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5-FU : fluorouracile 

6-his : tag de 6 résidus histidines 

A loop : ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ 

AA : acide aminé 

Ac : anticorps 

ADCC : cytotoxicité cellulaire dépendante 
des anticorps 

ADN : acide désoxyribonucléique 

AINS : anti-inflammatoires non stéroïdiens 

Alk : anaplastic lymphoma kinase 

AML1 : acute myeloid leukemia 1 protein 

APS : adaptor molecules containing PH 
and SH2 domains 

ARNm : acide ribonucléique messager 

ATP : adenosine triphosphate 

Bad : Bcl-2-associated death promoter 

Bcl-2 : B-cell lymphoma 2 

Bcl-XL : B-cell lymphoma-extra large 

Bcr-Abl : protein de fusion breakpoint 
cluster region - Abelson 

Bim : B-cell lymphoma 2 interacting 
mediator of cell death 

BouĐle A : ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ 

BRAF : equivalent cellulaire de v-raf (Virus-
induced Rapidly Accelerated 
Fibrosarcoma) 

C helix : hélice de contrôle 

Ca2+ : ion calcium 

CaMKII : Ca2+/calmoduline-dépendante 
protéine kinase II 

CBF : core binding factor 

Cbl : E3 ubiquitine-ligase Casitas B-lineage 
Lymphoma 

CCND1 : cycline D1 

CD : cluster of differenciation 

CDC : cascade du complément 

CDK4 : cyclin-dependant kinase 4 

CDKN2A : cyclin-dependant kinase 2a, ou 
p16 

CDR : complementarity determining 
region 

CH : domaine constant de la chaîne lourde 
d͛uŶ aŶtiĐoƌps 

CHK : Csk homologous kinase 

CHO : Đellule d͛oǀaiƌe de haŵsteƌ ĐhiŶois 

CHO-KL : cellules CHO sécrétant du SCF 

Co-IP : co-immunoprécipitation 

CSD : chronic sun-induced damage 

CSF-1 : Colony stimulating factor 1 
receptor 

CTLA4 : Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 

Cy : cyanine 

DAG : diacylglyécrol 

DAPI : 4',6'-diamidino-2-phénylindole 
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DFG : motif Asp-Phe-Gly de la boucle 
d͛aĐtiǀatioŶ 
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ECD : domaine extracellulaire 

EGFP : enhanced green fluorescent 
protein 

EGF‘ : ƌĠĐepteuƌ à l͛eŶdothelial gƌoǁth 
factor 

ELISA : enzyme linked immunosorbent 
assay 

Endo H : N-acetylglucosaminidase H 

EpCam : ŵolĠĐule d͛adhĠsioŶ des Đellules 
épithéliales 

EPHA2 : ephrin type-A receptor 2 

EPO : érythropoïétine 
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fragment Fc de l'IgE 

FDA : food and drug administration 

FDC-P1 : factor-dependent cell progenitors 

FGFR : récepteur au fibroblast growth 
factor 

FL : ligand de FLT3 

FLT3 : récepteur Fms-like tyrosine kinase 3 

Gab2 : Grb2-associated-binding protein 2 

GDP : guanosine diphosphate 

GIST : gastro-intestinal stromal tumor 

GNNK : motif Gly-Asn-Asn-Lys du domaine 
extracellulaire de KIT 

Grb2 : growth factor receptor-bound 
protein 2 

GSK-3 : glycogen synthase kinase 3 

GST : gluthation S-transférase 

GTP : guanosine triphosphate 

HER : human epidermal growth factor 
receptor 

HMC : human mast cell leukemia 

Hsp90 : heat shock protein 90 

HZ4-FeSV : Hardy-Zukerman 4 Feline 
Sarcoma Virus 

ICC : cellules interstitielles de Cajal 

ICD : domaine intracellulaire 

IF : immunofluorescence 

IFN : interféron 

Ig-like : immunoglobulin-like 

IHC : immuno-histochimie 

IL-2 : interleukine 2 

IP3 : inositol triphosphate 

IPTG : IsopƌopǇl β-D-1-
thiogalactopyranoside 

ITK : inhibiteur de tyrosine kinase 

Jak : Janus kinase 
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JNK : c-Jun N-terminal kinases 

Kb : kilobase 

KD : kinase dead 

kDa : kilodalton 

KID : kinase insert domain 

LAM : leucémie aiguë myéloïde 

LB : lymphocytes B 

LLC : leucémies lymphoïdes chroniques 

LMC : leucémie myéloïde chronique 

LT : lymphocyte T 

LTh : lymphocyte T helper 

MAPK : mitogen-activated protein kinases 

MBP : maltose binding protein 

MC : mastocytose cutanée 

MFI : moyenne de fluorescence 

MS : mastocytose systémique 

mTOR : mammalian Target Of Rapamycin 

MYH11 : myosin, heavy chain 11 

NF1 : neurofibromatose 1 

NGF : nerve growth factor 

NK : lymphocyte natural killer 

NT : non traité 

OMS : organisation mondiale de la santé 

PD-1 : récepteur programmed cell death-1 

PDGFR : platelet derived growth factor 
receptor 

PDK1 : phosphoinositide-dependent 
kinase-1 

PE : phycoerythrine  

PGNase : peptide N-glycosidase 

PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase 

Pip2 : phosphatidyl inositol diphosphate 

PIP3 : phosphatidyl inositol (3,4,5)-
triphosphate 

PKC : protein kinase C 

PLC: phospholipase C 
PSMA : prostate specific membrane 
antigen 
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RTK : récepteur tyrosine kinase 

SCF : stem cell factor 
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SDH : succinate déshydrogénase 

Sf9 : cellules d͛iŶseĐte “podoptoƌa 
frugiperda 

SFK : src family kinase 

SH2 : src homology 2 

Shc : Src homology 2 domain containing 

Shp 1/2 : Src homology region 2 domain-
containing phosphatase-1 / 2 

Sl : steel 

SMC : cellules du muscle lisse 

SOCS : Suppressor Of Cytokine Signaling 
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Sos : son of sevenless 

SS : séquence signal 

Stat : Signal Transducer and Activator of 
Transcription 

“VF : sĠƌuŵ de ǀeau fœtal 

Syk : Spleen tyrosine kinase 

TGF : transforming growth factor 

TIE-2 : tyrosine kinase with 
immunoglobulin and EGF homology 
domains 

TNF : facteur de nécrose tumorale 

Tr-KIT : forme tronquée de KIT 

Tyrphostine : tyrosine phosphorylation 
inhibitor 

UV : ultraviolets 

VEGFR : Vascular Endothelial Growth 
Factor Receptor 

VH : fragment variable de la chaîne lourde 

VL : fragment variable de la chaîne légère 

W : white spotting 
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AVANT-PROPOS 

 

Ce travail de thèse a été réalisé au sein de deux équipes situées au Laboratoire de Biologie et 

de PhaƌŵaĐologie AppliƋuĠe ;LBPAͿ et à l͛IŶstitut de ‘eĐheƌĐhe eŶ CaŶĐĠƌologie de 
MoŶtpellieƌ ;I‘CMͿ. L͛ĠƋuipe du Dƌ AŶdƌĠ PğlegƌiŶ à l͛I‘CM est spĠĐialisĠe daŶs le Điďlage de 
différents récepteurs tyrosine kinase (RTK) comme la famille human epidermal growth factor 

receptor (HER) et Aǆl paƌ des aŶtiĐoƌps thĠƌapeutiƋues. Les thğŵes de ƌeĐheƌĐhe de l͛ĠƋuipe 
du Pƌ ChƌistiaŶ AuĐlaiƌ au LBPA poƌteŶt suƌ l͛iŶhiďitioŶ de ‘TK, plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt KIT, paƌ 
des molécules pharmacologiques.  

L͛oďjeĐtif iŶitial de cette thèse était le développement de nouvelles thérapeutiques visant à 

inhiber la voie Stem Cell Factor (SCF)/KIT oncogénique. KIT est un récepteur tyrosine kinase 

activé par la fixation de son ligand le SCF. Ils forment un axe de signalisation impliquée dans 

de nombreuses pathologies, notamment certains cancers. Nous avons donc choisi de cibler 

cet axe par différentes stratégies thérapeutiques. 

DaŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps, l͛iŶtƌoduĐtioŶ pƌĠseŶteƌa la phǇsiologie du ƌĠĐepteuƌ KIT et du “CF, 
ainsi que leur implication dans différentes pathologies, notamment en oncologie. Par la 

suite, nous aborderons les différentes stratégies de thérapie ciblée en oncologie, à savoir 

l͛utilisatioŶ de petites ŵolĠĐules phaƌŵaĐologiƋues iŶhiďitƌiĐes d͛aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue ĐlĠ 
daŶs l͛oŶĐogeŶğse et l͛utilisatioŶ d͛aŶtiĐoƌps ŵoŶoĐloŶauǆ. 

Nous présenterons ensuite les résultats obtenus par les 3 approches de ciblage de KIT 

adoptées duƌaŶt Đe tƌaǀail : tout d͛aďoƌd Ŷous dĠĐƌiƌoŶs la ŵise au poiŶt d͛uŶ test de 
criblage de petites molécules inhibitrices ; par la suite nous détaillerons la génération 

d͛aŶtiĐoƌps iŶtƌaĐellulaiƌes diƌigĠs ĐoŶtƌe le doŵaiŶe iŶtƌaĐellulaiƌe du ƌĠĐepteuƌ KIT. Puis 
Ŷous fiŶiƌoŶs paƌ eǆposeƌ la ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ d͛aŶtiĐoƌps ĐiďlaŶt le doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe de 
KIT (KIT-ECD). 
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I. LE ROLE PHYSIOLOGIQUE DE L’AXE KIT/SCF ET SON 

IMPLICATION EN PATHOLOGIE 

 

KIT est un récepteur membranaire portant une activité tyrosine kinase intracellulaire. La 

liaison de son ligand, le SCF, permet la dimérisation de KIT et l͛aĐtiǀatioŶ de l͛eŶzǇŵe. La 
sigŶalisatioŶ Ƌui eŶ dĠĐoule ƌĠgule de Ŷoŵďƌeuses foŶĐtioŶs de l͛oƌgaŶisŵe et peut paƌfois 
ġtƌe iŵpliƋuĠe daŶs des phĠŶoŵğŶes d͛oŶĐogeŶğse. 

