathinayagam et al ont également montré l'imfibca de la voie PI3K/Akt
(Gomathinayagam, Sowmyalakshmi et al. 2008). Dams reodéle cellulaire de cancer du
poumon, la baisse de I'activation d’Akt est impkgudans la mort induite par PBG, ajouté a de
l'inhibition de la voie NF«B. Il ne s’agit pas ici d’'une action directe, mdesla conséquence
de la baisse d’expression d'EGFR et donc de l'imatibn des signalisations situées en aval
(Gomathinayagam, Sowmyalakshmi et al. 2008). D&sukinases sont impliquées, il s’agit de
JNK et p38 qui vont contribuer a activer I'apopt¢&®mathinayagam, Sowmyalakshmi et al.
2008). JNK est egalement important dans le déckmeht de I'apoptose dans I'étude sur les
mélanomes, a la différence de p38 (Wang, Chiamad, &008). Dans ce cas il semble s’agir de
la conséquence de l'action des EAO générés par PBG est donc indirectement capable
d’'inhiber des kinases impliquées dans des voiesuleie et d’activer (via la production
d’EAO ?) les protéines kinases a action pro-apapiet

La migration et 'angiogenése

-102 -



L'étude de Sandur et al en 2006 a mis en évidems rdarqueurs angiogéniques apres
traitement de cellules par PBG (Sandur, Ichikawa.e2006). Les auteurs ont ainsi montré une
baisse d'expression de MMP-9 et VEGF qui les canduiconclure que PBG inhiberait

linvasion tumorale et I'angiogenése. L'étude phésente de Shih et al en 2009 qui s’est
uniguement attachée a analyser la migration eingalsion cellulaire va dans le méme sens.
Les auteurs observent une baisse d’expression degusurs MMP-2 et u-PA (urokinase

plasminogen activator) corrélée avec l'inhibitios ld migration de ces cellules (Shih, Lee et
al. 2009). Ces études laissent présager un roieamagibgénige et anti-métastatique de PBG

qui reste a approfondir.

Protéines | Fonction | Méthode | Références
Interactions directes
NF-«xB (et EGFR) Voie de survie NEB | In vitro (Sandur, Ichikawa et al. 2006)

(Ahmad, Banerjee et al. 20
Aziz, Dreckschmidt et al. 20(C
Gomathinayagam,

Sowmyalakshmi et al. 2008)

Interactions indirectes

JNK et p38 Voie pro-apoptotique In vitro (Gomathinayagam,
Sowmyalakshmi et al. 20(
Wang, Chiang et al. 2008)

Akt Voie anti-apoptotique In vitro (Gomathinayagam,
Sowmyalakshmi et al. 2008)

MMP-2, MMP-9, u Migration cellulaire | In vitro, In (Gomathinayagam,

PA et VEGF et angiogenese Vivo Sowmyalakshmi et al. 2008)
(Wang, Chiang et al. 2008)
Bcl-2, Bel-x_ et IAPs | Résistance a In vitro (Sandur, Ichikawa et al. 2006)
I'apoptose (Gomathinayagam,

Sowmyalakshmi et al. 2008)

Tableau 4 : Cibles directes et indirectes de la PBG

PBG présente diverses actions pro-apoptotiquemgtient en cause des voies et des protéines
impliquées dans la résistance des mélanomes. Rigja &té testé dans un modeéle de lignée de
mélanome. Tout comme pour WFA, il ne s’agit pasxd’seule action ciblée mais de plusieurs
réles impliguant de nombreuses cibles (directésditectes) qui restent encore a identifier.

La chimiorésistance des meélanomes découle de l'aation et de I'amplification de
nombreuses voies de survie et protéines anti-apopigues. La sensibilisation de ces
tumeurs a la mort cellulaire doit passer par I'assoiation de plusieurs traitements ciblés

et/ou de l'utilisation de molécules pléiotropes come WFA et PBG.
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Objectifs

L’apoptose est considérée comme une stratégiear pbur éliminer les cellules tumorales.
Cependant, une des caractéristiques du cancetaequibkition de la résistance a la mort
cellulaire. Cette résistance peut, entre autree éupliquée par le développement d'une
tolérance a différents stress cellulaires. Cessstrpeuvent entrainer des altérations
responsables de l'augmentation de I'expression dméipes anti-apoptotiques et de
I'activation de voies de survie. Il est donc impmittd’identifier de nouvelles approches pour
sensibiliser les cellules cancéreuses a la mottlaee. Ces nouvelles stratégies seront
capables de cibler certaines spécificités deslesllumorales comme les stress cellulaires, les
protéines anti-apoptotiques ou les voies de surtdes pourraient étre utilisées en
combinaison avec des molécules existantes pouribdeses les cellules cancéreuses a

I'apoptose voire méme a la nécrose.

La mitochondrie, intégrateur des signaux apoptesglest une cible des traitements anti-
cancéreux. Au cours de l'apoptose, ANT, la protémgoritaire de la membrane interne
mitochondriale, participe a la régulation de la PMMobjectif de la premiére étude est
d’identifier le réle de l'isoforme ANT4 dans la ndgtion de I'apoptose dans des lignées
cellulaires cancéreuses. La démonstration du ndtieapoptotique d’ANT4 dans I'apoptose,
permet de considérer ANT comme une cible thérapeeatianticancéreuse, bien que des

travaux supplémentaires soient encore nécessghntisle 1)

La résistance a la mort cellulaire est une caratigue du mélanome, cancer meurtrier et

sans traitement efficace. Dans une seconde étude awons entrepris de sensibiliser des
cellules de mélanome en utilisant deux nouvelletoutes prometteuses, la Withaférine A

(Article 2) et la Plumbagine (Article 3, en prépara). Nous avons étudié les capacités de ces
molécules a sensibiliser plusieurs lignées celledaide mélanomes a I'apoptose ou a la
nécrose ainsi que les mécanismes cellulaires inngdigfin de caractériser les mécanismes de
tolérance communs ou divergents entre ces diffésdignées. L'étude de molécules capables
d’éliminer les cellules de mélanome en ciblant oiExanismes de résistance est importante

pour I'élaboration de nouvelles thérapies.
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Matériels et méthodes

|- Matériels

1) Produits

La Withaférine A (WFA) provient de chez Enzo Lifei€ces et I'inhibiteur des caspases
zVAD-fmk de chez Bachem.

Les produits de culture cellulaire sont fournis jpeitrogen.

Les sondes fluorescentes sont fournies par Mole&utzbes, Invitrogen.

Tous les autres produits proviennent de chez Sigitiaeh.

2) Lignées cellulaires

Les lignées HelLa, HT29, HCT116, M14 et Lul205 soutivées en milieu DMEM F12
supplémenté avec 10% de sérum de veau fétal (SW#), de glutamax et 1% de
pénicilline/streptomycine.

Les lignées SK28 et Mel501 sont cultivees en miRRMI 1640 supplémenté avec 10% de
SVF et 1% de pénicilline/streptomycine.

Les lignées HelLa (carcinome cervical) et HT29 (cemme du colon) ont été transfectées par
les plasmides pcDNA3.1 (Invitrogen), pcDNA3.1-ANT@R¢DNA3.1-ANT2, pcDNAS.1-
ANT3 ou pcDNA3.1-ANT4.

Les lignées Hela et HelLa Bcl-2 nous ont été gésé@reent fournies par le Dr V.
Goldmacher (Immunogen, Cambridge, MA, USA) et lemdes HCT116 (carcinome du
colon), HCT116 Bax KO par B. Vogelstein (Johns HapkUniversity School of Medecine,
Baltimore, MD, USA).

La lignée M14 (mélanome métastatique) nous a étérgasement fournie par le Pr S.
Pervaiz (National University of Singapore, Singag)or

Les lignées Mel501 (métastase au nodule lymphgtigB&28 (mélanome primaire) et
Lul205 (métastase issue de la lignée WM793) somtaingénéreux du Dr L. Larue (Institut
Curie, Orsay, France).

Toutes les lignées sont cultivées a 37°C avec 5%@e

3) Construction des plasmides ANT3, 4 -V5

Les plasmides codant hANT3 et hANT4 proviennentpbiosystems. Ils ont été séquencés
et clonés dans le plasmide pcDNA-V5-3.1 (versionlvjtrogen) en utilisant les amorces
suivantes: 5-GCGGACGTGGGAAAGTCAGGCACAGAGCG-3' (hAT3); 5'-

- 105 -



AGCCTGCGAAAAAGAAGGCAG-3 (hANT4); amorces anti-sens  5'-
AGGACGTTGGACCACGCACCC- 3 (hANT3); 5-TACCTACCACCAAATCAAT-3
(hANT4). Les vecteurs d’expression résultant smmhgosées du cadre ouvert de lecture des

isoformes ANT humains fusionnés en N-terminal digggtope V5.

4) Souris

Les souris utilisées pour la purification de mitoctiries et de réticulum endoplasmique (RE)
sont des femelles Swiss agées de 6 semaines privamahez C.E.C. (Sarl CEC, Domaine
St Louis, 95710 Bray et LU).

Les souris Swiss nu/nu utilisées dans I'étudeivo agées de 7 semaines provenant de chez
Charles River (Laboratoire Charles River, 69210lrésle cedex)

[I- Méthodes

1) Fractionnement cellulaire

Les cellules HeLa, ensemencées en boites de caltérent (8x1F cellules par boites), sont

fractionnées a l'aide d’'un homogénéiseur de Dourichkomogénat subit ensuite des
centrifugations différentielles a 4°C pour récupéle noyau (700g), les mitochondries
(10000g), le RE (100000g) et le cytosol (surnageddi000g). 50 pg de protéines sont
analysées sur gel SDS-PAGE (BioRad) 12.5%, colar&lau de Coomassie R250 ou par
Western blot.

2) Mesure de la prolifération et de la viabilité cBulaire

a) Test BrdU
La proliféeration des cellules Hela est analysée parcorporation du 5-bromo-2-
deoxyuridine (BrdU, Amersham). Les cellules soruirées avec 30 pM de BrdU pendant 2
h en plaque 96-puits (1,5x16ellules par puit). L'incorporation du BrdU estamtifiée par la
mesure de I'absorbance a 415nm a l'aide d’'un spgletitometre (TECAN).

b) Test FDA
La viabilité des cellules de mélanome est étudiéaide de la fluorescéine diacétate (FDA).
La FDA est clivée en fluorescéine par les estérpsésentes dans les cellules vivantes. Les
cellules sont ensemencées en plaque 24-puits {7edlules par puit). Aprés 24h de

traitement par WFA, les cellules sont incubées pehd 0 min en présence de FDA (1
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pg/mL) a 37°C. Le marquage est ensuite analyséytamétrie en flux (Epics XL, Beckman
Coulter).

3) Mesure de I'apoptose et de la nécrose

a) Marquage Hoechst/iodure de propidium (IP)
Les cellules de mélanome sont ensemencées en peagpeits (7x10 cellules par puit).
Apres 24h de traitement par WFA ou PBG, les cdludent trypsinées, centrifugées et
resuspendues dans 20 pL PBS contenant 2 pM de stogdur visualiser I'ADN
condensé/fragmenté. Juste avant I'observationotales imperméante IP (20 pg/mL) est
ajoutée pour déterminer la perméabilisation précEcka membrane plasmique associée avec
la nécrose. Les analyses quantitatives sont réalisar comptage de plus de 500 cellules au

microscope a fluorescence Leica (type DMRH).

b) Mesure de I'hypoploidie (SubG1)
Les cellules HeLa ou mélanomes sont ensemencépmame 12-puits (1,3xEaellules par
puit). Apres 48h traitement par STS, LND ou WFA ¢ellules sont trypsinées, centrifugées,
resuspendues dans du PBS 2% SVF et fixées dahan@t70% froid. Elles sont conservées
a -20°C pendant au moins 24h. Les cellules sontieniavées au PBS et marquées a I'lP (50
pg/mL) en présence de RNase A (250 pg/mL). Le nzayelest analysé par cytométrie en
flux (Cell Lab Quanta MPL, Beckman Coulter).