1. PƌéseŶtatioŶ de l’aǆe KIT/SCF  

a) Rôle phǇsiologiƋue de l’aǆe KIT/SCF  

Au seiŶ d͛uŶ ġtre vivant, les différentes fonctions biologiques sont régulées grâce à des 

systèmes de communication entre les cellules. L͛aǆe “CF/KIT ƌepƌĠseŶte uŶe de Đes ǀoies de 
signalisation ; la liaison du SCF permet à une cellule exprimant le récepteur KIT à sa surface 

d͛iŶtĠgƌeƌ uŶ sigŶal ǀeŶaŶt de soŶ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt et de le tƌaduiƌe eŶ ƌĠpoŶse Đellulaiƌe. Le 
“CF et KIT soŶt eǆpƌiŵĠs de façoŶ siŵultaŶĠe daŶs diffĠƌeŶts lieuǆ de l͛oƌgaŶisŵe et soŶt 
esseŶtiels au dĠǀeloppeŵeŶt eŵďƌǇoŶŶaiƌe ; eŶ effet, l͛aďseŶĐe de KIT et/ou de SCF chez la 

souris se traduit par une mort in utero ou périnatale due à une anémie macrocytaire (Motro 

et al., 1991). 

L͛aǆe “CF/KIT permet également la régulation des fonctions de certains types cellulaires à 

l͛âge adulte. L͛Ġtude des souƌis pƌĠseŶtaŶt des ŵutatioŶs Ŷatuƌelles auǆ loĐi Steel (Sl) et 

White spotting (W) (codant pour le SCF et KIT respectivement) a permis de mettre en 

ĠǀideŶĐe les Ŷoŵďƌeuses foŶĐtioŶs du Đouple “CF/KIT. Ces souƌis, doŶt l͛aĐtiǀitĠ de l͛aǆe 
SCF/KIT est plus ou moins affectée en fonction des mutants, présentent un large spectre 

d͛altĠƌatioŶs de leuƌs foŶĐtioŶs phǇsiologiƋues : une anémie, une diminution de la fertilité, 

un défaut de la motricité intestinale, un défaut de pigmentation et une diminution des 

mastocytes ; celle-ci a pour conséquence une diminution des phénomènes inflammatoires 

(Motro et al., 1991). Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ paƌ la suite Ƌu͛à l͛Ġtat eŵďƌǇoŶŶaiƌe, KIT est eǆpƌiŵĠ 
dans les cellules impliquées dans ces différentes fonctions : les cellules souches 

hématopoïétiques, les mastocytes, les cellules germinales primordiales, les mélanocytes, les 

cellules interstitielles de Cajal (intestin) et les neurones. Le SCF est exprimé dans 

l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt de Đes Đellules loƌsƋu͛elles ŵigƌeŶt puis daŶs leuƌ ŶiĐhe ; Đ͛est-à-dire le lieu 

où se développera ce lignage par la suite, composé des cellules elles-mêmes mais aussi de 

leur microenvironnement de soutien (Matsui et al., 1990; Orr-Urtreger et al., 1990). On le 

retrouve également exprimé au niveau des os en développement, suggérant un rôle dans 

l͛ostĠogĠŶğse. A l͛âge adulte, KIT ĐoŶtiŶue de joueƌ uŶ ƌôle daŶs l͛hĠŵatopoïğse, la 
ƌepƌoduĐtioŶ, l͛iŵŵuŶitĠ, le dĠǀeloppeŵeŶt et les foŶĐtioŶs des ŵĠlaŶoĐǇtes et daŶs la 
motricité digestive. 
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 Hématopoïèse et immunité 

KIT joue un rôle primordial daŶs l͛hĠŵatopoïğse fœtale Ƌui a lieu daŶs le foie, le saĐ ǀitelliŶ 
puis la moelle osseuse ; il participe notamment au maintien du réservoir de cellules souches 

hĠŵatopoïĠtiƋues aiŶsi Ƌu͛à la foƌŵatioŶ du ligŶage ĠƌǇthƌoïde daŶs leƋuel il Đoopğƌe aǀeĐ 
l͛Ġrythropoïétine (EPO) (Munugalavadla and Kapur, 2005). On observe également une 

eǆpƌessioŶ de KIT au Ŷiǀeau des pƌĠĐuƌseuƌs lǇŵphoĐǇtaiƌes B et T au seiŶ du foie fœtal 
(Broudy, 1997). 

A l͛âge adulte, l͛aĐtiǀitĠ de KIT ƌeste ƌeƋuise daŶs la ƌate et la ŵoelle osseuse pouƌ 
l͛hĠŵatopoïğse ;  tout comme fms-like tyrosine 3 kinase (FLT3), un autre RTK de la même 

faŵille, il joue uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs l͛hĠŵatopoïğse pƌĠĐoĐe Đhez la souƌis et Đhez 
l͛Hoŵŵe. OŶ peut Ŷoteƌ ĐeƌtaiŶes diffĠƌeŶĐes ĐoŶĐeƌŶaŶt l͛eǆpƌessioŶ de Đes Ϯ ‘TK : chez la 

souris, les cellules souches hématopoïétiques expriment KIT mais pas FLT3 ; leur survie est 

doŶĐ dĠpeŶdaŶte de FL, le ligaŶd de FLTϯ. La peƌte de l͛eǆpƌessioŶ de FLTϯ est ĐoƌƌĠlĠe à la 
peƌte d͛auto-ƌeŶouǀğleŵeŶt des Đellules Ƌui deǀieŶŶeŶt aloƌs des pƌogĠŶiteuƌs, Đ͛est-à-dire 

des Đellules Ƌui oŶt peƌdu la ĐapaĐitĠ d͛auto-renouvèlement mais qui donnent naissance à 

plusieuƌs ligŶages. A l͛iŶǀeƌse, Đhez l͛Hoŵŵe, les Đellules souĐhes hĠŵatopoïĠtiƋues 
expriment faiblement KIT mais sont dépendantes de FL pour leur survie (Sitnicka et al., 

2003). Lorsque les cellules s͛eŶgageŶt daŶs uŶe ǀoie de diffĠƌeŶĐiatioŶ ;oŶ paƌle aloƌs de 
pƌĠĐuƌseuƌsͿ, ĐeƌtaiŶes peƌdeŶt l͛eǆpƌessioŶ de KIT. Les Đellules hĠŵatopoïĠtiƋues ŵatuƌes 
qui maintiennent une expression de KIT sont les éosinophiles (Yuan et al., 1997), les 

basophiles (Columbo et al., 1992), une partie des Natural Killer (NK) et les mastocytes (figure 

1).  
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Figure 1 : schéma de la différenciation des différents lignages hématopoïétiques chez 
l͛Hoŵŵe.  
+ : cellules exprimant KIT, +/- : KIT est exprimé par certaines sous-populations. 

La sous-population périphérique de NK exprimant KIT, les CD56bright, sont sensibles au SCF ; 

celui-Đi agit eŶ sǇŶeƌgie aǀeĐ l͛IL-2 pour induire leur prolifération et augmenter leur pouvoir 

lytique (Matos et al., 1993). Le SCF a été décrit comme induisant la différenciation des 

progéniteurs en granulocytes éosinophiles ; il active également leur dégranulation, tout 

comme dans les mastocytes et les basophiles (Koketsu et al., 2008; Ray et al., 2010). Les 

ďasophiles et les ŵastoĐǇtes soŶt des effeĐteuƌs des phĠŶoŵğŶes d͛iŶflaŵŵatioŶ et 
d͛alleƌgie ; ils partagent la même morphologie et les mêmes fonctions (Kocabas et al., 2005). 

L͛oƌigiŶe de Đes deuǆ tǇpes Đellulaiƌes Ŷ͛est pas ďieŶ dĠfiŶie, ĐeƌtaiŶes puďliĐatioŶs 
pƌoposaŶt uŶe oƌigiŶe ĐoŵŵuŶe, d͛autƌes ŶoŶ (Voehringer, 2013). 

Le ƌôle de l͛aǆe “CF/KIT est ĐƌuĐial pouƌ le dĠǀeloppeŵeŶt des ŵastoĐǇtes : les souris 

dĠfiĐieŶtes pouƌ l͛uŶ ou l͛autƌe pƌĠseŶteŶt uŶe aďseŶĐe Ƌuasi totale de ŵastoĐǇtes 
(Kitamura et al., 1978). EŶ plus d͛aĐtiǀeƌ leuƌ dégranulation, le SCF est chimiotactique pour 

les mastocytes et induit donc leur migration orientée vers le gradient de concentration 

(Meininger et al., 1992; Costa et al., 1996). Il permet également leur différenciation, leur 

adhérence à la matrice extracellulaire ainsi que la synthèse des médiateurs contenus dans 

leurs granules (Da Silva et al., 2006). 

De récentes données démontrent une fonction du couple SCF/KIT dans les cellules 

dendritiques (DC) ; ces dernières, qui présentent les antigènes aux lymphocytes T (LT), 



19 
 

pƌoŵeuǀeŶt la diffĠƌeŶĐiatioŶ et la polaƌisatioŶ des LT helpeƌ ;ThͿ. L͛aĐtiǀatioŶ des DC paƌ 
ĐeƌtaiŶs stiŵuli peut iŶduiƌe l͛eǆpƌessioŶ de KIT et/ou du “CF paƌ Đelles-ci ; elles vont alors 

sĠĐƌĠteƌ de l͛IL-6 qui promeut la polarisation de Th en Th2 et Th17 (Krishnamoorthy et al., 

2008). De plus, il seŵďleƌait Ƌue KIT ait uŶ ƌôle daŶs la ƌĠgulatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de DC. Le 
gleevec ou imatinib, est un inhibiteur de kinases qui cible de KIT ; les DC expriment KIT et 

l͛aĐtiǀatioŶ de Đette sigŶalisatioŶ iŶhiďe l͛aĐtiǀatioŶ des NK paƌ les DC. Le tƌaiteŵeŶt des DC 
paƌ l͛iŵatiŶiď ƌestauƌe leuƌ ĐapaĐitĠ à aĐtiǀeƌ les NK. Ces deƌŶieƌs eǆpƌiŵeŶt ĠgaleŵeŶt KIT 
ŵais Ŷe soŶt pas seŶsiďles au tƌaiteŵeŶt pas l͛iŵatiŶiď (Borg et al., 2004). 