4) Préparation des échantillons pour la microscopiélectronique

Les cellules Mel501, SK28 et Lu1205 sont ensemeneéeplaque 6-puits (3,4x10ellules
par puit). Apres 24h de traitement par WFA ou PRSGS,cellules sont fixées dans un tampon
contenant 4% de glutaraldéhyde et 0,1M de cacaslgatsodium pendant 1h a température
ambiante. Puis elles sont rincées dans un tampatertant 0,1M de cacodylate de sodium et
0,4M de sucrose pendant 1h a température ambibeseechantillons sont inclus dans la
paraffine, coupés et montés sur lames. Les images abtenues a la plate-forme de

microscopie électronique de I'INRA (Jouy-en-Josaance).

5) Analyse de la fragmentation de I’ADN sur gel d’'garose

Les cellules Mel501, SK28 et Lu1205 sont ensemeneéeboites 25 cir(8,8x17 cellules
par boite). Aprés 48h de traitement par WFA ou PR cellules sont trypsinées, lavées au
PBS et incubées 2h a 50°C dans du tampon de Iysenfd de Tris-HCI, pH 7,4, 10 mM
EDTA, 0,5% de SDS) contenant 100 pug/mL de proté&nad._a fraction contenant ’ADN de
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bas poids moléculaire est isolée par centrifugatidd®00g) pendant 15 min a 4°C. Elle est
ensuite précipitée dans de I'éthanol 70% froid. RM est éliminé par l'incubation dans un
tampon RNase A (10 mM de Tris-HCI, pH 7,5, 1mM ED@&AL pg/ml de RNase A) pendant
1h & 37°C. Les fragments d’ADN sont précipités dams éthanol 70% froid. Les fragments
d’ADN migrent sur gel d’agarose 1,2% contenant 1@dmL de bromure d’éthidium a 100V

pendant 30 min.

6) Mesure du potentiel transmembranaire mitochondral
Le potentiel mitochondrial transmembranaire esturéepar la sonde cationiqgue DIOC6(3).
Les cellules HeLa, HCT116 ou mélanomes sont ensefesnen plaque 24-puits (7%10
cellules par puit). Aprés 24h de traitement par SI$D, WFA ou PBG, les cellules sont
incubées a 37°C avec 100 nM de DIOC6(3) pendarmhiBOet analysées par cytométrie en
flux (Cell Lab Quanta MPL ou Epics XL, Beckman Ceu).

7) Mesure de la perméabilisation de la membrane istne mitochondriale

La perméabilisation de la membrane interne mitodhale est évaluée par le marquage
calcéine-AM/cobalt comme décrit précédemment (DehigSharaf el dein et al. 2008). Les
cellules HeLa, HCT116 ou mélanomes sont ensememréptaque 24-puits (7xi@ellules

par puit). Apres 24h de traitement par STS, LND,AMu PBG, les cellules sont marquées
pendant 10 min a 37°C avec de la calcéine-AM (1 gMprésence de cobalt (1 mM) dans la
solution HBSS (Hank’s balanced salt solution, Irogen) avec 1 mM de HEPES. Aprés
marquage, les cellules sont traitées pendant 2dHlubrescence de la calcéine est analysée
par cytométrie en flux (Cell Lab Quanta MPL ou Epxd_, Beckman Coulter).

8) Mesure de la respiration mitochondriale des EAO
a) Mesure de la consommation d’oxygene

La consommation d’oxygéne est mesurée a l'aide el’@lectrode Oxytherm (Hansatech
Instruments) a 25°C comme décrit précédemment (Ched Pervaiz 2007). Les
mitochondries isolées sont ajoutées a chaque coimgat dans le tampon suivant : 200mM
mannitol, 75mM sucrose, 0,1mM EDTA, 10mMHPQO,, 10mM KCI and 10mM Tris—HCI
(pH 7.4). L'étape 2 de la respiration mitochondriast stimulée par I'ajout de 10mM de
succinate et 5mM de rotenone. L'étape 3 de la raspn est initiee avec 0,2mM d’ADP.
L’acquisition et l'analyse sont réalisées a laidkun Oxygraphe Plus (Hansatech

Instruments).
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b) Mesure des EAO intracellulaires
L’accumulation d’anion superoxide £Q mitochondrial est déterminée par la sonde
MitoSOX Red. Les cellules HeLa ou mélanomes soséerencées en plaque 24-puits (7%10
cellules par puit). Aprés 24h de traitement WFA @u I'absence de traitement pour les
cellules Hela), les cellules sont lavées dans dSSHIBX et marquées avec 2 UM de
MitoSOX Red a 37°C pendant 10 min. Le peroxyde dibgene (HO,) intracellulaire est
mesuré a l'aide de la sonde carboxPHFDA. Les cellules HeLa ou mélanomes traitées
sont lavées dans du HBSS 1X et marquées avec 10gqu¥DFFDA a 37°C pendant 10 min.
La fluorescence des cellules est analysée par &ptmren flux (Cell Lab Quanta MPL ou

Epics XL, Beckman Coulter).

9) Immunofluorescence

Pour déterminer la localisation intracellulaire @ddochromec (cyt ¢), les cellules Mel501 et
Lul205 sont ensemencées sur lamelles en plaquéss{Buix10 cellules par puit). Elles
sont ensuite traitées avec WFA, lavées au PBS ix¥ed$ dans du paraformaldehyde 3.7%
pendant 10 min a température ambiante et permgédsli3 min dans I'acétone a -20°C. Les
cellules sont saturées en PBS/3% sérum albumined¢8AB) pendant 30 min et incubées
1h avec l'anticorps anti-cyt (mAb 6H2.B4, BD Biosciences) dans du PBS/1% SAB a
température ambiante. Aprés deux lavages, I'amg@econdaire (IgG chévre anti-souris
couplée-Cy3, Jackson ImmunoResearch) est ajouté danBBS/1% BSA. Le noyau est
marqué avec 2,5 pg/mL de Hoechst pendant 5 mig. ilmages sont analysées par un

microscope a fluorescence Leica.

10) Western blot

Les cellules HeLa ou mélanomes sont ensemencéplene 6-puits (3,4xf0cellules par
puit) ou en boites 25 c¢h(8,8x10 cellules par boite). Aprés traitement, les cefiusent
trypsinées et lavées deux fois avec du PBS puigatéas a -20°C. Les cellules sont lysées en
tampon RIPA (50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 1%itdn, 1 mM EDTA, 0,1% SDS,
0,5% acide déoxycholique) avec un cocktail d’intebrs de protéases (Roche) et du PMSF
pendant 30 min a 4°C. Les protéines (30 pg) sopargés sur gel d’électrophorése SDS-
polyacrylamide et transféré sur membrane PVDF {ilie). Les membranes sont incubées
sur la nuit a 4°C avec les anticorps suivants:-cagpase 9 (5B4) et anti-Mcl-1 (Y37)
d’Abcam, anti-caspase 3 et anti-Bcl-xL (54H6) ddl Sggnaling, anti-Bcl-2 (100), anti-Bax
(N-20), anti-Bim (N-20), anti-GRP78 (N-20) et afitactin (C4) de Santa Cruz

- 109 -



Biotechnology, monoclonal anti-VDAC1 de Calbiochebes protéines sont détectées sur
Chemidoc XRS (Biorad) par la méthode ECL en acewmet les instructions de Millipore.

La densitométrie des bandes est réalisée a l'aidegiciel ImageJ.

11) Transfections transitoires

Les cellules Mel501 sont sont ensemencées en pl2dumiits (10 cellules par puit). Le
lendemain de lI'ensemencement, les cellules soriracsfectées transitoirement avec le
plasmide pEGFP-N2 et, soit un vecteur vide pcDNAB5] soit le plasmide pSFFV-Bcl-2
(généreusement fourni par le Pr B. Mignotte, LGB€rsailles, France) dans des proportions
1 pour 5. Les transfections sont réalisées aveetiade transfection ExGen 500 (Fermentas).
Un mélange de 0,5 pg d’ADN et de 3,3 pL d’ExGenagstté a 10cellules. Aprés 24h, les
cellules sont incubées avec WFA pour 24h suppléairest Le potentiel transmembranaire
mitochondrial des cellules est mesuré a l'aide dimarquage avec la sonde CMXRos
(Invitrogen) a 100 nM pendant 30 min a 37°C. Laofescence rouge du CMXRos est

déterminée par cytométrie en flux au sein de laifation cellulaire verte GFP positive.

12) Tests fonctionnels sur mitochondries isolées

a) Mitochondries seules
Les mitochondries sont purifiées a partir dhomagéte foie de souris par centrifugations
différentielles a 4°C et purifiées sur gradientRircoll (Belzacq-Casagrande, Martel et al.
2009). La concentration protéique mitochondriale a&terminée par le test BCA (acide
bicinchonique, Pierce). Pour mesurer le gonflemenattriciel et la dépolarisation, les
mitochondries (25ug de protéines) sont diluées dans un tampon hypwigue (10 mM
Tris—Mops, pH 7.4, 5 mM succinate, 300 mM sucrdsenM Pi, 100uM EGTA, 2 uM
rotenone) et plusieurs doses de Ca2+ ou de WFA @ontées. Le gonflement matriciel
mitochondrial est mesuré par la diminution de l@bsnce a 540 nm et a 37°C. La
dépolarisation mitochondriale est mesuré par lardition de la fluorescence de la rhodamine
123 (1uM) (Aexc: 485 nmpem: 535 nm, Invitrogen) a 37°C (Infinite M200, TENA Les

mesures sont réalisées en cinétique toutes les30seT pendant 1h.

b) Systéme acellulaire mitochondries-réticulum graemique
Le RE est isolé a partir d’homogénat de cerveasodeis par centrifugations différentielles a
4°C, 2000g 10 min, 12000g 10 min puis 100000g pendla (Deniaud, Sharaf el dein et al.
2008). La concentration protéique est déterminé@elgo@est BCA (Pierce). Le gonflement
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matriciel et la dépolarisation mitochondriale sdéterminés comme précédemment avec les
mitochondries (0,4 mg/mL) et le RE (0,6 mg/mL) eésence dEGTA.

13) Etudein vivo

Les cellules SK28 et Lu1205 (4*¥})@ont injectées sur le flanc des souris nude.

Trois jours apres la xénogreffe de cellules, lagisasont injectées en intra-péritonéal avec du
polyéthyléne glycol (PEG), 0.7 mg/kg de PBG, 1.4kygle PBG ou 2 mg/kg de PBG trois
fois par semaine.

La taille des tumeurs est mesurée deux a trois garssemaine. Les souris xénogreffées
Lul205 sont sacrifiees au bout d’environ 30 jourdes souris xénogreffées SK28 sont
sacrifiées au bout de 60 jours.

Les tumeurs sont fixées en paraformaldéhyde 4%ckises dans la paraffine.

Les plages de nécrose sont déterminées histolagignteet rapportées a la suface tumorale.
La densité vasculaire est basée sur le nombreidseaux observés sur une surface tumorale
de 10mn.

Le nombre de mitoses est établi par la moyenneamobre de mitoses observées dans dix
champs de la tumeur au grossissement 400X.

L’index prolifératif est évalué par immunohistochénavec I'anticorps anti-Ki67 (Dako).

14) Statistiques

A l'exception des résultats préliminaires, les heds présentés correspondent a la moyenne
d’au moins trois expériences (n>3). lls sont présesous la forme suivante : moyennexDS
(déviation standard).

Chaque expérience de cytométrie est réalisee s00 Bellules (FDA, DIiOC, Calcein,
MitoSOX et HDFFDA) ou 10000 cellules (SubG1).

Les réponses des cellules aux traitements sont admp a I'aide du test de Student et la

significativité est indiquée par un astérisque)
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Résultats

|- Etude du réle de la nouvelle isoforme d’ANT dansla réqulation de la mort

cellulaire apoptotique

Article 1 : The fourth isoform of the adenine nucleotide traslocator inhibits

mitochondrial apoptosis in cancer cells

Gallerne C*, Touat Z*, Chen Z X, Martel C, Mayola &haraf el dein O, Buron N, Le Bras
M, Jacotot E, Borgne-Sanchez A, Lemoine A, Lem@ir@ervaiz S, Brenner C

The International Journal of Biochemistry & Cell Biology (2010) 42, 623-629

Contexte de I'étude

La protéine ANT (Adenine nucleotide translocasé)a&protéine majoritaire de la membrane
interne mitochondriale. Elle est caractérisée gardeux fonctions différentes : translocateur
ADP/ATP (role vital) et la formation d’'un pore goonduit a la PMM au cours de I'apoptose
(role létal). Il existe quatre isoformes d’ANT cadpar quatre génes différents (68 a 88%
d’homologie). Les fonctions des protéines ANTL,t23edans I'apoptose sont identifiées.
ANT1 et 3 sont des isoformes pro-apoptotiques quigpent a la formation de pores létaux,
en interaction avec des membres de la famille Bdt2te a des stimuli apoptotiques. lIs
favorisent le déclenchement de la voie mitochotelidie I'apoptotse. L'isoforme 4 identifiee
en 2005, n'avait pas de réle connu dans la sigatalis apoptotique. Pour déterminer son role,
nous avons surexprimé ANT4 dans des lignées cebsl@ancéreuses et comparé son effet
avec celui d’ANT3. La morphologie et les taux delipération des deux types de lignées ont
d’abord été comparés avant de mesurer la respiragbulaire et la production d’EAO (O

et HO,). Les effets d’ANT4 sur la voie mitochondriale tigpoptose ont été observes en
présence de deux molécules inductrices de la vdmchondriale : staurosporine (inhibiteur
de la PKC) et lonidamine (cible la mitochondrie).
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Résultats et discussion

La coloration au bleu de Coomassie et les Westiets mettent en évidence que nos lignées
stables HelLa surexpriment bien ANT dans la mitodnienet la présence de I'étiquette V5
confirme la présence des vecteurs plasmidiques Figil A et B). Les cellules surexprimant
ANT4 montrent, comme les cellules contrbles et @rement aux ANT3, une forme de
fuseau et un réseau mitochondrial tubulaire homegdsns le cytoplasme (voir Fig.1C).
L’expression d’ANT4 n’induit aucune modification ¢ke morphologie cellulaire ni du réseau
mitochondrial. L'impact des isoformes sur la p@ldtion cellulaire n’était pas connu. Nos
résultats montrent une diminution de la proliféatdes cellules surexprimant ANT3 mais
une augmentation pour les cellules ANT4 en comparaavec le contrdle (voir Fig.1D). Cela

suggere une activité biologique d’ANT4 opposeéelke cBANT3.

ANT catalyse le transfert d’ADP et d’ATP entre latnce et I'espace inter-membranaire.
Nous avons testés les isoformes ANT3 et 4 pouritepact sur la respiration mitochondriale
en mesurant le taux d’'oxygéne consomme et les EldQuts. Nous montrons qu’il n’y a pas
de différence significative dans la consommatiooxggene des cellules contrdles, ANT3 et
ANT4 (voir Fig.2 A et B). Les concentrations d’EAGifferent selon Iisoforme d’ANT

surexprimée. Nos résultats montrent que les csll@BT3 présentent légerement moins
d’EAO que les cellules contréles (voir Fig. 2C)sLeellules surexprimant ANT4 présentent
la méme concentration dXO mitochondrial que le contr6le mais moins dgOk(voir Fig.

2C). Les isoformes ANT3 et 4 n'influant pas sufdactionnement de la chaine respiratoire,
les changements de concentration d’EAO n’impliqupas les complexes | et Ill. Ces
résultats laissent supposer un effet d’ANT3 et #lea enzymes productrices d’'EAO ou

détoxifiantes.

Les actions antagonistes des ANT3 et 4 sur la nobogie mitochondriale et la prolifération
cellulaire nous ont amené a questionner les efféi T4 sur le déclenchement de I'apoptose
mitochondriale. La fragmentation de 'ADN (caratségue de I'apoptose) a été évaluée par
le pourcentage de cellules hypoploides en cytoménieflux suite aux traitements par
staurosporine (Sts) et lonidamine (LND). Les regalbbtenus pour les lignées HeLa ANT4
sont comparés aux lignées ANT1 et 3 (pro-apoptesyjuet a la lignée ANT2 (anti-
apoptotiques). Les cellules surexprimant ANT4 dimeifapoptose de la méme facon que les
cellules surexprimant ANT2 (voir Fig.3A). Les pamines mitochondriaux de chute du
potentiel transmembranaire (sonde DiOC6 (3)) gretenéabilisation de la membrane interne

(marquage calcein et cobalt) ont été évalués gantrie en flux. Les résultats montrent un
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effet inhibiteur d’ANT4 sur les événements mitoctioaux, a I'opposé de l'effet d’ANT3
(voir Fig.3 B et C). Ces effets ont été confirmés des expériences dans des cellules de
carcinomes du colon HT29 surexprimant les isofordiasiT.

La caspase 9 étant la caspase initiatrice de la watochondriale, son activation a été
déterminée dans les cellules ANT4 en comparaisec &s cellules contréle et ANT3. En
accord avec les données précédentes, les Westagsnnbbntrent que le traitement par LND
des cellules surexprimant ANT4 n’induit pas l'aetion de la caspase 9 (voir Fig.4A).
Cependant le traitement par Sts de ces mémesashugne au clivage de la caspase 9 (voir
Fig.4A). Ce résultat pourrait étre expliqué par peeméabilisation des membranes externes
qui laisse sortir le cytochrome mais n’est pas visible par le test de perméakibsades
membranes internes (marquage calcein et cobaltgffety I'inhibition par ANT4 de la chute
du potentiel mitochondriale entraine par Sts esinséorte que dans le cas du traitement
LND (voir Fig.3B). Pour compléter cette hypothébkdéaut supposer un clivage de la pro-
caspase 9 non associé a I'apoptosome qui ne dasngne caspase 9 active.

Pour s’assurer que l'effet anti-apoptotique miségidence dans les lignées ANT4 n’est pas
du a 'augmentation de I'expression d’'une autrééne anti-apoptotique, nous avons évalué
le taux de Bcl-2 dans nos lignées. La lignée céamtndontre un niveau élevé de Bcl-2 qui est
fortement réduit dans les cellules ANT3 (28% dutdila) et modérément réduit dans les
cellules ANT4 (57% du contréle) (voir Fig.4B). Laxdnution de I'expression de Bcl-2 peut
expliquer l'effet pro-apoptotique observé dans legmées ANT3 mais ne peut étre
responsable de l'effet anti-apoptotique observésdan lignées ANT4. Les effets mis en
évidence semblent bien étre la conséquence dedamassion d’ANT4.

Cet article constitue la premiere démonstratioffideibition de la signalisation apoptotique
induite par la surexpression de lisoforme ANT4. &sultat renforce I'implication des
isoformes d’ANT dans les signalisations apoptotqwt la division des ANT en deux

membres pro-apoptotiques (ANT1 et 3) et deux mesdng-apoptotiques (ANT2 et 4).
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IlI- Sensibilisation a la mort cellulaire par deux muvelles molécules dans un modeéle

de cancer particulierement résistant : le mélanome

Contexte de I'étude

Les cancers de la peau touchent 2 a 3 millionsedgopnes dans le monde chaque année et le
nombre de nouveaux cas ne cesse d’augmenter. Pasnsancers, le mélanome est le moins
fréquent, mais il représente la majorité des d@egscancer de la peau. Il constitue ainsi un
probleme de santé public dans les pays d’Europ&médfique du Nord et en Australie.
L’agressivité caractéristique du mélanome est dsa aésistance vis-a-vis des traitements
actuellement disponible et a sa capacité a métastapidement. La seule méthode efficace
pour lutter contre le mélanome est son excisioruadficale précoce. Il est donc indispensable
d’identifier de nouvelles approches thérapeutiqueasg éliminer les cellules de mélanome. La
difficulté repose dans la possibilité a induiremart cellulaire de cellules qui ont développé
de nombreux mécanismes de résistance. Il est dénessaire de tester des molécules
capables de cibler des processus ou des protémgliqués dans des meécanismes anti-
apoptotiques. Plusieurs molécules sont actuelleraergssai préclinique et clinique pour le
traitement du mélanome. Parmi ces molécules, leibiteurs de B-Raf suscitent beaucoup
d’espoir car ils sont capables d’inhiber 'activiié kinases mutées dans plus de 60% des
tumeurs de meélanomes. Ces nouveaux agents thérpmesutdevront étre associés pour
garantir leur efficacité contre le mélanome et evit'émergence d'une nouvelle
chimiorésistance. Dans le but dun traitement comatwire il faut donc découvrir de
nouvelles molécules efficaces contre les mélanomes.

Nous avons testé 'effet de quatre molécules sarligaées de mélanomes humains et nous
proposons les molécules Withaférine A (WFA) et Rdagine (PBG) comme prometteuses
pour contribuer a la thérapie du mélanome. Ces deobécules ont comme point commun
d’étre les constituants principaux de plantes meédies. Les premiéres études faisant état de
leur effet anticancéreux et de leur potentiel cofgrmélanome datent de la fin des années 90
au du début des années 2000. Une équipe indiemmanté que WFA et PBG sont capables
de sensibiliser le mélanome murin a la radiothé.aPepuis 2004 de nombreuses études se
sont succédées et ont déemontré leurs effets ané@oaux dans divers modeles de canoer
vitro et in vivo. Leur action passe le plus souvent par linductdm I'apoptose et/ou
l'inhibition de la migration cellulaire. WFA et PB@&gissent principalement par I'inhibition
de voies de survie (NKB, MAPK, PI3K/Akt) qui jouent un réle dans le déoppement mais

surtout dans la résistance des mélanomes. Sonendgal décrites des actions pro-
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apoptotiques par la production d’EAO, l'inductiotur stress du RE ou la diminution de
I'expression de protéines pro-apoptotiques.

Dans cette étude, qui se décompose en deux p(ofetsun reposant sur une molécule), nous
avons testé la capacité de WFA et PBG a diminueialailité de quatre lignées cellulaires de
mélanome. Aprés avoir démontré le type de mortilzte mis en jeu, nous avons étudiés les

meécanismes cellulaires déclenchés par ces moléeutemduisant a la mort des mélanomes.

Article 2 : Withaferin A induces apoptosis in human melanomaells through generation

of reactive oxygen species and down-regulation ofcB2

Mayola E, Gallerne C, Pervaiz S, Larue L, Debuiré. @noine A, Brenner C and Lemaire C

Apoptosis (article en révision)

Contexte

Il'y a récemment eu un regain d’intérét pour lemposés naturels dans la recherche de
molécules anticancéreuses. La molécule WFA a démamt effet antitumoral dans divers
modeles de cancer. Elle présente des propriétésragibgeniques et inhibe la migration
cellulaire. Ces caractéristiques sont intéressgraes le traitement d’un cancer avec comme
caractéristique principale la capacité a métastaspidement. L’autre caractéristique
principale du mélanome, la résistance, peut étrearecarrée par I'inhibition des voies de
survie NFxB, MAPK et PI3K/Akt démontrée comme une propriet® WFA. WFA a
egalement l'avantage de pouvoir déclencher un sstidis RE par l'augmentation de
'expression de CHOP, l'inhibition de Hsp90 aingileql’inhibition du protéasome. La
majorité des études montre que I'action de WFA @ass une induction de I'apoptose. Dans
deux de ces études, la génération d’EAO est reapt;du déclenchement de I'apoptose.
Nous nous sommes d’abord demandés si WFA étaib@panduire la mortalité des cellules
de mélanome et si 'apoptose était impliquée corofest le cas dans les modéles de cancer
testés. Nous nous sommes ensduite intéressés awenderts cellulaires induits par WFA dans
les mélanomes en se concentrant sur la voie mitekfade et les membres de la famille Bcl-
2.
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Résultats et discussion

WFA diminue la viabilité des quatre lignées de mélae de facon dose dépendante (voir
Fig.1B). Des comptages cellulaires réalisés entfomade la morphologie des noyaux et de la
perméabilisation des membranes plasmiques morgtentWFA induit de I'apoptose dans les
quatre lignées (voir Fig.1C). Les caractéristiqueepres a I'apoptose : contraction du
cytoplasme, condensation et fragmentation de I'ADMN été approfondies sur la lignée
cellulaire Mel501 (voir Fig.1D a L).