 Mélanogénèse 

Le ƌôle de l͛aǆe “CF/KIT daŶs la ŵĠlaŶogĠŶğse a ĠtĠ dĠĐƌit tƌğs tôt puisƋue les Ġtudes suƌ le 
locus W codant pour KIT chez la souris datant du début des années 1900 montraient un 

défaut de pigmentation (Russell, 1949). L͛eǆpƌessioŶ du “CF et de KIT pƌoŵeut la suƌǀie des 
pƌĠĐuƌseuƌs des ŵĠlaŶoĐǇtes et leuƌ peƌŵet de ŵigƌeƌ de la Đƌġte Ŷeuƌale à l͛Ġpideƌŵe 
duƌaŶt le dĠǀeloppeŵeŶt de l͛eŵďƌǇoŶ ŵuƌiŶ et huŵaiŶ (Wehrle-Haller, 2003). A l͛âge 
adulte, le “CF Ŷ͛est plus eǆpƌiŵĠ daŶs le deƌŵe ŵuƌin et les mélanocytes sont présents 

uŶiƋueŵeŶt daŶs le ďulďe pileuǆ. Chez l͛Hoŵŵe eŶ ƌeǀaŶĐhe, le Đouple KIT/“CF est 
ŶĠĐessaiƌe à la suƌǀie des ŵĠlaŶoĐǇtes loƌs de la ŵigƌatioŶ daŶs le deƌŵe et daŶs l͛Ġpideƌŵe 
(Yoshida et al., 2001) ; le “CF est eǆpƌiŵĠ paƌ les kĠƌatiŶoĐǇtes de l͛Ġpideƌŵe, ŵaiŶteŶaŶt la 
stimulation des mélanocytes voisins qui expriment KIT. 

 Reproduction 

On observe une expression de KIT et du SCF par les cellules germinales primordiales 

loƌsƋu͛elles ĐoŵŵeŶĐeŶt à pƌolifĠƌeƌ et ŵigƌeƌ du ŵĠseŶtğƌe doƌsal ǀeƌs les goŶades 
embryonnaires, qui les expriment également (Mauduit et al., 1999). Le SCF est impliqué dans 

la migration des cellules germinales primordiales, puis dans leur survie et prolifération dans 

les gonades, où il est sécrété par les cellules de soutien, qui sont les cellules de Sertoli chez le 

mâle et la granulosa chez la femelle (Sette et al., 2000). Chez la femelle, KIT et son ligand 

soŶt eǆpƌiŵĠs paƌ les oǀogoŶies, Đ͛est-à-dire les cellules en prolifératioŶ Ƌui soŶt à l͛oƌigiŶe 
du stock de gamètes. Une fois la phase de prolifération terminée, les cellules entrent dans 

uŶe phase de diffĠƌeŶĐiatioŶ et oŶ oďseƌǀe uŶ aƌƌġt de l͛eǆpƌessioŶ de KIT ; chez la femelle, 

Đette Ġtape ĐoƌƌespoŶd à l͛eŶtƌĠe daŶs la ŵĠiose, oŶ paƌle aloƌs d͛oǀoĐǇtes pƌiŵaiƌes (Høyer 

et al., 2005). 

Puis Đhez l͛adulte, l͛eǆpƌessioŶ de KIT est ŶĠĐessaiƌe à la pƌoduĐtioŶ de gaŵğtes ŵatuƌes eŶ 
réponse aux hormones gonadotrophiques : chez le mâle cela correspond à la prolifération et 

la survie des spermatogonies (seules cellules qui prolifèrent pendant la spermatogénèse) et 

les cellules de Leydig, et chez la femelle à la croissance et la différenciation des ovocytes. De 

plus, les cellules de soutieŶ auǆ Đellules geƌŵiŶales, Đ͛est-à-dire les cellules de Sertoli et de la 

granulosa, expriment le SCF. 
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Il existe une forme tronquée de KIT, tr-KIT (cf c) i. le gène c-kit) qui est exprimée à la fin de la 

spermatogénèse (à partir du stade spermatocyte) et semble être localisé au niveau de la tête 

du spermatozoïde ; il joue uŶ ƌôle daŶs l͛aĐtiǀatioŶ de l͛oǀoĐǇte eŶ stiŵulaŶt la 
phosphorylation de la phospholipase  (PLCͿ, ďieŶ Ƌu͛il soit dĠpouƌǀu d͛aĐtiǀitĠ kiŶase, Đe 
Ƌui suggğƌe Ƌu͛il iŶteƌagit avec une autre kinase (Rossi et al., 2003). 

 Motricité intestinale 

KIT est également impliqué dans la formation de cellules particulières du tractus digestif, les 

Đellules iŶteƌstitielles de Cajal ;ICCͿ. Ces Đellules d͛oƌigiŶe ŵĠseŶĐhǇŵateuse soŶt situĠes 
daŶs les ĐouĐhes ŵusĐulaiƌes de l͛œsophage jusƋu͛au ƌeĐtuŵ. Elles soŶt oƌgaŶisĠes eŶ 
réseaux bi ou tridimensionnels de cellules électriquement connectées qui forment des 

contacts avec les nerfs et le muscle lisse (figure 2). Elles sont responsables du péristaltisme 

intestinal Đaƌ elles soŶt dotĠes d͛uŶe aĐtiǀitĠ ĠleĐtƌiƋue spoŶtaŶĠe. 

  
Figure 2 : visualisations d͛ICC paƌ ŵiĐƌosĐopie. 
Gauche : Đultuƌe pƌiŵaiƌe d͛ICC ŵuƌiŶes oďseƌǀĠe paƌ ŵiĐƌosĐope à ĐoŶtƌaste de phase. “MC, 
cellules du muscle lisse, barre = 25 µm. (Lee et al., 1999). Droite : observation par 
ŵiĐƌosĐopie ĐoŶfoĐale d͛ICC ;en rouge) et de neurones (en ǀeƌtͿ de Đoupe d͛iŶtestiŶ humain 
(Chen et al., 2007). 

Après la naissance, les précurseurs mésenchymateux communs aux ICC et aux cellules 

musculaire lisses se diffĠƌeŶĐieŶt eŶ l͛uŶ ou l͛autƌe, eŶ foŶĐtioŶ de la pƌĠseŶĐe de “CF ou 
non respectivement (Ward and Sanders, 2001). Chez les personnes présentant des pertes de 

fonction de KIT, comme dans le piébaldisme, un des symptômes est une constipation 

ĐhƌoŶiƋue, liĠe à l͛aďseŶĐe de Đes Đellules. 

 Système nerveux 

L͛iŵpliĐatioŶ du couple SCF/KIT dans le développement et le fonctionnement du système 

Ŷeƌǀeuǆ Ŷ͛est pas eŶĐoƌe ďieŶ dĠfiŶie. 

Lors du développement murin, l͛aǆe KIT/“CF est iŵpliƋuĠ daŶs l͛oƌgaŶisatioŶ du tuďe Ŷeuƌal 
et du cerveau (Keshet et al., 1991) ; de plus, le SCF est responsable de la migration et de 
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prolifération des progéniteurs neuronaux exprimant KIT puis de la prolifération et survie des 

neurones (Hirata et al., 1993). 

Chez l͛adulte, oŶ oďseƌǀe uŶe Đo-expression du SCF et de KIT dans le cerveau au niveau du 

ďulďe olfaĐtif, du Đoƌteǆ ĐĠƌĠďƌal, de l͛hippoĐaŵpe et du Đeƌǀelet (Motro et al., 1991). 

L͛eǆpƌessioŶ de KIT seŵďle ġtƌe pƌĠseŶte daŶs les ŶeuƌoŶes et daŶs la glie, aloƌs Ƌue Đelle du 
SCF serait restreinte aux neurones. La migration des axones des neurones des ganglions de la 

racine dorsale semble être influencée par son expression au niveau de leurs cibles (peau, 

motoneurone de la moelle épinière). 

OŶ oďseƌǀe uŶe iŵpliĐatioŶ de l͛aǆe “CF/KIT loƌs de ƌĠpaƌatioŶ d͛uŶe ďlessuƌe au Đeƌǀeau 

(Sun et al., 2004) : KIT est surexprimé dans les neurones sensoriels en régénération. Il a été 

montré que les axones des neurones des mutants de KIT ou du SCF présentent une capacité 

réduite à repeupler une blessure. En effet, la régénération axonale sensorielle qui est 

dépendante de KIT mais indépendante du Nerve Growth Factor (NGF), est altérée chez ces 

mutants alors que la croissance neuronale normale (NGF dépendante) Ŷe l͛est pas 
(Lourenssen et al., 2000). 

Cependant, à ce jour peu de défauts du système nerveux ont été reliés à une perte de KIT ou 

du “CF. EŶ plus d͛uŶe ĐapaĐitĠ ƌĠduite des aǆoŶes à ƌepeupleƌ uŶe blessure, il a été montré 

Ƌu͛uŶe peƌte de KIT eŶtƌaîŶe uŶ dĠfaut d͛appƌeŶtissage spatial dĠpeŶdaŶt de l͛hippoĐaŵpe 

(Katafuchi et al., 2000). Il y a sans doute peu d͛autƌes dĠfauts ŶeuƌologiƋues ŵajeuƌs 

oďseƌǀĠs Đaƌ les ŶeuƌoŶes seŶsiďles au “CF soŶt ĠgaleŵeŶt dĠpeŶdaŶts d͛autƌes faĐteuƌs, 
notamment le NGF. 

b) Le SCF, le ligand de KIT 

i. Le gène du SCF 

Le SCF est le ligand du récepteur KIT. Son gène est situé au locus Sl du chromosome 12 

humain et 10 chez la souris et est composé de 9 exons. 