La mitochondrie est impliquée dans les effets deAvr I'étude de la chute du potentiel
transmembranaire (sonde DiOC6(3)) et de la perrfigaiidn de la membrane interne de la
mitochondrie (marquage calceine et cobalt). Leat@tiement d’une chute du potentiel dose
et temps dépendante (voir Fig.2A et B) et d'une PNdir Fig.2C) nous suggere que la
mitochondrie pourrait étre une cible de WFA dansnceléle. Cependant I'ajout de WFA sur
des mitochondries isolées de foie de souris n’indiujonflement matriciel ni dépolarisation.
Il semble donc que la mitochondrie ne soit pasailple directe de WFA (voir Fig.2D a G).

La PMM peut étre expliquée par la formation du REIBu l'implication de pores Bax/Bak.
L’assemblage du PTP peut étre inhibé par la matécytlosporine A (CsA). Nous avons

testé son effet sur le traitement WFA.
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Figure supplémentaire 1 : Effet de Csa sur le traitement WFA
Les parameétres de PMM et de chute du potentiel transmembranaire mitochondrial déclenchés par
WFA ont été évalués, par cytométrie en flux, dans la lignée Mel501.

Le pré-traitement des cellules Mel501 par la Cé&ahibe pas les événements mitochondriaux
déclenchés par WFA (Fig. suppl. 1). Il sembleraiha que I'ouverture du PTP ne soit pas
impliqguée dans l'action de WFA. Nous avons évaltisplication de Bax dans les
événements mitochondriaux induits par WFA dans wtneamodéle. Nous disposons de la
lignée cancéreuse du colon HCT116 invalidée pour €& laquelle nous avons testé I'effet
de WFA.
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Figure supplémentaire 2 : Implication de Bax dans la voie mitochondriale induite par WFA
Des cellules HCT116 normales et invalidées pour Bax (Bax KO) sont traitées par WFA et les

parameétres de chute du potentiel (marquage Dioc) et de PMM (marquage calcéine et cobalt) sont
réalisés.

Dans la lignée invalidée pour Bax, les évenemenifochondriaux sont peu ou pas
déclenchés par WFA (Fig. suppl. 2). Dans ce modsd®&, semble indispensable a la PMM et
a la chute du potentiel déclenchées par WFA.

La voie mitochondriale de I'apoptose, suite a laNPMonduit au relargage du cgtqui va
permettre I'activation de la caspase 9 puis degas®s executrices. Nous avons donc regardé
si WFA était capable d’'induire une perméabilisatiotale des membranes mitochondriale
avec relargage de cgtsuivie de I'activation des caspases. Les photoardiinofluorescence
montrent le relargage du cgt (voir Fig.3A) et les Western blots mettent en évice le
clivage et donc l'activation des caspases 9 etd¥ (wig.3B). L'utilisation de I'inhibiteur
global des caspases (z-VAD) qui diminue I'apoptdéelenchée par WFA montre qu'il s’agit
d'une apoptose caspases-dépendante (voir Fig.3@)s ldvons également inhibé I'activité
des caspases 3. 6. 7. 8 ou 9 a l'aide de vectadasnt des formes dominant négatif des

caspases. :g 1 =-wFA@+WwFA
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Figure supplémentaire 3 : Inhibition de 'activité des caspases

Les vecteurs dominant négatifs (DN) des caspases ont été transitoirement co-transfectés avec la GFP
dans la lignée Mel501. Nous avons évalué la chute du potentiel (marquage CMX-Ros) dans la
population GFP positives.
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Les cellules transfectées par le vecteur DN deakpase 9 montrent une diminution de la
mortalité (Fig. suppl. 3) qui nous mene a conclaterble central de la caspase 9 dans
'apoptose induite par WFA. Cependant le marquadiséiici montre la chute de potentiel,
c’est-a-dire un événement en amont de la voie dgsases. L'effet du DN caspase 9 pourrait
étre du a l'existence d'une boucle d’amplificatipar laquelle des cibles des caspases
sensibiliserait la mitochondrie. On note que I'imhion de la caspase 3 n'a pas deffet.
Cependant, on peut penser que les effets descasmses exécutrices 3, 6 et 7 se compensent
et gu'il faudrait inactiver les trois en méme tenmosir observer une inhibition de la mortalité
des cellules.

Les EAO sont impliqués dans le processus apop®gyplus particulierement dans I'action
de WFA dans deux études précédentes. Nous avohgdeadle des EAO dans I'action de
WFA sur nos cellules de mélanome. WFA induit ladaiction d'Q™ (marquage MitosoxRed)

et de HO, (marquage BDFFDA) dans les quatre lignées (voir Fig.4). Ligtition de
'antioxydant N-actylcystéine (NAC) permet une ibition totale des EAO générés par le
traitement WFA (voir Fig.4). Les événements mitautidaux ainsi que la fragmentation de
I’ADN induits par WFA sont également inhibés par GlA/oir Fig.5A et B). Les EAO induits
par WFA semblent donc jouer un rbéle en amont dmilachondrie et déclencher la voie
mitochondriale de I'apoptose. On observe cependaattous les antioxydants de produisent
pas les mémes effets que la NAC. La molécule Temepblun antioxydant dont I'action
exacte n'est pas encore élucidée. Tempol mimerat $OD en dégradant O ou bien
serait capable de piéger, O Cette molécule est connue pour diminues” @t les
péroxynitrites.
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Figure supplémentaire 4 : Effet de I'antioxydant Tempol
Les cellules Mel501 ont été pré-traitées avec 0, 10, 100 ou 1000 uM de Tempol (T) puis traitées avec
WFA. L'effet de Tempol a été observé sur la production d’O,~ (marquage MitosoxRed).
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L’antioxydant Tempol, aux doses testées, n'a auceffieacité sur la production d’O
induite par WFA (Fig. suppl. 4). Nous avons égalemailisé I'antioxydant DPI (diphényl
iodonium) qui est inhibiteur spécifique des compleNOXs. Il inhibe donc spécifiguement

la formation d’'Q".
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Figure supplémentaire 5 : Effet de 'inhibiteur des NOXs, DPI
Les cellules Mel501 ont été pré-traitées par DPI a 0,5 et 0,75uM puis traitées par WFA. La production

dO,” a été mesurée a laide de la sonde HE qui permet un marquage de tous les Oy~
cytoplasmiques.

Dans notre modele, non seulement DPI n’inhibe pas@Q" induits mais il les augmente
considérablement (Fig. suppl. 5). Les effets incehis produits par ces deux antioxydants
inhibiteurs des @ nécessiteraient une étude plus approfondie ddémsgs producteurs et
détoxifiants des @ présents dans notre modele et de I'action de WFA®s systemes.

Nous nous sommes intéressés au®4tt nous avons testé I'effet de la catalase, enayme

détoxifie les HO..
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Figure supplémentaire 6 : Effet de la catalase sur le traitement WFA
Les cellules M14 ont été pré-traitées avec de la catalase a 25 ou 50 unités/mL avant d’étre traitées par
WFA.

Cette expérience montre un effet de la catalase ipbiber la mort induite par WFA (Fig.
suppl. 6). Il faut noter ici que l'on regarde commaramétre la chute du potentiel
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mitochondriale (marquage Dioc). L'effet observé @al/antioxydant NAC pourrait étre du a
sa capacité a inhiber les® et non I'GQ".

Les lignées de mélanomes ne montrent pas la ménstbdieé a I'action de WFA. Les
lignées Mel501 et SK28 semblent moins sensiblesir (\ig.1B et Fig.2A). La
chimiorésistance des cellules cancéreuses poutrargéliquées par I'efflux des molécules a

travers les transporteurs ABC (aussi appelés MDR paulti-drug resistance). Nous avons
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Figure supplémentaire 7 : Effet de I'inhibiteur des pompes MDR
Les cellules Mel501 et SK28 ont été pré-traitées par deux doses de LY335979 (LY), 0.2 et 0.5 uM
avant un traitement par WFA.

Le pré-traitement des cellules Mel501 et SK28 p#B35979 ne semble pas influer sur
'action de WFA (Fig. suppl. 7). Les pompes MDR senblent pas étre impliquées dans la
différence de sensibilité des cellules de mélancamesaitement WFA.

Les membres de la famille Bcl-2 sont impliqués denshimiorésistance des mélanomes.
Nous avons voulons évaluer leur niveau d’exprespaur le corréler a une plus ou moins
forte sensibilité a la WFA. Les taux de protéinedalfamille Bcl-2 varie entre chaque lignée
mais les lignées les moins sensibles a WFA (Me8(BK28) présente beaucoup plus de Bcl-
2 et légerement moins de Bax comme le montre le B¢l-2/Bax (voir Fig.6A a F).
Cependant, la surexpression de Bcl-2, puissanbielr de la PMM, dans la lignée qui
exprime le plus de Bcl-2 endogéne n’inhibe queigiément I'effet de WFA (voir Fig.6G).
Nous avons testé WFA dans un autre modele de egihdlsentant un taux élevé de Bcl-2 :
Hela Bcl-2.
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Figure supplémentaire 8 : Effet d'un niveau élevé de Bcl-2 sur I'action de WFA
Les cellules HeLa et HelLa surexprimant Bcl-2 (HeLa Bcl-2) ont été traitées par WFA et les
évenements mitochondriaux (chute du potentiel et PMM) ont été mesurés.

Les cellules HelLa Bcl-2 constituent un autre mog®ar observer I'effet de Bcl-2 sur un
traitement par WFA. Dans ce modele, on observe lgusurexpression de Bcl-2 inhibe a
moitié les événements mitochondriaux étudiés @igpl. 8). Comme nous l'avons vu avec la
surexpression de Bcl-2 dans les Mel501, I'actioMdeA n’est pas supprimée par Bcl-2. Cela
semble étre du au fait que WFA est capable d’intibgpression de Bcl-2 (voir Fig.6H). Cet
effet intéressant de WFA expliquerait en partiecapacité a sensibiliser les cellules de
mélanome a I'apoptose. Cependant WFA n’a pas et efhibiteur sur toutes les protéines
anti-apoptotiques impliquées dans la résistancerdtanomes. Nous avons étudié son action
sur I'expression de la protéine anti-apoptotiqud-Mdont I'expression a été corrélée avec la

progression des mélanomes.
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Figure supplémentaire 9 : Effet de WFA sur le taux d’expression de Mcl-1

Le niveau d’expression de Mcl-1 a été mesuré sur des extraits protéiques de cellules M14 traitées par
WFA en cinétique (temps 6, 16 et 24h).

WFA semble avoir un effet important et précoce l®xpression de Mcl-1. On observe une

augmentation de la forme anti-apoptotique Mcl-1LI'apparition de la petite forme pro-
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apoptotique Mcl-1S au temps 16h (Fig. suppl. QXteCmrte augmentation de Mcl-1 semble
contradictoire avec l'effet pro-apoptotique prodyiar WFA. 1l semblerait que, soit
I'expression de la forme Mcl-1S est suffisante poduire I'apoptose, soit la protéine Mcl-1L

mesurée n’est pas fonctionnelle (phosphorylée,uitiylée).

WFA semble avoir deux effets pour induire I'apogtositochondriale dans les mélanomes
(voir schéma suivant). (1) WFA est un agent prodaxy. Il agit par la production d’'EAO qui
va déclencher la PMM et la chute de potentiel trambranaire mitochondrial. (2) WFA est
un inhibiteur de Bcl-2. Il induit une diminution mérée de I'expression de Bcl-2 qui permet
de sensibiliser les cellules de mélanomes a l'ameptLes effets de WFA pourraient étre
ameliorés par son association avec d’autres ma@satdmme des inhibiteurs des membres
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, d’autres -prydants et I'inhibiteur de GSH (voir
schéma).
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Modeéle de I'action de WFA sur les cellules de mélanome
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Article 3 : Plumbagin est capable d’induire la mort des cellles de mélanome par
apoptose ou par nécrose suite a la production d’EA@t au déclenchement de la voie

mitochondriale

En préparation

Contexte

La molécule PBG montre, comme WFA, des propriéwésréssantes pour la sensibilisation
des mélanomes a la mort cellulaire. Il est capdbleibler directement la voie de survie NF-
kB et d’'inhiber indirectement la voie PI3K/Akt. Sapacité a induire la production d’'EAO est
clairement impliquée dans son effet pro-apoptotide plus PBG inhibe des protéines anti-
apoptotiques responsables de la résistance desionéés comme Bcl-2, Bcl-et certaines
IAPs. Il semble également capable d’inhiber la atign cellulaire et I'angiogénése. Une
étude publiée en 2008 démontre la capacité de PB@uire I'apoptose des mélanomies
vitro et a diminuer la croissance tumoratevivo. Nous avons commenceé notre étude avant
cette publication dans le but de déterminer I'effetPBG sur des cellules de mélanomes.
Notre étude sur quatre lignées, contre une seulepoem les travaux publiés, montre que les
signalisations induites par un traitement PBG petideserger selon les lignées et conduire a

différents types de mort cellulaire.

Résultats et discussion

Nous avons commenceé par évaluer la capacité de @B@uire la mort cellulaire dans nos
guatre lignées de mélanome. Pour ce faire, noussav@arqué les noyaux des cellules avec le
marqueur perméant Hoechst, qui nous permet d’étlalimorphologie nucléaire, associé au
marqueur non perméant lodure de Propidium (IPpguinet de repérer la perméabilisation de
la membrane plasmique (Fig.1A).

Mel501 Lu1205
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Figure 1 : PBG induit la mort des cellules de mélanomes par apoptose ou par nécrose

Les quatre lignées de mélanome ont subi un double marquage Hoechst (bleu)/iodure de propidium
(IP, rouge). (A) Pour déterminer I'apoptose selon la morphologie des noyaux et la nécrose selon la
morphologie et la perméabilisation des membranes (marquage IP). Les cellules ont été quantifiées par
comptage (B) a partir de I'observation en microscopie.

Ces premiers résultats mettent en évidence desuray@ndensés ou fragmentés pour les
lignées M14, Mel501 et Lul205 mais pas pour lad@sK28 (Fig.1A). On observe des

noyaux nécrotiques (ronds comme ceux des celldesrG@es mais marqués en rouge par
'IP) dans les lignées M14 et Lul205 (Fig.1A). Oaten une coloration rouge de certains

noyaux condensés (lignée Lul205) qui reflete umen@abilisation précoce de la membrane
plasmique des cellules apoptotiques. La quantifinatde |'apoptose et de la nécrose

représentée sur la figure 1B, montre que PBG inahaijjoritairement de I'apoptose dans les
lignées M14, Mel501 et Lul205 et de la nécrose thalignée SK28.

Nous avons ensuite étudié plus en détail les aaatitjues apoptotiques et nécrotiques pour
confirmer nos premiéres observations. Pour cela ramons utilisé une lignée apoptotique

Lul205 et la lignée SK28.
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Figure 2 : Caractérisation de I'apoptose et de la nécrose induites par PBG

(A) Les lignées Lul205 et SK28 ont été double marquées par Hoechst/Pl et la quantification des
cellules vivantes, apoptotiques et nécrotiques a été rapportée en fonction de la dose de PBG. (B)
L'’ADN génomique des cellules sans traitement (2), traitées par un inducteur d'apoptose I'étoposide
(3), une dose nécrotique d'H,0, (4) et PBG (5) a été extrait, précipité et migré sur gel d’agarose a coté
d’'un marqueur de taille (1). (C) Les images de microscopie électroniques montrent la morphologie des
cellules Lul205 et SK28 +/-PBG. (D) Les cellules SK28 sont pré-traitées avec différentes doses de
Necrostatine-1 (Nec-1) I'inhibiteur de la nécroptose.

La nécrose peut étre observée lorsqu’un traiterasintrop concentré. Ce n’est pas le cas ici
comme le montre I'effet dose de PBG avec quantibicades cellules vivantes, apoptotiques
et nécrotiques (Fig.2A). PBG induit une apoptosseddépendante dans les Lul205 et une
nécrose dose dépendante dans les SK28. La fraginarda '’ADN est mise en évidence par
migration de '’ADN génomique extrait des celluldsagant subit deux étapes de lyse et de
précipitation (Fig.2B). Le traitement par PBG (kgb) induit un clivage internucléosomal
dans la lignée Lu1205 et non dans la lignée SK28&raitement par étoposide est un controle
positif d’apoptose (ligne 3) et le traitement partM de H,O, un contrble positif de nécrose
(ligne 4). L'apoptose et la nécrose sont confirmgas microscopie électronique (Fig.2C).
Dans la lignée Lul205, le traitement par PBG intluitondensation du noyau (fleche noir)
tandis que dans la lignée SK28 on observe un n(fleche noir) et un cytoplasme gonflés.
Nos résultats prouvent clairement que PBG peutiiadioit de I'apoptose (Lul205), soit de
la nécrose (SK28). Pour savoir si la nécrose ieduélr PBG est de la nécroptose, nous avons
testé linhibiteur de nécroptose, Nécrostatine-dM) (Fig.2D). Nous avons testé trois
concentrations de Nec-1 qui ne semblent pas inHibi#et de PBG. La mort nécrotique

induite par PBG dans la lignée SK28 ne serait pda décroptose.
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Aprées avoir caractérisé les types de mort celleladuite par PBG nous avons cherché a
identifier les mécanismes cellulaires communs. Nnags sommes intéressés a la voie

mitochondriale qui peut étre impliquée dans cex dgpes de mort.
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Figure 3 : PBG déclenche la voie mitochondriale médiée par la production d'EAO

Mesure des éveénements mitochondriaux dans les quatre lignées de mélanome. (A) PBG induit une
chute du potentiel transmembranaire (sonde DIOC6(3)), une perméabilisation de la membrane interne
(marquage calceine et cobalt) et une production d’O,” mitochondrial (sonde MitosoxRed) dose
dépendante. (B) Effet du pré-traitement de cellules apoptotiques (Mel501) et nécrotiques (SK28) par
I'antioxydant NAC sur les événements mitochondriaux déclenchés par PBG.

Nous nous sommes intéressés a la chute du poteatismembranaire mitochondrial (sonde
DIOC6(3)), a la perméabilisation de la membranerim¢ mitochondriale (marquage calceine

et cobalt) ainsi qu'a la production d&O mitochondrial (sonde MitosoxRed). Ces trois
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événements mitochondriaux sont induits par un amaént PBG des quatre lignées de
meélanome (Fig.3A). Les EAO sont impliqués dans lartnapoptotique et nécrotique et de
précédentes études ont montré un role des EAO Itmion de PBG. Nous avons testé
limportance du réle des EAO dans notre modéle tisant I'antioxydant NAC dans une
lignée apoptotique (Mel501) et dans la lignée nimpue (SK28). Dans les deux types de
cellules le pré-traitement par NAC inhibe totaletndes éveénements mitochondriaux
(Fig.3B). Les EAO sont nécessaires a I'activatierladvoie mitochondriale par PBG dans les
guatre lignées testées.

Nous avons voulu déterminer si la mitochondrietétae cible directe de la PBG. Le cas
eéchéant nous voulons tester le role du RE quierstilsle aux stress, comme par exemple une

production accrue d’EAQ, et peux induire le déchament de la voie mitochondriale.
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Figure 4 : Le RE mais pas la mitochondrie est une cible directe de PBG

Des mitochondries isolées de foie de souris sont testées pour leur fonctionnalité en leur appliquant
une dose-réponse de calcium qui provoque un gonflement matriciel (A) et une dépolarisation des
membranes mitochondriales (B). Plusieurs doses de PBG sont ensuite testées sur les mitochondries
isolées (C et D) ainsi que de la tunicamycin (TN) et de l'inositol triphosphate (IP3). Les mémes
produits sont testés sur mitochondries en présence de RE isolé de cerveau de souris (E et F). M :
mitochondries seules, MRE : mitochondries et RE. (G) Expression de la chaperone résidente du RE
impliqguée dans la réponse au stress RE : Grp78 dans les Mel501 et SK28 (Il y a une faible (a) et une
forte (b) exposition pour les Mel501). TG : thapsigargine, TN : tunicamycine.

Nous avons isolé des mitochondries de foie de soBdur tester leur fonctionnalité nous leur
appliguons une gamme de trois doses de calciumuciadr de la PMM) et vérifions la
capacité de la cyclosporine A (Csa) a inhiber laflgment matriciel et la dépolarisation
induits (Fig.4A et B). Nous testons ensuite plusalpses de PBG (de 0,5 a 8uM) pour leur
effet sur mitochondries isolées. La TN et I'lP3 tsdes inducteurs du relargage de calcium
par le RE. Comme attendu TN et IP3 n’ont aucunt &ffie les mitochondries isolées (Fig.4C
et D). Il en va de méme de toutes les doses de teBt6es (Fig.4C et D). Finalement nous
mesurons les mémes parametres sur les mitochoridoléges en présence de RE isolé de
cerveau de souris (Fig.4 E et F). Les mitochondsezdes et les mitochondries avec du RE
sans inducteur servent de contréle négatif. Leteiments TN et IP3 sur mitochondries et RE
sont des contrdles positifs. Les doses de PBGewstd présence de mitochondries et de RE,
provoquent cette fois gonflement matriciel et dégeation méme a la dose de 0,5uM. On
note que toutes les doses de PBG agissent plugerapnt que les inducteurs classiques (TN
et IP3). Il semblerait donc que PBG agisse surBeeR amont de la mitochondrie. Nous
avons donc testé le niveau d’expression de la cbapeGrp78. Grp78, chaperone résidente
du RE, voit son expression augmenter lors d’'unsstrdu RE. Dans deux lignées (une
apoptotique et la nécrotique), on observe une aotatien de I'expression de Grp78 apres
traitement par PBG (voir Fig.4G). Les traitement$ @ TG servent de contrdle positif de
I'induction d’'un stress du RE. Dans le cas de liaiibn de I'apoptose et de la nécrose, PBG
serait capable d’induire un stress RE, peut-étreadun exceés d’EAO, qui conduirait a

I'activation de la voie intrinseque.
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Nous avons ensuite observé des évenements postimntdriaux pour identifier I'étape de
divergence entre apoptose et nécrose. La voie hutalriale aboutit dans de nombreux cas a
I'activation des caspases, protéases spéecifiquemmgtijuées dans I'exécution de I'apoptose.
Nous nous sommes demandé si PBG induisait I'aativales caspases dans les lignées

apoptotiques et ce gu'il en était de la lignée SK28

Lul205 SK28
A PBG (uM) PBG (UM)
0 4 7 0 47 STS
i o s ¢Procaspase8—p a -
4 Cleaved
caspase 8
B PBG (uM) PBG (M)
0 4 7 STS 0 4 7 STS
* @ ¢Procaspase 9 [ S
-— 4 Cleaved P -
caspase 9
C PBG (uM) PBG (uM)
0 4 7 STS 0 4 7 STS
m . 4~ Pro-caspase 3-p ’
- o~
- B « Claed - —_—
caspase 3

Figure 5 : L’'apoptose et la nécrose induites par PBG divergent au niveau des caspases

Le traitement par staurosporine (STS) sert de contrble positif de clivage des caspases. (A) PBG
n’induit pas le clivage de la caspase 8. (B) PBG induit le clivage de la caspase 9 dans les lignées
Lul205 et SK28. (C) Le clivage de la caspase 3 suite au traitement PBG se produit uniquement dans
la lignée Lul205.