Après transcription, le pré-ARN messager (ARNm) subit un épissage alternatif qui produit 2 

ARNm : l͛A‘Nŵ “CF248 ĐoŶtieŶt l͛eǆoŶ ϲ Ƌui Đode pouƌ uŶ site de Đliǀage pƌotĠolǇtiƋue et 

pƌoduit uŶe pƌotĠiŶe de Ϯϰϴ aĐides aŵiŶĠs ;AAͿ apƌğs tƌaduĐtioŶ; eŶ ƌeǀaŶĐhe suƌ l͛A‘Nŵ 
SCF220, l͛eǆoŶ ϲ est ĠliŵiŶĠ, oŶ oďtieŶt apƌğs tƌaduĐtioŶ uŶe pƌotĠiŶe de ϮϮϬ AA (Broudy, 

1997). 

ii. La protéine SCF 

La tƌaduĐtioŶ de l͛A‘Nŵ “CFϮϰϴ doŶŶe ŶaissaŶĐe à uŶe pƌotĠiŶe ŵembranaire de 248 AA 

qui sera rapidement clivée par des métalloprotéases ou des chymases pour libérer le SCF 

soluble (165 AA) (figure 3). Il circule sous forme de dimère non covalent de 28 à 40 kDa en 
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fonction de son taux de glycosylation. Sa concentration daŶs le sĠƌuŵ est d͛eŶǀiƌoŶ ϯ,ϯ 
ng/mL (Langley et al., 1993). 

La tƌaduĐtioŶ de l͛A‘Nŵ “CF220 produit le SCF membranaire, dépourvu du site de clivage et 

retrouvé sous forme de dimères (figure 3). 

 

Figure 3 : représentation schématique des épissages alternatifs du SCF et différentes 
protéines produites.  
A : 2 ARNm sont produits après épissage alternatif et donnent naissance aux protéines SCF220 
et SCF248.  L͛A‘Nŵ du SCF220 Ŷe ĐoŶtieŶt pas l͛eǆoŶ ϲ Ƌui Đode pouƌ le site de Đliǀage 
pƌotĠolǇtiƋue. L͛A‘Nŵ du SCF248 ĐoŶtieŶt l͛eǆoŶ ϲ Ƌui Đode pouƌ le site de clivage 
protéolytique ; le clivage du SCF248 produit une protéine de 165 AA. B : le SCF220 reste ancré 
dans la membrane plasmique où il dimérise. Le SCF248 est clivé au niveau de son domaine 
extracellulaire pour être libéré puis va dimériser (Lennartsson and Rönnstrand, 2012). 

Les deux formes de SCF peuvent se lier à KIT et stimuler son activé kinase, bien que la forme 

membranaire ait une efficacité moindre et que les signalisations en aval soient différentes. 

Par exemple, la PLC Ŷ͛est aĐtiǀĠe Ƌue paƌ le “CF ŵeŵďƌaŶaiƌe (Gommerman et al., 2000). 

Les deuǆ foƌŵes de “CF pƌĠseŶteŶt des patteƌŶs d͛eǆpƌessioŶ diffĠƌeŶts : dans les 

fibroblastes, le thymus, la moelle et le cerveau, la forme soluble est prédominante alors que 

daŶs la ƌate, les testiĐules, le plaĐeŶta, le Đœuƌ et le Đeƌǀelet, oŶ ƌetƌouǀe uŶe eǆpƌessioŶ des 
deux formes (Huang et al., 1992). 

Il existe des souris portant une mutation dans le gène du SCF qui provoque une expression 

exclusive de la forme soluble ; ces animaux présentent une stérilité, une anémie et des 
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défauts de pigmentation. Ceci suggère que les rôles des deux formes de SCF ne sont pas 

ƌedoŶdaŶts au seiŶ de l͛oƌgaŶisŵe (Brannan et al., 1991). 

c) Le récepteur tyrosine kinase KIT 

i. Le gène c-kit 

Le gène c-kit a été décrit pour la première fois en ϭϵϴϲ Đhez le Đhat, l͛huŵaiŶ et la souƌis, 
Đoŵŵe ĠtaŶt l͛ĠƋuiǀaleŶt Đellulaiƌe de l͛oŶĐogğŶe ǀiƌal poƌtĠ paƌ le ƌĠtƌoǀiƌus fĠliŶ H)ϰ-FeSV 

(Hardy-)ukeƌŵaŶ ϰ FeliŶe “aƌĐoŵa ViƌusͿ ĠtaŶt à l͛oƌigiŶe de fiďƌosaƌĐoŵe (Besmer et al., 

1986). Le rôle du gène c-kit chez la souris était en réalité déjà bien caractérisé car il est situé 

au locus W présentant des mutations naturelles dont les phénotypes associés étaient 

étudiés dès les années 60 (MCCULLOCH et al., 1964) ; ŵais l͛ideŶtifiĐatioŶ du loĐus W 

comme codant pour le gène c-kit Ŷ͛a ĠtĠ fait Ƌu͛eŶ ϭϵϴϴ (Chabot et al., 1988). 

C-kit est uŶ gğŶe de ϴϮ Kď, situĠ suƌ le ďƌas loŶg du Đhƌoŵosoŵe ϰ Đhez l͛Hoŵŵe 
(chromosome 5 chez la souris) et composé de 21 exons : les exons 2 à 9 codent pour le 

doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe, l͛eǆoŶ ϭϬ pouƌ le doŵaiŶe tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe et les eǆoŶs ϭϭ à ϮϬ 

pour le domaine intracellulaire (figure 4). 

 
Figure 4 : oƌgaŶisatioŶ sĐhĠŵatiƋue de l͛A‘Nŵ et de la stƌuĐtuƌe de la pƌotĠiŶe KIT. 
EŶ haut, dĠĐoupage des diffĠƌeŶts eǆoŶs de l͛A‘Nŵ ĐodaŶt pouƌ KIT. EŶ ďas, oƌgaŶisatioŶ 
structurale de la protéine KIT de l͛eǆtƌĠŵitĠ N-teƌŵiŶale ;NͿ eǆtƌaĐellulaiƌe à l͛eǆtƌĠŵitĠ C-
terminale (C) cytoplasmique. 

La transcription du gène c-kit produit au moins 4 transcrits d͛eŶǀiƌoŶ ϱ Kď doŶt les deuǆ plus 
décrits sont les formes GNNK- et GNNK+ : ils résulteŶt de l͛Ġpissage alteƌŶatif de l͛eǆoŶ ϵ, 
insérant ou non le motif Gly-Asn-Asn-Lys dans le domaine extracellulaire (Reith et al., 1991) ; 

la forme GNNK- est la plus abondante. 

Il existe également une forme tronquée de KIT appelée tr-KIT ; elle ĐoƌƌespoŶd à l͛eǆtƌĠŵitĠ 
ĐǇtoplasŵiƋue du ƌĠĐepteuƌ, de l͛iŶtƌoŶ ϭϲ à la Ƌueue C-terminal. Il a été montré que cette 

forme particulière de KIT est exprimée à la fin de la spermatogénèse (à partir du stade 

spermatocyte) au niveau de la tête du spermatozoïde et joue un rôle dans la fécondation ; 

eŶ effet il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŶjeĐtioŶ de Đette foƌŵe tƌoŶƋuĠe daŶs uŶ oǀoĐǇte iŶduit soŶ 
activation (Rossi et al., 2003). 
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ii. La protéine KIT 

La protéine KIT est un récepteur transmembranaire à activité tyrosine kinase qui fait partie 

de la famille des RTK de type III comme les platelet derived growth factor receptor (PDGFR) 

et, colony stimulating factor 1 receptor (CSF-1) et FLT3 (Yarden et al., 1987; Matthews et 

al., 1991). KIT est composé de 976 AA (pour la forme GNNK+, qui est utilisée comme 

référence pour la numérotation). Son poids moléculaire varie entre 145 et 160 kDa en 

foŶĐtioŶ de soŶ Ġtat de glǇĐosǇlatioŶ. EŶ paƌtaŶt de l͛eǆtƌĠŵitĠ COOH, oŶ tƌouǀe d͛aďoƌd la 
partie extracellulaire composée de 5 domaines Ig-like (Qiu et al., 1988; Blechman et al., 

1993), uŶ doŵaiŶe tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe uŶiƋue et uŶ doŵaiŶe iŶtƌaĐellulaiƌe poƌtaŶt l͛aĐtiǀitĠ 
kinase (figure 5). 

 
Figure 5 : organisation structurale de la protéine KIT.  
Le domaine extracellulaire est composé de 5 domaines Ig-like. La portion intracellulaire est 

composée de 2 domaines fonctionnels : les domaines juxtamembranaire et à activité tyrosine 

kinase (Mol et al., 2003). 

 

 Le domaine extracellulaire ;ϱϮϰ AAͿ : oŶ tƌouǀe tout d͛aďoƌd uŶe sĠƋueŶĐe sigŶal de Ϯϱ 
AA Ƌui peƌŵet d͛adƌesseƌ la pƌotĠiŶe au Golgi puis est ƌapideŵeŶt éliminée. 

Il est ensuite composé de 5 domaines Ig-like contenant des résidus cystéines qui 

permettent de stabiliser leur structure en boucle grâce aux ponts disulfure (sauf pour le 

domaine 4). Les 3 premiers domaines Ig-like permettent de lier le ligand SCF, ce qui 

induit la dimérisation de KIT, stabilisée par les domaines Ig-like 4 et 5 (Yuzawa et al., 

2007). Ces domaines jouent un rôle important dans la répulsion des monomères de KIT 

en absence de SCF. 
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Le domaine extracellulaire possède 9 sites potentiels (asparagines) de N-glycosylation qui 

ont lieu dans le Golgi lors de son trafic vers la membrane plasmique (Majumder et al., 

1988; Xiang et al., 2007).  

 Le domaine transmembranaire ;Ϯϭ AAͿ est foƌŵĠ d͛uŶe hĠliĐe  hydrophobe. 

 Le domaine intracellulaire (431 AA) formé par le domaine juxtamembranaire et le 

domaine kinase bipartite, caractéristique de cette famille de RTK. 

Le domaine kinase est formé de 2 lobes : le petit lobe en N-terminal, composé de feuillets  

et d͛uŶe hĠliĐe  ;hĠliĐe ĐoŶtƌôle ou C heliǆͿ Ƌui fiǆe l͛adénosine triphosphate (ATP) et le 

grand lobe en C-teƌŵiŶal, ĐoŵposĠ d͛hĠliĐes  et Ƌui ĐoŶtieŶt la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ ;A loopͿ 
et fixe les substrats (figure 6). La famille des RTK de type III se différencie des autres par la 

pƌĠseŶĐe d͛uŶ iŶseƌt ;KIDͿ au ŵilieu du doŵaiŶe kiŶase ;ϳϳ AA pouƌ KITͿ (Severinsson et al., 

1990). Le site ĐatalǇtiƋue se situe à l͛iŶteƌfaĐe des Ϯ loďes ; leur mouvement relatif permet 

l͛eŶtƌĠe et la soƌtie de l͛ATP, aiŶsi Ƌue des suďstƌats phosphoƌǇlaďles. 
 

 
Figure 6 : représentation des structures secondaires du domaine intracellulaire de KIT. 
A l͛eǆtƌĠŵitĠ N-terminale, on trouve le domaine juxtamembranaire (rouge), puis le lobe N qui 

est essentiellement formé de feuillets  ;jauŶe foŶĐĠͿ et d͛uŶe hĠliĐe , l͛hĠliĐe de ĐoŶtƌôle ;C-

Heliǆ eŶ jauŶe ĐlaiƌͿ. Le loďe C est ĐoŶstituĠ d͛hĠliĐes  ;ďleuͿ et ĐoŶtieŶt la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ 
(A loop en vert). A : conformation active de KIT, aǀeĐ la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ dĠploǇĠe. Le KID 
n͛est pas ƌepƌĠseŶtĠ Đaƌ Ŷe peut ġtƌe ĐƌistallisĠ. B : conformation inactive, où la boucle 
d͛aĐtiǀatioŶ seƌt de pseudo-substrat dans le site catalytique (Mol et al., 2004).  

 

Le domaine juxtamembranaire (JM) présente une activité auto-iŶhiďitƌiĐe suƌ l͛aĐtiǀitĠ 
kinase du récepteur. En effet, lorsque le récepteur est en conformation inactive, le domaine 

JM s͛iŶsğƌe eŶtƌe les Ϯ loďes, ďloƋuaŶt aiŶsi l͛eŶtƌĠe du site ĐatalǇtique (Laine et al., 2011) et 

maintenant ainsi la kinase en configuration statique fermée ; il empêche alors, par 

eŶĐoŵďƌeŵeŶt stĠƌiƋue, le dĠploieŵeŶt de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ Ƌui est ĐoŵpaĐtĠe eŶtƌe 
les 2 lobes comme un pseudo-substrat dans le site actif (Mol et al., 2004). 
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EŶ ĐoŶfoƌŵatioŶ aĐtiǀe, la ďouĐle A s͛ĠteŶd ǀeƌs le doŵaiŶe JM Ƌui est ĐoŵplğteŵeŶt 
exposé ; ĐeĐi liďğƌe l͛eŶtƌĠe du site ĐatalǇtiƋue pouƌ l͛ATP et les suďstƌats. La ďouĐle A est 
alors dans une conformation qui permet la liaison des peptides substrats, pour qui elle sert 

de plateforme (Huse and Kuriyan, 2002). 

La ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ, et plus particulièrement le motif Asp-Phe-Gly (DFG 810-812) très 

conservé au sein des kinases situé à sa base, joue un rôle très important daŶs l͛aĐtiǀitĠ de la 
kiŶase puisƋu͛elle lie le ŵagŶĠsiuŵ Ƌui ĐooƌdoŶŶe les gƌoupeŵeŶts phosphates de l͛ATP 
(table 1). 

L͛hĠliĐe C est eŶ ĐoŶtaĐt diƌeĐt aǀeĐ la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ et la lǇsiŶe ϲϮϯ Ƌui ĐooƌdoŶŶe les 
gƌoupeŵeŶts phosphates de l͛ATP, Đe Ƌui en fait un régulateur important des modifications 

de conformation de la kinase (table 1). 

 
Table 1 : résidus catalytiques et régulateurs importants dans la séquence protéique de 
KIT (Roskoski Jr., 2005). 

 

d) L’aĐtivatioŶ de KIT paƌ le SCF 

KIT est présent à la membrane plasmique sous forme monomérique inactive (Roskoski Jr., 

2005). La fiǆatioŶ d͛uŶ diŵğƌe de “CF eŶtƌaîŶe la diŵĠƌisatioŶ de Ϯ ŵoŶoŵğƌes de KIT. 
Chaque monomère de SCF interagit avec les domaines Ig-like Dϭ, DϮ et Dϯ d͛uŶ ŵoŶoŵğƌe 
de KIT (Yuzawa et al., 2007) (figure 7). On observe ensuite une forte modification de 

l͛oƌieŶtatioŶ des doŵaiŶes Dϰ et Dϱ Ƌui iŶteƌagisseŶt aloƌs aǀeĐ Đeuǆ du ŵoŶoŵğƌe assoĐiĠ. 
Les interactions D4-D4 et D5-D5 stabilisent  la région extracellulaire du dimère (Liang, 2013). 
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Figure 7 : stƌuĐtuƌe ĐƌistallogƌaphiƋue d͛uŶ diŵğƌe de “CF et du doŵaiŶe 
eǆtƌaĐellulaiƌe d͛uŶ diŵğƌe de KIT. 
Les 5 domaines Ig-like de KIT D1 à D5 sont représentés en bleu, vert, jaune, beige et mauve 

clair ; le dimère de SCF est représenté en mauve foncé (Yuzawa et al., 2007). 

Les domaines transmembranaires et intracellulaires des 2 monomères de KIT sont alors 

ƌappƌoĐhĠs et ĐhaƋue doŵaiŶe kiŶase ǀa seƌǀiƌ à la fois d͛eŶzǇŵe et de substrat à celui du 

ŵoŶoŵğƌe assoĐiĠ. L͛aĐtiǀatioŶ de KIT ǀa eŶtƌaîŶeƌ des ŵodifiĐatioŶs ĐoŶfoƌŵatioŶŶelles 
iŶtƌaĐellulaiƌes, esseŶtielleŵeŶt au Ŷiǀeau du doŵaiŶe JM et de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ. Le 
pƌeŵieƌ ĠǀğŶeŵeŶt de l͛aĐtiǀatioŶ de KIT est la phosphorylation du domaine JM au niveau 

des résidus tyrosine 568 et 570 ; ĐeĐi ŵodifie sa ĐoŶfoƌŵatioŶ, l͛ĠloigŶe de l͛eŶtƌĠe du site 
ĐatalǇtiƋue et lğǀe l͛auto-iŶhiďitioŶ. La ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ se dĠplie pouƌ adopteƌ sa 
ĐoŶfoƌŵatioŶ aĐtiǀe et l͛eŶtƌĠe du site actif est alors libérée ; la kinase est alors en 

conformation pleinement active. Puis les autres tyrosines du domaine intracellulaire de KIT 

sont phosphorylées : 703, 721, 730, 823, 900 et 936. In vitro, on trouve également les 

tyrosines 547 et 553 phosphorylées (DiNitto and Wu, 2011). La phosphorylation de la 

tǇƌosiŶe ϴϮϯ de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ staďilise sa conformation active. Il est à noter que 

toutes les phosphorylations sur tyrosine du récepteur sont réalisées par KIT lui-même (trans-

phosphoƌǇlatioŶ paƌ le ŵoŶoŵğƌe assoĐiĠͿ, à l͛eǆĐeptioŶ de la tǇƌosiŶe ϵϬϬ Ƌui est 
phosphorylée par les src family kinases (SFK) (Lennartsson et al., 2003). Les SFK sont des 

tyrosines kinases non récepteurs au nombre de 11 : lyn, fyn, src, yes, fgr, lck, hck, blk, yrk, 

srm et frk (Sen and Johnson, 2011). 

L͛aĐtiǀatioŶ de KIT paƌ le “CF eŶtƌaîŶe uŶe ŵodifiĐatioŶ de sa loĐalisation membranaire : une 

fois phosphorylé, KIT est localisé dans les rafts lipidiques. Cette localisation est nécessaire 

pouƌ eŶĐleŶĐheƌ la sigŶalisatioŶ Ƌui dĠĐoule de l͛aĐtiǀatioŶ de KIT (Jahn et al., 2007). KIT est 

alors actif et va recruter des partenaires de signalisation : Đ͛est aiŶsi Ƌue l͛iŶfoƌŵatioŶ est 
transférée du récepteur aux effecteurs. 
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e) Interactions cytoplasmiques avec KIT actif  

Une fois phosphorylées, 7 des tyrosines du domaine cytoplasmique de KIT (568, 570, 703, 

ϳϮϭ, ϳϯϬ, ϵϬϬ et ϵϯϲͿ ǀoŶt seƌǀiƌ de site d͛aŶĐƌage pouƌ ses paƌteŶaiƌes de sigŶalisatioŶ ǀia 
leurs domaiŶes sƌĐ hoŵologǇ Ϯ ;“HϮͿ, la tǇƌosiŶe ϴϮϯ Ŷ͛aǇaŶt pas de paƌteŶaiƌe ĐoŶŶu à Đe 
jour. Le signalosome du récepteur KIT a donné lieu à de nombreuses publications ; la figure 8 

récapitule les interacteurs décrits de KIT, bien que les résultats des différentes études 

différent parfois. 

 

Figure 8 : représentation schématique des molécules de signalisation et adaptatrices 
recrutées directement par les tyrosines phosphorylées du domaine intracellulaire de 
KIT. 
Molécules adaptatrices en rouge, enzymes en rose. 
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Le motif dityrosine phosphorylé 568-570 est un élément clé pour induire la signalisation 

après fixation du SCF ; Đ͛est lui Ƌui ƌeĐƌute le plus de paƌteŶaiƌes, ĐoŵpƌeŶaŶt des ŵolĠĐules 
adaptatrices ou des enzymes. 