La caspase 8, caspase initiatrice de la voie exéiine, n’est pas activée par clivage suite au
traitement par PBG dans une lignée apoptotiqueZQb)Let la lignée nécrotique (SK28) (voir
Fig.5A). Pour la caspase 9, caspase initiatricdadeoie intrinseque, on observe un léger
clivage en I'absence de traitement qui peut étré dume dégradation lors du traitement des
échantillons. On observe cependant une augmentd¢idiactivation de la caspase 9 suite au
traitement par PBG dans les deux lignées (voirSBp.L activation de la caspase executrice
3 par clivage n’est observée que dans la lignéQbilvoir Fig.5C) ce qui est cohérent avec
un déclenchement de lI'apoptose. Dans la lignée SK@A8n'observe pas de clivage de la

caspase 3 suite au traitement par PBG, contrairemefraitement par STS. De plus, on a
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observé un clivage de la caspase 9. On en congliiing s’agit pas ici d'un manque d’ATP
suffisant pour empécher l'activation des caspas@sdeire la nécrose. Une autre possibilité
serait que I'apoptosome ne se forme pas. L'inlohitspécifique du clivage de la caspase 3
pourrait faire intervenir une IAP ou une inactieatidue a une forte concentration ¢4
(connu pour inhiber 'activation de certaines cagsi

Dans des cellules de mélanome, PBG semble déclelacheoduction d’EAO, ce induirait un
stress du RE qui a son tour active la voie mitodniate de I'apoptose dans la majorité des
lignées avec activation des caspases (voir schémang). En aval de la mitochondrie, PBG
est également capable de diverger vers une mamtigiee (voir schéma suivant).

Plumbagine

Caspase 9

Caspase 3

\

Fragmentation de
I ADN

- APOPTOSE

Schéma 1 : Conclusion de I'action de PBG sur les cellules de mélanome

L’étude de I'effet de PBG sur les cellules de métae nous a amené a questionner son effet
in vivo. Nous nous sommes demandés si PBG serait capaideiice de la nécrose et de
'apoptose comme dans le modéhevitro et si l'induction de la nécrose serait plus eitie
gue I'apoptose pour faire régresser les tumeunmiélanome. Nous avons mis au point une
étude pilote de PBG sur souris (Collaboration akéguipe du Dr Lionel Larue, Institut
Curie, Orsay).
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\
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Schéma 2 : Protocole expérimental de I'étude de PBG in vivo

La moitié des souris est greffée avec des cellules SK28 et l'autre moitié avec des cellules Lu1205.
Chaque groupe est divisé en 4 sous-groupes : Placébo (trois souris), faible dose 1 (trois souris), une
dose intermédiaire 1,5 (trois souris) et forte dose 2 (quatre souris).

Les souris ont été greffées avec des cellules denodes SK28 ou Lul205 en sous-cutané
au niveau du flanc. Trois jours apres, les injexti@nt commencé avec du polyéthyléne
glycol (PEG) seul pour le groupe Placébo, 0.7 mgfgr le groupe SM1, 1.4 mg/kg pour le
groupe SM1,5 et 2 mg/kg pour le groupe SM2. L'éatian réguliére de la taille des tumeurs
a permis de connaitre I'effet de PBG sur la régmestumorale. L'étude histologique des

tumeurs prélevées sur les souris permet de délimrprécisément le role de PB®vivo.

Souris greffées avec SK28

—&— Placebo

—&—SM1
SM1,5
SM2

volume des tumeurs (mm3

temps (jours)
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Souris greffées avec LU1205

—&—Placebo

—8—SM1
SM1,5

= SM2

volume des tumeurs (mm3

temps (jours)

Figure 6 : Progression du volume tumoral

Le volume des tumeurs a été évalué au cours de I'expérience. On voit en bleu la moyenne de
progression pour le groupe Placébo, en rose pour la faible dose, en jaune pour la dose intermédiaire
et en turquoise pour la faible dose.

Le nombre réduit d’animaux ne permet pas une éstdtstique. On n'observe peu de
variations dans les effets de PBG selon la dosie Fig.6). La faible dose semble méme plus
efficace. PBG semble ralentir la croissance tuneatlak cellules de mélanome.
Les études de d'immunohistochimie (IHC) pour mardaeaspase 3 activée n’ont pas abouti
en ce qui concerne I'évaluation de I'apoptose. dtdiogie révele la présence de nécrose dans
toutes les tumeurs (SK8 et Lu1205).

SK28

nécrose
— I\

~ 60%+10

e,
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Figure 7 : Evaluation des plages de nécrose dans les tumeurs

La proportion de plages de nécrose des tumeurs SK28 et Lul205 a été évaluée pour les tumeurs du
groupe Placébo, de la faible dose (SM1), de la dose intermédiaire (SM1,5) et de la forte dose (SM2).

Des plages de nécrose sont présentent dans lesrsi®k28 et Lul205 Placébo et traitées
avec PBG (voir Fig.7). Dans les tumeurs des plaséto observe deux fois plus de nécrose
dans les SK28 par rapport aux Lul501. Il sembledguns les tumeurs Lul205, PBG diminue
la proportion de nécrose tandis qu’elle reste élésée dans les tumeurs SK28. L'effet de
PBG sur l'induction de la nécrogevitro ne semble pas reproductibtevivo.

L’effet de PBG sur la prolifération des tumeursté @esuré par le comptage des cellules en
mitoses et l'utilisation en IHC de Ki67 (marquewsdellules cyclantes).

SK28
100 - 0 Nombre de mitoses m Marquage Ki67 (%)
90 ! B
80 -
70 +
60 -
50 4
40 4
30 -
20 +
10 +
0 i

PCB SM1 SM1,5 SM2
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Figure 8 : Mesure de la prolifération des cellules tumorales

Le comptage du nombre de cellules en mitose ainsi que la quantification du marquage Ki67 ont été
évalués dans les tumeurs SK28 et Lul1205. PCB : Placébo, SM1 : dose faible de PBG, SM1.5 : dose
intermédiaire de PBG, SM2 : dose forte de PBG. Comptages effectués sur 3 a 4 tumeurs par groupe.

En I'absence de traitement, il y a une plus fortdifération dans les tumeurs générées par les
cellules SK28 par rapport aux Lul205. On observe tendance a la diminution de la
prolifération (mitoses et Ki67) suite au traitem@ar PBG des tumeurs SK28 (voir Fig.8).
Pour les tumeurs Lul205, on observe une tendatecdiminution du nombre de mitose entre
le placébo et la forte dose (voir Fig.8). Le marqui€i67 ne montre pas d’amélioration de la
prolifération apres traitement par PBG, la dosermgdiaire semble méme augmenter la
prolifération.

Nous avons déterminé I'effet de PBG sur 'angiogenpar comptage des vaisseaux au sein
des tumeurs SK28 et Lu1205.

6 @ SK28

Nombre de vaisseaux
w
‘

SML1,5 SM2

40

W Lul205

30
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10

Nombre de vaisseaux
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Figure 9 : Evaluation de I'angiogenése
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Les nombres de vaisseaux sanguins présents dans les tumeurs SK28 et Lul205 Placebo (PCB) ou
traitées PBG (SM1, 1.5 et 2).

Le comptage du nombre de vaisseaux sanguins dansirieeurs révele que les tumeurs
Lul205 sont beaucoup plus vascularisées que lesunsnSK28. Le traitement par PBG a

pour effet de diminuer le nombre de vaisseaux foet® dans les tumeurs SK28 et plus

modérément dans les tumeurs Lu1205 (voir Fig.9).

L'étudein vivo montre des effets de PBG différents en comparaisolétudein vitro et des
étudesin vivo de la littérature. Les résultats de cette étuaé daonfirmer sur un plus grand
nombre de souris. Un traitement par la plus faildse (0,7 mg/kg b.w.) semblerait suffisant

pour observer les effets de PBG.
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Discussion et perspectives

La résistance a l'apoptose est une caractéristigiecipale acquise par les cellules
cancéreuses (Hanahan and Weinberg 2000). Il esbrieng d’étudier les voies de mort
cellulaire et de résistance pour sensibiliser Ehiles a la mort et contrer ou contourner la
chimiorésistance tumorale. La sensibilisation amlart cellulaire est, en effet, un axe
thérapeutique important dans la lutte anti-tumorBkns ce but, il est intéressant de cibler la
mitochondrie qui est un intégrateur central desaigations apoptotiques (Kroemer 2003;
Berridge, Herst et al. 2009; Ralph and Neuzil 2@09da, Galluzzi et al. 2010). Des signaux
en provenance des récepteurs de mort et des aggmoyau, RE ou lysosome), suite a
lapparition d'un stress ou d'une altération, vardnduire a la stimulation de la voie
mitochondriale de I'apoptose (Brenner and Kroem@d(2 Breckenridge, Germain et al.
2003; Chwieralski, Welte et al. 2006; Le Bras, Retal. 2006). Diverses protéines peuvent
intervenir pour former des pores au niveau des manels (externe et/ou interne)
mitochondriales (Kroemer, Galluzzi et al. 2007).rriRiaces protéines, ANT, constituant
majoritaire de la MIM, forme un canal dans la MIMI &ein du PTP en conditions
apoptotiques (Halestrap and Brenner 2003). ANT ttimies donc une cible putative pour
induire I'apoptose en thérapie anti-tumorale. LagW’ANT en tant que cible thérapeutique
nécessite de prendre en compte la diversité déessEsmes. Au démarrage de notre étude,
guatre isoformes d’ANT étaient identifiées : ANTZ,,3 et 4. Seuls les rbles des isoformes
ANT 1, 2 et 3 étaient connus. Les isoformes 1 diANT étaient décrites comme ayant un
réle pro-apoptotique tandis que l'isoforme 2 étmnhnu pour son action anti-apoptotique.
Nous nous sommes ainsi attachés a identifier le d& l'isoforme ANT4, nouvellement
identifiée, dans la signalisation apoptotique. Da@sut, nous avons surexprimé la protéine
ANT4 dans des cellules cancéreuses humaines (HeHa29) et étudié différents effets de
cette isoforme en I'absence de stimulus apoptotejusiite au traitement par LND (cible le
PTP) et Sts (inhibe la PKC). Les observations ffessed’ANT4 ont été comparées avec ceux
de I'isoforme ANTS3 (pro-apoptotique).

Nous avons observé qu’ANT4 ne modifie ni la morpga cellulaire, ni le réseau
mitochondrial et n’a aucun effet sur la respiratmailulaire. ANT4 modifie néanmoins la
production d’EAO intracellulaires. La surexpresstbANT4 conduit a une diminution des
H,0, alors que le taux d’© mitochondrial reste inchangé. Ceci pourrait s’e@r par une
baisse d’expression ou d’activité des SOD qui cdisgent les @ en HO, ou encore par
une augmentation d’expression d’'une enzyme détmkdi les HO, (catalase, glutathion

péroxidase...). La SOD mitochondriale (SOD2 ou MnSQidptéine de la matrice, pourrait
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interagir fonctionnellement avec ANT4, bien queteébteraction n’est pas été identifiée par
'étude de l'intéractome d’ANT (Verrier, Deniaud at. 2004). Il est cependant difficile
d’'imaginer qu’'une modification de l'activité¢ de BOD2 n’est pas de répercussion sur la
concentration d'@ mitochondriaux. Nos résultats ont montrés le raigi-apoptotique
d’ANT4 suite aux traitements de cellules cancéreupar deux traitements différents
spécifiques de la voie intrinseque : LND et Stsn®ee cas la surexpression d’ANT produit le
méme effet que la surexpression d’ANT2. L’étude pasametres mitochondriaux a montré
une activité inhibitrice d’ANT4 a l'inverse d’ANT3Dans le cas du traitement LND, nos
résultats sur la non-activation de la voie intrqe® expliquent I'absence d’activation de la
caspase 9. Cependant, le traitement par Sts dakeseANT4 induit le clivage de la caspase 9
alors qu’il ne permet pas l'activation de la voigaohondriale de I'apoptose. Le clivage de la
caspase 9 présuppose une sortie de cyte l'espace inter-membranaire. Aucune
perméabilisation n’étant détectée par le test cadeobalt qui refléte la perméabilisation de
la MIM, il s’agirait ici d’'une perméabilisation da MEM impliquant des canaux Bax/Bak ou
Bax/VDAC. Le traitement Sts des cellules ANT4 nedisant pas a une fragmentation de
'ADN (SubGl), il semble que le clivage observéldecaspase 9 ne correspond pas a une
activation de cette caspase. La pro-caspase 9emeskffet, capable de s’auto-activer en
'absence de la formation de I'apoptotosome maisndoune caspase 9 inactive, incapable
d’activer la cascade les caspases exécutricesniken Deveraux et al. 1999; Twiddy and
Cain 2007). Une autre hypothése serait la présahuicetaux élevé d’'inhibiteurs de caspases
(IAPs) dans les cellules surexprimant ANT4. L'exgmien élevée de ces protéines anti-
apoptotiques permettrait de garantir I'effet aqoptotique des cellules ANT4. Cependant
cela n’explique pas l'effet inhibiteur sur la PMMaitgré la diminution de Bcl-2 dans les
cellules ANT4. L'inhibition de la PMM pourrait étrexpliquée par l'augmentation
d’expression de Bclxou une baisse d’expression de Bax qui n'ont paggidies.