La molécule adaptatrice contenant des domaines homologues de la pleckstrine et SH2 (APS) 

est une molécule adaptatrice de 84 kDa qui se lie aux phospho-tyrosines 568 et 936 via son 

domaine SH2 ; une fois phosphorylé (par les SFK entre autres), APS seƌt de site d͛aŶĐƌage à 
l͛Eϯ ubiquitine-ligase Casitas B-lineage Lymphoma ;CďlͿ aiŶsi Ƌu͛à la protéine adaptatrice 

Growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) (Wollberg et al., 2003). Il seŵďle Ƌue l͛effet 
ŵajeuƌ ĐoŶsĠĐutif à la liaisoŶ d͛AP“ soit la dĠgƌadatioŶ du ƌĠĐepteuƌ. 

Cbl peut également être recruté directement par la phospho-tyrosine 568 (pY568) et pY936. 

Les SFK activent alors Cbl en le phosphorylant ; celui-ci va ubiquitinyler KIT et induire son 

internalisation et sa dégradation (Masson et al., 2006). Cďl ŶĠĐessite ŶoŶ seuleŵeŶt d͛ġtƌe 
phosphorylé par les SFK, mais aussi d͛ġtƌe ƌeĐƌutĠ suƌ les phospho-tyrosines de KIT pour 

l͛uďiƋuitiŶǇleƌ. Les “FK joueŶt uŶ ƌôle ĐeŶtƌal daŶs l͛iŶteƌŶalisatioŶ de KIT et l͛aĐtiǀatioŶ de la 
signalisation consécutive à la fixation du SCF. 

Lyn et fyn, qui font partie de la famille des SFK, sont également recrutées sur pY568-pY570 

grâce à leur domaine SH2 et activent la voie Rac/c-Jun N-terminal kinase (JNK) ainsi que 

extracellular-signal-regulated kinase (Erk) ϭ/Ϯ d͛uŶe ŵaŶiğƌe Src homology 2 domain 

containing (shc)-dépendante (Price et al., 1997, 1999). 

Shc est une protéine adaptatrice qui se lie au motif dityrosine puis est phosphorylée par les 

SFK. Elle régule les voies phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt et Mitogen-activated protein 

kinase (MAPK) à différents niveaux. Une fois phosphorylée, elle devient alors un site 

d͛aŶĐƌage pouƌ GƌďϮ qui recrute Grb2-associated-binding protein 2 (Gab2), alors 

phosphorylé par les SFK. Gab2 peut ensuite activer la voie Rac/JNK (via shp2) et la PI3K 

(Lennartsson et al., 1999; Yu et al., 2006a). Grb2 est constitutivement associé à son of 

sevenless (sos) qui est un faĐteuƌ d͛ĠĐhaŶge de ŶuĐlĠotide guanosine diphosphate (GDP) en 

guanosine triphosphate (GTP) ; Ras-GTP va alors activer la cascade Raf/MEK/Erk 1/2. 

Les tyrosines phosphatases Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1 (shp1) 

et shp2 (aussi appelée syp) se lient par leur domaine SH2 à pY570 et 568 respectivement 

(Kozlowski et al., 1998). Shp1 atténue l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de KIT eŶ le dĠphosphoƌǇlaŶt, liŵitaŶt 
son action proliférative. Shp2 quant à lui, Ŷe seŵďle pas aǀoiƌ d͛aĐtiǀitĠ phosphatase suƌ KIT 
mais permet de transmettre les sigŶauǆ de pƌolifĠƌatioŶ et de suƌǀie liĠs à l͛aĐtiǀatioŶ de 
KIT : une fois phosphorylé, shp2 peut recruter Grb2 qui active les voies Raf/MEK/ERK des 

MAPK (Tauchi et al., 1994). Il induit également une activation de la voie PI3K/Akt (voir 

pY721). 

La Csk homologous kinase (CHK) se lie au motif dityrosine par son domaine SH2 ; elle down-

régule lyn et fyn en les phosphorylant sur une tyrosine particulière. 
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La protéine adaptatrice lnk, Ƌui fait paƌtie de la faŵille d͛AP“, se lie à pY568 via son domaine 

SH2 (Gueller et al., 2008). Elle est exprimée dans les tissus hématopoïétiques et inhibe les 

voies de signalisation activées par KIT, probablement en recrutant Cbl ce qui entraîne la 

dégradation de KIT. De plus, elle a été décrite comme inhibant les SFK et joue donc aussi un 

rôle dans la régulation négative des voies Rac/JNK et Erk 1/2. 

La protéine Suppressor Of Cytokine Signaling 6 (SOCS6) est recrutée par pY568 (Zadjali et al., 

2011). La protéine SOCS1 de la même famille est également recrutée sur le récepteur mais le 

site de  liaisoŶ Ŷ͛est pas dĠĐƌit (Sepulveda et al., 1999). Ce sont des molécules connues pour 

inhiber la voie Janus kinase/signal transducers and activators of transcription (Jak/STAT) par 

différents mécanismes. SOCS 1 inhibe la prolifération cellulaire induite par la liaison du SCF. 

La liaisoŶ de “OC“ϲ est ĠgaleŵeŶt dĠĐƌite Đoŵŵe iŶhiďaŶt l͛aĐtiǀitĠ des MAPK (Bayle et al., 

2004). 

La protéine adaptatrice Grb2 est recrutée par les pY703 et 936 (Thömmes et al., 1999). 

Contrairement au recrutement indirect de Grb2 par shp2 et shc sur pY568-570, le 

mécanisme principalement impliqué ici est la liaison à Cbl et donc la dégradation de KIT (Sun 

et al., 2007).  

La phospho-tyrosine 721 seƌt de site d͛aŶĐƌage pouƌ la sous-unité régulatrice de la PI3K, p85 

(Chian et al., 2001). La liaison de p85 active la voie Rac/JNK et Akt. Il a également été montré 

que p85 forme un complexe avec Gab2 et shp2 qui régule la voie PI3K. La phosphorylation 

de shpϮ seŵďle faǀoƌiseƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ de pϴϱ aǀeĐ KIT et aĐtiǀeƌ la ǀoie PIϯK (Mali et al., 

2012). 

La phospho-tyrosine 730 active la PLC(Gommerman et al., 2000) (voir I.1.f) les voies de 

sigŶalisatioŶ iŶtƌaĐellulaiƌe aĐtiǀĠes paƌ l͛aǆe KIT/“CFͿ. 

La phospho-tyrosine 900 recrute les molécules adaptatrices crkL et Đƌk II paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe 
de p85 (Sattler et al., 1997; Lennartsson et al., 2003) ; le rôle de ces interactions avec KIT 

Ŷ͛est pas encore bien établi mais il semblerait passer par une liaison des crk avec Cbl et donc 

conduire à une dégradation de KIT. 

EŶ plus d͛AP“, Cďl et GƌďϮ, la pY936 fixe la protéine adaptatrice Grb7 par son domaine SH2. 

“oŶ ƌôle daŶs la sigŶalisatioŶ KIT Ŷ͛a pas encore été bien défini, mais il a été décrit dans 

d͛autƌes sǇstğŵes Đoŵŵe aĐtiǀaŶt ‘as et jouaŶt uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs la ŵigƌatioŶ 
(McIntyre et al., 2005a; Lennartsson and Rönnstrand, 2012). 

f) Les voies de sigŶalisatioŶ iŶtƌaĐellulaiƌes aĐtivées paƌ l’aǆe KIT/SCF  

 La voie de la PI3K 

La PIϯK est uŶe lipide kiŶase Ƌui, loƌsƋu͛elle est aĐtiǀĠe paƌ le “CF, est iŵpliƋuĠe daŶs la 
survie, la prolifération et la migration. Cette voie est activée lorsque sa sous-unité régulatrice 
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p85 se lie à une phospho-tyrosine par son ou ses domaines SH2. Il y a alors assemblage avec 

la sous-unité catalytique p110 qui permet la production de phosphatidyl inositol 

triphosphate (PIP3). Celui-ci recrute alors la sérine/thréonine kinase phosphoinositide-

dependent kinase-1 (PDK1) à la membrane cellulaire où elle phosphoryle la sérine/thréonine 

kinase Akt. Il seŵďleƌait Ƌu͛uŶe seĐoŶde phosphoƌǇlatioŶ d͛Akt paƌ ŵaŵŵaliaŶ Taƌget Of 
‘apaŵǇĐiŶ ;ŵTO‘Ϳ soit ŶĠĐessaiƌe à soŶ aĐtiǀatioŶ Đoŵplğte. L͛aĐtiǀatioŶ d͛Akt pƌoŵeut la 
survie cellulaire en inactivant par phosphorylations des facteurs pro-apoptotiques comme 

Bcl-2-associated death promoter (Bad) et B-cell lymphoma 2 interacting mediator of cell 

death (Bim) et le faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ Foǆoϯ. UŶe des Điďles d͛Akt est ŵTO‘, Ƌui uŶe fois 
activée régule de nombreuses fonctions cellulaires comme la synthèse protéique, la survie et 

l͛oƌgaŶisatioŶ du ĐǇtosƋuelette. 

De plus, il a été montré que dans certains types cellulaires, la voie PI3K pouvait activer la 

voie Rac/JNK et induire la prolifération cellulaire. 

La voie PI3K peut être activée par recrutement direct sur pY721, mais aussi indirectement 

par le motif dityrosine et par les pY703 et 936 via Gab2. 