Dans cette étude nous avons démontré que l'isofédiiB4 a un réle anti-apoptotique dans
des cellules cancéreuses. Ce role semble compasaloielui de I'isoforme ANT2. Les
différentes isoformes seraient capables d’interagiec des partenaires différents qui
favoriseraient soit la fonction translocateur, $aifonction pore. Il serait donc intéressant de
cibler certaines isoformes d’ANT dans un but thétdjgue. ANT4 est anti-apoptotique mais
son expression est cantonnée chez 'lHomme au daieerveau et aux testicules. L'ANT2
guant a elle est fortement exprimée dans les eslipitolifératives, les lignées tumorales et les
tumeurs humaines (Le Bras, Borgne-Sanchez et 86)2Me par son profil d’expression,
ANT2 semble une cible préférentielle dans le tragat anti-tumoral ((Sharaf El Dein,

Mayola et al. 2011), voir en annexe). Plusieursi&uwont tenté de cibler I'isoforme ANT2 en
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diminuant son expression dans des modeles de cangém etin vivo. Le Bras et al ont mis
evidence une sensibilisation de cellules tumoralesmort cellulaire suite a la diminution de
'expression d’ANT2 par ARN interférence (Le Brdorgne-Sanchez et al. 2006). Par la
méme technique, Jang et al ont montré une inductiapoptosein vitro et une régression
tumoralein vivo (Jang, Choi et al. 2008). Ces études montrertélr@ de cibler ANT2 & des
fins thérapeutiques. L’élaboration de thérapiesablgs de moduler I'expression d’ANT2 ou
d’interagir directement et de facon spécifique a&bid2 serait particulierement intéressante.
De méme, induire la conformation de pore d’ANT endifiant les interactions avec des
protéines anti-apoptotiques, comme Bcl-2, congtiiteune thérapie anti-cancéreuse
prometteuse. Certains agents ont déja été idenpf@r leur capacité a induire la fonction de
pore d’ANT in vitro sur des protéoliposomes ANT (voir Annexe, tableauDes peptides
avec des séquences BH3, des acides gras a chaime @ropionate/acétate), le ganglioside
3-7-aldéhyde et un peptide dérivé de la protéimale/iVpr (Vpr 52-96, TEAM-VP) sont
capables d’induire la voie mitochondriale de I'afmge sur lignées cellulaires et d’induire
'ouverture d'un pore ANT (Zamzami, El Hamel et aD00; Jacotot, Ferri et al. 2001; Jan,
Belzacq et al. 2002; Brenner, Kniep et al. 201®s @eptides et ces molécules qui ciblent
ANT pourraient servir d'agents thérapeutiques aatieéreux. D’autres molécules plus
étudiées comptent ANT parmi leurs cibles (voir Axmetableau 2). Arsénite et Lonidamine
sont capables d’induire la conformation de pore NiTAainsi que l'apoptose de cellules
cancéreusefn vitro et in vivo. De plus Arsénite est utilisé dans le traitemesmtcdncers
hématologiques (leucémie promyélocytique, myélomatipie) et Lonidamine est en essai
clinique de phase Il contre le glioblastome etdacer des ovaires (Larochette, Decaudin et
al. 1999; Belzacq, El Hamel et al. 2001; Oudardip€atier et al. 2003). Cibler ANT et
induire sa conformation de pore membranaire est dore stratégie thérapeutique anti-

tumorale prometteuse.

Certaines cellules tumorales, comme les mélanomEsentent une résistance a la mort
cellulaire particulierement élevée. La chimiorémisie acquise du mélanome en fait un cancer
agressif car aucun traitement disponible ne permeet’éliminer. Cette caractéristique du
mélanome est le résultat de I'activation de plusiewoies de survie (NkB, MAPK,
PI3K/Akt) associé a un niveau élevé d’expressiopmeines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-
XL, Mcl-1, ML-IAP...). D’autres stratégies permettent mélanome de tirer partie des stress
cellulaires (stress du RE, stress oxydant, almatde I'’ADN) pour amplifier I'activation des
voies de survie et augmenter I'expression des ipegéanti-apoptotiques. De plus, certains

effecteurs des voies de survie participent a lgmssion tumorale et au développement de
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métastases (par exemple, mTOR activé en aval dg8kassocié a un mauvais pronostic du
mélanome, (Populo, Soares et al. 2011)). Plusithesapies ciblées sont en cours de
développement pour inhiber spécifiquement des pregéanti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-x
Mcl-1) ou des membres des voies de survie (B-RBKPmTOR). Notre étude a porté sur
'étude de deux molécules (WFA et PBG) issues dmtps médicinales et qui suscitent
beaucoup d’intérét actuellement pour leur carastigtie anti-tumorale. Les publications sur
ces molécules mettent en avant leurs effets ptges sur de nombreux modeles de cancer
vitro etin vivo. Nos travaux ont eu pour but d’étudier les effi#sWFA sur des cellules de
mélanome et d’établir les mécanismes d’action dé B& la mort cellulaire des mélanomes.
Nous avons montré que WFA induit la mort des cefiitde mélanome par apoptose. WFA est
responsable du déclenchement des évenements dptbap mitochondriale. Ces événements
meénent a une perméabilisation compléte des mendbmitechondriales avec relargage du
cyt c et activation de la voie des caspases. L'ouverduré® TP ne semble pas, dans ce cas,
pouvoir expliquer la perméabilisation de la membrarierne. L'inhibiteur du PTP, CsA, n'a
aucune incidence sur les évenements mitochondri@g.inhibe spécifiquement la liaison de
cyclophiline D sur ANT. Des résultats préliminainemntrent qu’un inhibiteur de VDAC,
Dids, n’a pas d'effet non plus. Nous avons montug& dax est impliqué mais il peut
intervenir soit comme membre d’un canal, soit corméggilateur positif. Il s’agirait soit d'un
probleme de spécificité des inhibiteurs pharmagees, soit d’'un pore de composition
protéique différente de celle que nous connaisddoss avons vu que WFA ne semble pas
agir sur la mitochondrie directement mais via laduction d’'EAO. WFA induit des £ et
H.,O, mais il semble que l'inhibition de I'#D, par la catalase suffirait & stopper la mort
induite par WFA. L'inhibition de paramétres mitociuviaux et de la fragmentation nucléaire
par I'antioxydant NAC nous mene a conclure a urtgifo-oxydant de WFA qui déclenche la
mort apoptotique par la voie intrinseque. Cettepapge est facilitée par une diminution de
I'expression de Bcl-2, inhibiteur de la PMM. Nosuéats sur I'expression de la protéine Bcl-
2 confirment certains résultats de la littératudé,(Lee et al. 2008; Stan, Hahm et al. 2008).
Les résultats concernant la protéine Mcl-1 difféerees données obtenues sur cellules
leucémiques (Oh, Lee et al. 2008) mais confirmest fésultats obtenus sur cellules de
carcinome mammaire (Stan, Hahm et al. 2008). Lt faugmentation du niveau de Mcl-1
observée par western blot est contradictoire anecaation pro-apoptotique de WFA malgré
'apparition de la forme Mcl-1S qui est pro-apopae. Cela pourrait s’expliquer par la
fonction d’inhibition du protéasome déja décritaip®V/FA (Yang, Shi et al. 2007). En effet,
la protéine Mcl-1 a un cycle de vie relativementida car elle est dégradée par le protéasome

(Warr and Shore 2008). Une inhibition du protéasopoairrait ainsi résulter en une
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accumulation de protéines Mcl-1 polyubiquitinéessNésultats ne nous permettent pas de
savoir si les protéines Mcl-1 de nos cellules iehilades protéines pro-apoptotiques ou si elles
sont inactives mais accumulées faute de dégradataidosomale.

Nos résultats, concernant I'action de PBG sur lésanomes, montrent I'induction de deux
types de mort cellulaire. PBG est capable de débkmune mort apoptotigue ou une mort
aux caractéristiques nécrotiques. La mort nécretiqduite par PBG ne semble pas étre de la
nécroptose, la nécrose induite récemment décritedppami et al (Hitomi, Christofferson et
al. 2008). PBG, dans toutes les cellules testéesmeaer a I'activation de la voie
mitochondriale. Tout comme pour WFA, les EAO ontrale central dans le déclenchement
de ces événements. Une nouveauté apportée paehadies en plus de la mise en évidence de
la nécrose, est limplication du RE. Nos expériensair organites isolés montrent une
putative action directe, et donc une nouvelle cijdar PBG. Cependant, comme pour I'étude
sur WFA, il ne s’agit pas d’organites isolés ddutes cancéreuses qui pourraient montrer des
résultats différents. Sur nos cellules, nous av@ndié I'expression de la chaperonne Grp78,
protéine clé de l'initiation de la réponse UPR, liggée dans les trois signalisations de
réponse au stress du RE. L’augmentation de I'esmegle la chaperonne Grp78 penche pour
une implication du RE et I'induction d’'un stress REil serait intéressant d’approfondir. Les
effets de PBG, jusqu’au déclenchement de la voiealnondriale, seraient semblables dans le
cas de I'induction de I'apoptose comme dans ledeakinduction de la nécrose. Nous avons
identifié la divergence de ces deux signalisatianshiveau de la cascade des caspases. Les
cellules dans lesquelles PBG induit de I'apoptasient les caspases initiatrice (caspase 9) et
exécutrice (caspase 3) activées. Dans la lignédaet ou PBG induit de la nécrose (SK28),
la caspase 9 est activée mais pas la caspasen@ct@se adviendrait donc faute d’activation
des caspases exeécutrices dans la lignée SK28.e8dtats peuvent s’expliquer soit par une
spécificité de cette lignée cellulaire, soit pae spécificité de cette molécule. La nécrose,
dans certains cas, constitue une mort par défamtadune déplétion en ATP nécessaire a
I'activation des caspases (Leist, Single et al.7J98ous avons remarqué que la lignée SK28
permet l'activation des caspases suite au traiteppan STS, il nous semble donc que la
lignée SK28 présente un taux d’ATP suffisant paenmettre I'activation des caspases. Apres
traitement par PBG de la lignée SK28, on observeliwage de la caspase 9 (plus visible a
4uM de PBG). Il semblerait donc que PBG ne dimipas assez la concentration en ATP
pour empécher l'activation de la caspase 9 danselges. Une spécificité de la lignée
SK28 par rapport aux autres lignées testées ¢atixebasal d’EAO. La figure 4 du manuscrit
portant sur I'’étude WFA montre les taux d'Oet de HO, dans les quatre lignées de