 La voie des MAPK 

La voie des MAPK ĐoŶstitue l͛uŶe des ǀoies pƌiŶĐipales de tƌaŶsŵissioŶ des sigŶauǆ de 
prolifération apportés par les facteurs de croissance. Elle est activée lorsque les protéines 

adaptatrices sont recrutées sur des récepteurs, notamment les RTK activés. Elles activent 

alors les petites protéines G à activité GTPase comme Rho, Ras ou Rac par l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de 
faĐteuƌs d͛ĠĐhaŶge, Đe Ƌui est à l͛oƌigiŶe d͛uŶe ĐasĐade de phosphoƌǇlatioŶ : les MAPKKK 

sont des sérine/thréonine kinases qui vont phosphoryler les MAPKK qui vont à leur tour 

phosphoryler les MAPK qui seront, pour une population importaŶte d͛eŶtƌe elles, 
transloquées au noyau (figure 9). Il existe 5 grandes familles de MAPK : JNK (1, 2, 3), p38 

(), Erk (1 et 2), Erk (3 et 4)  et Erk 5, les plus étudiées chez la mammifères étant JNK, 

p38 et Erk 1/2. 
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Figure 9 : ƌepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue de l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie des MAPK. 
Les récepteurs activés recrutent les faĐteuƌs d͛ĠĐhaŶge paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe des pƌotĠiŶes 
adaptatrices. Les GTPases sont activées paƌ les faĐteuƌs d͛ĠĐhaŶge et activent la cascade des 

MAPK. 

La voie des MAPK est régulée de nombreuses façons grâce à différentes 

protéines interagissant avec KIT : par Grb2 essentiellement quand il est recruté 

indirectement sur KIT par APS ou shp2, ou par les SFK qui phosphorylent shc (figure 10). 

De plus, il a été montré que dans certains types cellulaires, la voie PI3K pouvait activer la 

voie Rac/JNK. En effet, les pƌoduits de la PIϯK aĐtiǀeŶt le faĐteuƌ d͚ĠĐhaŶge ǀaǀ Ƌui ĐoŶǀeƌtit 
Rac-GDP en Rac-GTP, activant ainsi JNK (Han et al., 1998). CeĐi a pouƌ effet d͛aĐtiǀeƌ, eŶtƌe 
autre, le facteur de transcription c-Jun qui induit la prolifération cellulaire. 

CHK et lŶk soŶt dĠĐƌites pouƌ iŶhiďeƌ les “FK, oŶ peut doŶĐ peŶseƌ Ƌu͛elles oŶt ĠgaleŵeŶt uŶ 
rôle de régulateur négatif sur les MAPK. 
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Figure 10 : diffĠƌeŶts Ŷiǀeauǆ d͛aĐtiǀatioŶ des MAPK paƌ KIT. 
La voie des MAPK peut être activée par KIT grâce au recrutement des molécules adaptatrices 

GƌďϮ et shpϮ. De plus, l͛aĐtiǀatioŶ des “FK peut ĐoŶduiƌe à l͛aĐtiǀatioŶ des MAPK eŶ 
phosphorylant shc et Gab2. La PI3K active de façon indirecte Rac (pointillé). 

 SFK 

Cette famille de kinases est composée de nombreux membres dont certains interagissent 

aǀeĐ KIT loƌsƋu͛il est phosphoƌǇlĠ, ŶotaŵŵeŶt fǇŶ et lǇŶ. 

LoƌsƋu͛elles soŶt aĐtiǀĠes paƌ KIT, les “FK  iŶduiseŶt la pƌolifĠƌatioŶ Đellulaiƌe et la ŵigƌatioŶ. 
Elles sont recrutées au niveau du motif dityrosine 568-570 phosphorylé puis phosphorylent 

la tyrosine ϵϬϬ afiŶ Ƌue KIT soit eŶtiğƌeŵeŶt aĐtiǀĠ. L͛aĐtiǀatioŶ des “FK diŵiŶue l͛eǆpƌessioŶ 
de KIT surface car elles participent à son activation et donc à sa dégradation. 

Elles jouent un rôle important dans la régulation des différentes voies de signalisation 

activées par KIT, notamment les MAPK comme vu précédemment, mais également de la 

PI3K ; en effet, elles diminuent la phosphorylation de la Y721, ce qui limite la fixation de p85. 

De plus, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛elles augŵeŶteŶt la phosphoƌǇlatioŶ de “TATϯ (Shivakrupa and 

Linnekin, 2005), de Cďl et d͛AP“, ĐƌĠaŶt aiŶsi uŶ site de fiǆatioŶ pouƌ Cďl (Roskoski, 2005). 

Cette famille de kinases est régulée entre autre par CHK qui les phosphoryle sur une tyrosine 

inhibitrice. 

 PLC
La PLCactivée par KIT stiŵule l͛hǇdƌolǇse du phosphatidyl inositol diphosphate (PIP2) en 

inositol triphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG). Le DAG active la protéine kinase C (PKC) 
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Ƌui iŶhiďe l͛aĐtiǀitĠ de KIT eŶ le phosphoƌǇlaŶt suƌ des ƌĠsidus sĠƌiŶes (Blume-Jensen et al., 

1994). L͛IP3 augmente la concentration en ion calcium (Ca2+) intracellulaire par 2 

mécanismes : il promeut la mobilisation des stocks de Ca2+ du réticulum endoplasmique (RE) 

et peƌŵet l͛iŶfluǆ de Ca2+ extracellulaire. 

La voie de la PLCsemble être activée essentiellement par le SCF membranaire 

(Gommerman et al., 2000), Đe Ƌui pƌotğge les Đellules de l͛apoptose, ŶotaŵŵeŶt loƌs de 
ƌadiothĠƌapie. La ĐǇtotoǆiĐitĠ iŶduite paƌ les ƌaǇoŶŶeŵeŶts est due à l͛aĐtiǀatioŶ du ĐǇĐle de 
la sphingomyéline : il y a hydrolyse de la sphingomyéline par une sphingomyélinase et 

formation de céramide. La PKC inhibe les sphingomyélinases ; sa stimulation par le DAG 

iŶhiďe l͛apoptose iŶduite paƌ le ĐĠƌaŵide (Maddens et al., 2002). 

 Jak/STAT 

Les Jak sont des tyrosines kinases cytoplasmiques qui activent les facteurs de transcription 

STAT ; ceux-ci sont alors recrutés au niveau des récepteurs et phosphorylés par Jak. Par la 

suite, ils vont dimériser et être transloqués au noyau et induire la transcription de gènes 

cibles. 

Le “CF iŶduit l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie Jak/“TAT eŶ phosphoƌǇlaŶt JakϮ Ƌui est ĐoŶstitutiǀeŵeŶt 
associé à KIT (Weiler et al., 1996). Il y a ensuite une phosphorylation de STAT1a, STAT3, 

STAT5a et b(Gotoh et al., 1996; Deberry et al., 1997; Brizzi et al., 1999). Les STAT ciblent un 

très grand nombre de gènes, près de 1000 gènes pour STAT3 (Kidder et al., 2008). Leurs 

effets sont donc très variables, avec notamment la promotion de la prolifération et 

l͛iŶhiďitioŶ de l͛apoptose pouƌ “TATϯ et ϱ et l͛iŶduĐtioŶ de la ŵoƌt Đellulaiƌe pouƌ “TATϭ. 

Il est à noter que la signalisation induite par le SCF est différente en fonction des isoformes 

de KIT et du SCF. Par exemple, la forme GNNK- de KIT induit une activation plus rapide et 

plus forte des SFK et donc de la PI3K que la forme GNNK+ ; en effet, les SFK phosphorylent 

Gab2 qui active à son tour la PI3K (Sun et al., 2008). De plus, les deux formes de SCF 

induisent des voies de signalisation préférentielles. La stimulation de KIT par le SCF 

membranaire active essentiellement la voie de la PLC (Gommerman et al., 2000). 

g) Mécanismes de régulation négative du signal SCF/KIT 

L͛aĐtiǀatioŶ des ǀoies sigŶalisatioŶ ŶĠĐessite d͛ġtƌe attĠŶuĠe pouƌ Ƌue le sǇstğŵe se ƌĠgule 
et puisse ġtƌe ƌĠeŶĐleŶĐhĠ. L͛eǆisteŶĐe de ďouĐles de ƌĠtƌoĐoŶtƌôle ŶĠgatif peƌŵet Đet 
équilibre entre déclenchement et arrêt du signal. Il existe des régulations transitoires, 

Đoŵŵe l͛iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀitĠ kiŶase ou des ǀoies eŶ aǀal, et des ŵĠĐaŶisŵes Ƌui 
dégradent les acteurs de la voie, nécessitant leur resynthèse. 
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 IŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀitĠ kiŶase 

La fixation du SCF à KIT induit notamŵeŶt l͛aĐtiǀatioŶ de la PIϯK Ƌui peƌŵet la foƌŵatioŶ de 
DAG et augmente le Ca2+ iŶtƌaĐellulaiƌe. Ces Ϯ phĠŶoŵğŶes oŶt pouƌ effet d͛aĐtiǀeƌ la PKC 
qui phosphoryle KIT sur les sérines 741 et 746, ce qui inhibe son activité kinase par un 

mécanisme inconnu (Blume-Jensen et al., 1995). 

Shp1 a étĠ iŵpliƋuĠ daŶs la ƌĠgulatioŶ ŶĠgatiǀe du sigŶal “CF/KIT Đaƌ Đ͛est uŶe phosphatase 
qui déphosphoryle le récepteur en se liant au motif dityrosine du domaine JM ; ceci limite le 

recrutement des molécules partenaires de signalisation et inhibe par conséquent les voies 

situées en aval. 

Une autre famille de molécules a été décrite comme atténuant la signalisation SCF/KIT, les 

SOCS. SOCS1 se lie à KIT et à plusieurs de ses partenaires (Grb2, vav) inhibant ainsi la 

prolifération cellulaire en empêchant le recrutement des partenaires et en bloquant leur 

phosphorylation (Sepulveda et al., 1999). SOCS6 se lie au domaine JM de KIT et réduit 

l͛aĐtiǀatioŶ des MAPK (Bayle et al., 2004). Les SOCS ont un rôle inhibiteur sur les kinases en 

agissant comme un pseudo-substrat, bien que ceci ne soit pas encore décrit pour leur 

inhibition de KIT. 