meélanome. La ligne SK28 présente presque 20% diétectés par la sonde MitosoxRed et
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environ 40% de bD, détectés par la sonde carboxy-DFFHDA. Les EAOestHO, en
particulier sont capables d’inhiber l'activité deaspases (Hampton and Orrenius 1997,
Hampton, Fadeel et al. 1998). L’activation de lapase 3 serait peut étre inhibée par le taux
élevé d'EAO dans les cellules SK28. Il est aussispe que cette spécificité provienne de la
molécule PBG. En effet, la molécule ménadione gtiuee naphthoquinone comme PBG est
capable d’'induire I'apoptose (Caricchio, Kovalerdoal. 1999; Criddle, Gillies et al. 2006)
mais également la nécrose (Sata, Klonowski-Stuni@é. €997; Niemczyk, Majczak et al.
2004). Nos résultats sur cellules SK28 traitées lpaaPBG rejoignent ceux de I'étude de
Verrax et al de 2004 sur une lignée de carcinonpatioéellulaire traitée par ménadione
(Verrax, Cadrobbi et al. 2004). Dans cette étudénadione induit une mort cellulaire non-
apoptotiqgue indépendante de l'activation de la &ssp3 en présence d'ascorbate qui
potentialise la production d’'EAO (et plus partiesément de bD,) par la ménadione.
L’induction de la mort cellulaire par les naphthownes passe par la production d'EAO et
plus particulierement des,8, dans le cas de la nécrose. Les lignées qui, COBINES,
présentent une concentration élevée g@;Hbourraient étre plus sensibles a l'induction de la
nécrose plutdét qu’'a I'apoptose. La méme équipéasatit ménadione et ascorbate a montrée,
dans une lignée de carcinome mammaire, que cerraitt induit un stress oxydant capable
de déclencher un stress du RE (Dejeans, Tajeddiak 2010). Le mécanisme d’action de
PBG pourrait étre le méme dans notre cas. PBGfaimentré dans les cellules, provoquerait
une augmentation du taux d’EAO qui induirait uresr du RE et une activation de la voie
mitochondriale. Le stress oxydant (et plus par@érament HO,) peut, en effet, déclencher
un relargage de Gapar le RE (Sauer, Diedershagen et al. 1997; \Idsel et al. 1997). Le
déclenchement d’un stress RE permettrait d’amplifsetivation de la voie mitochondriale.
Selon le taux initial d’EAO intracellulaire on olpge alors l'induction soit de I'apoptose, soit
de la nécrose.

Dans notre modele, I'action de WFA et PBG semblargyour point de départ la production
d’EAO. Nos résultats montrent que c’est la fonctwa-oxydante de nos deux molécules qui
déclenche la signalisation de mort cellulaire. WIRduit la formation d’'Q” que nous avons
localisé au niveau de la mitochondrie par le magguislitosoxRed. Cependant, ces @e
sont pas nécessairement produits au niveau der@gdraae mitochondriale. lls peuvent étre
produits par des complexes NOXs au niveau de labreame plasmique et de la membrane
des organites cellulaires. NOX4 a été identifié m@mune oncoprotéine dans le carcinome
mammaire (Graham, Kulawiec et al. 2010). Graharal @nt montré que NOX4 agit via la
production d’EAO a la mitochondrie. WFA pourraitémagir avec les NOXs au niveau des

membranes et augmenter le niveaudQes NOX4 étant surexprimés dans les mélanomes,
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WFA pourrait induire majoritairement desQx la membrane mitochondriale. PBG est une
guinone dont la cytotoxicité est décrite pour famervenir un cycle redox (Kappus 1986). A
leur entrée dans la cellule les quinones subisseatréduction d’'un électron par I'enzyme
microsomale NADPH-cytochrome P450 réductase ouzyere mitochondriale NADH
ubiquinone oxydo-réductase. La semi-quinone qugérgtrée par cette réaction va participer
a des réactions d’oxydo-réduction et former des (®appus 1986). Inbaraj et Chignell ont
montré, dans des kératinocytes, que ce mécanisniéeada principale source de toxicité de
PBG (Inbaraj and Chignell 2004). Les ' @énérés par PBG sont convertis eXdkqui lors de
leur détoxification vont diminuer la concentratide glutathion réduit (GSH, antioxydant
cellulaire). WFA et PBG agissent donc en surchargkss cellules en EAO et pour PBG en
diminuant les réserves d'antioxydant cellulaire. fuatéine Bcl-2 joue un rble dans la
régulation des EAO (Chen and Pervaiz 2009; Susmtemg et al. 2009). Il protége les
cellules d'un stress oxydant au niveau de la miadhie en régulant la fraction
mitochondriale de GSH (Zimmermann, Loucks et ai7J0Le taux d’expression de Bcl-2 est
donc le reflet du taux d’antioxydant mitochondrige qui expliquerait que les lignées
MEL501 et SK28 soient les moins sensibles a l'effet WFA. La baisse du niveau
d’expression de Bcl-2 par WFA induit une diminutialu blocage des protéines pro-
apoptotiques et de la réserve de GSH mitochondtieke fonctions d’inhibition de la PMM et
d’antioxydant de Bcl-2 sont toutes les deux inhibé@e qui participe a linduction de
'apoptose. De plus, il a été montré que les EA@trédent I'expression des membres de la
famille Bcl-2 (Li, Ueta et al. 2004). Li et al ontontré que les EAO sont capables d’inhiber
'expression de Bcl-2 (Li, Ueta et al. 2004). L’ibliion de I'expression de Bcl-2 suite au
traitement par WFA serait donc une conséquencéldipro-oxydant de WFA.

Dans nos cellules de mélanome, les effets de WH2B& reposent donc sur leur effet pro-
oxydant. Nous avons vu dans lintroduction que teess oxydant est impligué dans la
résistance des mélanomes et notamment via I'aictivaes voies MAPK et NkB. Le stress
oxydant est donc une cible thérapeutique intérésgaour traiter les cancers et le mélanome
en particulier. L’action pro-oxydante de WFA et PRG font des molécules prometteuses
pour le traitement du mélanome. Leur efficacité rpaiti étre renforcée par le buthionine
sulfoximine, molécule capable de dépléter les tadlen GSH.

Nous avons étudiés les mécanismes d’action de WtHAB& dans un modéle de lignées
cellulaires de mélanome. L'utilisation de quatgnées nous permet de prendre en compte
'hétérogénéité des tumeurs. Le modéle cellulaist mdispensable dans I'étude de

mécanismes cellulaire et moléculaire. Cependants Sommes amenés a nous interroger sur
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la pertinence de ce modéle. Jusqu’ou les lignéidaiees de mélanomes reproduisent-elles
la tumeur de mélanome ? Et, a fortiori, les méeaasmis en évidence adviendraient-ils dans
les tumeurs de mélanomes ? Avant de tester de esiv@olécules sur nos lignées de
mélanome, nous avons testé des molécules utilm@ahimiothérapie ou en tests cliniques
(cisplatine, lonidamine, melphalan, arsénic tri@xitlinicamycine). Nous avons aussi utilisé
staurosporine comme témoin positif de I'inducticapdptose. Ces molécules ne permettent
pas I'amélioration de la survie des patients atsetiun mélanome. Cependant, nos cellules
de mélanomes sont tuées par ces molécules, bianugg dose supérieure de celle utilisée
pour la plupart des lignées cancéreuses. |l semqumeles lignées cellulaires ne reproduisent
pas la résistance caractéristique des tumeurs tEnomée. Notre modéle ne prend pas en
considération le microenvironnement tumoral. Celtssrelations des cellules tumorales de
mélanomes avec les kératinocytes et les fibroldastat altérées et les interactions directes
mélanocytes-kératinocytes sont perdues (Haass, |S§mait al. 2004). L'étude du
microenvironnement des tumeurs est récente et p@ssible que de nouvelles interactions
impliquées dans la résistance des mélanomes semanour. Une autre différence entre le
modele cellulaire et le tissu tumoral est la quardioxygéene, paramétre important quand on
s’intéresse au stress oxydant. Dans la peau, caame les autres tissus, les cellules sont en
conditions hypoxiques (10 a 0,5% d)O(Bedogni and Powell 2009) qui ne sont pas
reproduites dans nos conditions de culture cefllaBedogni et Powell rapporte que
’hypoxie au niveau de la peau améliore la protifém des mélanocytes et favoriserait leur
transformation maligne, en partie due a la statibe de HIF-& (hypoxia inducing factor
1la) (Bedogni and Powell 2009). L’hypoxie est égalemienpliquée dans l'activation de
signalisations induisant I'angiogénie, la migratien les métastases (Bedogni and Powell
2009). La condition hypoxique participe donc au elégpement et a la progression du
mélanome (Michaylira and Nakagawa 2006). De ples, EAO sont augmentés en hypoxie et
ils régulent positivement I'expression de HI&-(LIuis, Buricchi et al. 2007). Le taux élevé
d’EAO in vivo pourrait favoriser I'action des molécules pro-oagtes WFA et PBG. Notre
étude PBG préliminaire dans un modéle de sourisunuuéficientes xénogreffées avec des
cellules de mélanome humain montrent des résuttiftdrents de I'étuden vitro. PBG
semble efficace au moins pour ralentir la croissammorale. Nos résultats ne penchent pas
pour l'induction d’une signalisation de mort ceflie par PBGn vivo mais plutt vers un
effet anti-angiogénique. Les tumeurs formées macédlules SK28 présentent une plus faible
vascularisation que les Lu1205 et sGrement un dda&O plus élevé. Dans les deux types de
tumeurs on a observé un effet anti-angiogéniquBRi8. Cet effet semble plus fort dans les

tumeurs SK28 (plus de la moitié de vaisseaux emsyoll s’agit d'un effet prometteur et il
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serait intéressant d’étudier les mécanismes mig@nLe modelen vivo que nous avons
utilisé nous a permis de mettre en évidence de s mécanismes d’action de PBG dans
les cellules de mélanome. Cependant les souris mod@ficientes xénogreffées avec des
cellules humaines présentent des limites pour depre le microenvironnement tumoral et
notamment l'interaction avec les macrophages i@pidermiques. Notre modéle cellulaire
pourrait étre amélioré par la culture cellulaire 3D, la culture en incubateur hypoxique
voire la co-culture avec des cellules du microemviiement des mélanomes. Il est
évidemment nécessaire de passer du madeéldro au modéleén vivo, mais la présence des
cellules immunitaires serait intéressante pouru®rafous les mécanismes impliqués par les

traitements testés.
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ANNEXE

Revue : The Adenine Nucleotide Translocase 2, a Mithondrial Target for Anticancer

Biotherapy.
Sharaf El Dein O, Mayola E, Chopineau J, Brenner C.

Curr Drug Targets. 2011 Jan 26. (Epub ahead of)prin

La protéine mitochondriale ANT est impliquée damsléclenchement de la perméabilisation
des membranes mitochondriales (PMM) et la formatidan pore I|étal suite au
déclenchement d’une signalisation apoptotique.réssltats de I'étude de I'isoforme ANT4
dans I'apoptose montrent que les isoformes intesagi avec des partenaires différents pour
favoriser la fonction translocateur ADP/ATP ou dadtion pore létal (Gallerne, Touat et al.
2010). L'isoforme anti-apoptotique ANT2 est surempre dans des lignées cancéreuses et
des tissus tumoraux (Le Bras, Borgne-Sanchez eRCfl6). Son invalidation par ARN
interférence permet la sensibilisation de celldascéreuses a I'apoptoBevitro (Le Bras,
Borgne-Sanchez et al. 2006) &t vivo (Jang, Choi et al. 2008). L'ANT et plus
particulierement ANT2 sont des cibles potentielfgsur induire I'apoptose des cellules

tumorales.

Nous rappelons ici le role d’ANT dans la signalsatapoptotique. Nous présentons les
molécules et peptides capables d’interagir avec ANTd'induire sa fonction pore pour
sensibiliser les cellules cancéreuses a l'apopt&sdin, nous discutons l'intérét de la
modulation de I'expression d’ANT2 comme stratégierapeutique anti-tumorale.
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