 Dégradation du récepteur 

Comme décrit précédemment, la phosphorylation de KIT induit sa relocalisation dans les 

rafts qui est nécessaire à la signalisation (Jahn et al., 2007). De plus, la déplétion de cellules 

en cholestérol membranaire réduit de façon dose-dĠpeŶdaŶte l͛iŶteƌŶalisatioŶ de KIT. Sa 

localisation au niveau des rafts est donc également nécessaire à son internalisation et par 

conséquent à sa dégradation (Jahn et al., 2002). 

Les mécanismes conduisant à la dégradation de KIT ne sont pas encore pleinement élucidés : 

ĐeƌtaiŶs tƌaǀauǆ iŵpliƋueŶt la ǀoie lǇsosoŵale, d͛autƌes la ǀoie pƌotĠasoŵale.  Le SCF induit 

la dimérisation de KIT, sa phosphorylation et sa relocalisation au niveau des rafts. KIT active 

alors les SFK qui phosphorylent Cbl dont le recrutement est soit direct par les pY568 et 936, 

soit indirect par Crk, APS ou Grb2. Cbl ubiquitinyle KIT qui va alors être endocyté dans des 

puits à clathrine. Le contenu endosomal est ensuite dégradé soit après fusion avec les 

lysosomes soit par le protéasome. Certaines données suggèrent que KIT serait mono-

ubiquitinylé par Cbl, ce qui entraînerait une dégradation lysosomale (Masson et al., 2006) ; 

d͛autƌes Ġtudes dĠŵoŶtƌeŶt uŶe poly-ubiquitination de KIT, conduisant à sa dégradation 

pƌotĠasoŵale et Ƌue l͛utilisatioŶ d͛iŶhiďiteuƌ du pƌotĠasoŵe eŶtƌaîŶe uŶe diŵiŶutioŶ de la 
dégradation de KIT (Zeng et al., 2005). Il seŵďle doŶĐ pƌoďaďle Ƌu͛il eǆiste uŶ ou des 
carrefours. 

Les SOCS font paƌtie d͛uŶ Đoŵpleǆe Ƌui peut ĠgaleŵeŶt aǀoiƌ uŶe aĐtiǀitĠ uďiƋuitiŶe-ligase 

(Piessevaux et al., 2008). Il a été montré que SOCS6 joue un rôle dans la dégradation de KIT 

(Zadjali et al., 2011). 
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La protéine chaperonne heat shock protein 90 (hsp90) permet le bon repliement des 

protéines néo-synthétisées dans les cellules normales, ou des protéines dénaturées dans les 

cellules qui ont subi un stress. Hsp90 stabilise et limite la dégradation de KIT ; elle joue 

notamment un rôle important pour les formes oncogéniques de KIT qui sont souvent mal 

repliées et en conformation instable (Fumo et al., 2004). C͛est pouƌƋuoi l͛utilisatioŶ d͛uŶ 
inhibiteur de hsp90 entraîne la dégradation de KIT mutant par le protéasome dans des 

lignées de tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST), limitant ainsi leur prolifération 

(Bauer et al., 2006a). 

Des tƌaǀauǆ ƌĠĐeŶts oŶt ĠgaleŵeŶt iŵpliƋuĠ l͛autophagie daŶs la dĠgƌadatioŶ de KIT ; il y est 

proposé que la dégradation de KIT serait dépendante à la fois du protéasome et de 

l͛autophagie. L͛utilisatioŶ d͛iŶhiďiteuƌs de l͛autophagie ƌĠduit la dĠgƌadatioŶ de KIT, iŶduite 
par un inhibiteur de hsp90 ou liée à son turn-over naturel (Hsueh et al., 2013a). Cependant, 

le ƌôle de l͛autophagie daŶs la dĠgƌadatioŶ de KIT Ŷ͛est pas ďieŶ dĠfiŶi à l͛heuƌe aĐtuelle. 

 

Les RTK sont pour la plupart des proto-oncogènes : dans les conditions physiologiques, ils 

régulent positivement la croissance cellulaire. Leur dérégulation peut conduire à la 

transformation cellulaire. LoƌsƋue l͛aǆe KIT/“CF est dĠƌĠgulĠ, esseŶtielleŵeŶt paƌ ŵutatioŶ 
gain de fonction ou surexpression de KIT et/ou du SCF, cela conduit à une signalisation 

oncogénique. Ce point va être détaillé dans la partie suivante. 
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2. IŵpliĐatioŶ de l’aǆe KIT/SCF eŶ pathologie 

Les dĠƌĠgulatioŶs de l͛aǆe “CF/KIT induisent dans la majorité des cas une activation 

anormale de la signalisation. Ces mécanismes sont souvent engendrés par des mutations 

activatrices de KIT. Il existe également des cas de surexpression de KIT et/ou du SCF, ce qui 

conduit à la formation de boucles paracrines ou autocrines. 

a) Mutations de KIT 

DaŶs la gƌaŶde ŵajoƌitĠ des Đas, les ŵutatioŶs Ƌui touĐheŶt KIT oŶt pouƌ effet de l͛aĐtiǀeƌ de 
façon constitutive. Il existe une exception, où la perte de fonction de KIT conduit au 

piébaldisme, caractérisé par une dépigmentation de la peau. 

Le piébaldisme est une maladie à transmission autosomique dominante dont 75 % des cas 

présentent des pertes de fonction de KIT dues à des mutations ou délétions. Elle se 

caractérise par des taches de dépigmentation sur la peau (front, abdomen et extrémités) et 

des mèches de cheveux décolorées  (figure 11) ; ce sont des lésions qui sont présentes dès la 

ŶaissaŶĐe et Ƌui Ŷ͛ĠǀolueŶt eŶ gĠŶĠƌal pas au Đouƌs de la ǀie (López and Jordá, 2011). Elles 

sont liées à une absence de mélanocytes dans les zones affectées car KIT est responsable de 

la migration, prolifération, différenciation et survie des mélanoblastes. 

 

Figure 11 : personne atteinte de piébaldisme présentant une tâche de dépigmentation 
au niveau du crâne. 

Le gène c-kit est un proto-oŶĐogğŶe, Đ͛est à diƌe Ƌu͛eŶ ĐoŶditioŶ Ŷoƌŵale, il ƌĠgule 
positivement la croissance cellulaire. Cependant, ce gène peut subir des modifications au 

sein de sa séquence, notamment des mutations gain de fonction : il devient alors oncogène, 

Đe Ƌui se tƌaduit paƌ uŶe aĐtiǀatioŶ ĐoŶstitutiǀe de l͛eŶzǇŵe Ƌui iŶduit uŶe pƌolifĠƌatioŶ 
cellulaire anormale. Il existe plusieurs types de mutants oncogéniques de KIT, se 

diffĠƌeŶĐiaŶt paƌ le site de ŵutatioŶ et iŵpliƋuaŶt des ŵĠĐaŶisŵes d͛aĐtiǀatioŶ du ƌĠĐepteuƌ 
spécifiques. Les mutations les plus courantes touchent le domaine JM ou la boucle 

d͛aĐtiǀation située dans le 2e lobe du domaine kinase, mais des mutations du domaine 

extracellulaire et du site de liaisoŶ à l͛ATP sont également observées (figure 12). 
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Figure 12 : structure de KIT et ses différentes mutations dans les leucémies aiguës 
myéloïdes (LAM), GIST et mastocytoses (Ashman and Griffith, 2013a). 
A gauche est représentée la structure protéique de KIT et au centre, les exons correspondants 

aux différents domaines. Les mutations observées dans les mastocytoses (vert), LAM (rouge) 

et GIST (jaune) sont indiquées à droite. 

Mutants du domaine extracellulaire (exons 8 et 9) : ce sont les mutants qui touchent le 

domaine Ig-like 5, responsable de la répulsion des monomères de KIT en absence de SCF et 

de la stabilisation des dimères de récepteur. Dans certains cas de GIST, une duplication de 2 

AA daŶs l͛eǆoŶ ϵ est oďseƌǀĠe (figure 12) ; lorsque la séquence de KIT correspondante est 

transfectée dans des cellules 293T, cela induit la phosphorylation constitutive de KIT (Hirota 

et al., 2001). Une étude sur les LAM a ŵoŶtƌĠ l͛iŵpliĐatioŶ de dĠlĠtioŶs daŶs l͛eǆoŶ ϴ du 
domaine extracellulaire de KIT (Goemans et al., 2005). Une étude française sur un grand 

nombre de mastocytoses pédiatriques (50 patients) a relevé des mutations au niveau de 

l͛eǆoŶ ϴ ;iŶseƌtioŶ, dĠlĠtioŶs, suďstitutioŶsͿ et de l͛eǆoŶ ϵ ;suďstitutioŶs, dupliĐatioŶs 
internes en tandem), induisant toutes une activation du récepteur SCF-indépendante 

(Bodemer et al., 2009). 

Mutants régulateurs du domaine JM (exon 11) : comme décrit précédemment, le domaine 

JM de KIT iŶhiďe l͛aĐtiǀitĠ kiŶase eŶ ŵaiŶteŶaŶt le ƌĠĐepteuƌ eŶ ĐoŶfoƌŵatioŶ iŶaĐtiǀe. Les 
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ŵutatioŶs de l͛eǆoŶ ϭϭ, ĐaƌaĐtĠƌistiƋues des GI“T, eŶtƌaîŶeŶt uŶe dĠstaďilisatioŶ du doŵaiŶe 
JM qui tend vers une conformation plus étendue et ne peut plus exercer son activité 

régulatrice ; la kinase est alors activée de façon constitutive et SCF-iŶdĠpeŶdaŶte, ďieŶ Ƌu͛il 
reste une faible proportion de kinase en conformation auto-inhibée. On observe différents 

types de mutations du domaine JM : des duplications en tandem, des délétions, des 

mutations ponctuelles, ou des combinaisons de ces deux dernières. Ce type de mutants 

pƌĠseŶte la ŵġŵe affiŶitĠ pouƌ l͛ATP Ƌue KIT ǁild tǇpe ;WTͿ ŵais soŶ aĐtiǀatioŶ est plus 
rapide (Chan et al., 2003). De plus, il a été montré que les mutants du JM peuvent avoir une 

spécificité différente vis-à-vis des substrats et donc une signalisation particulière. Dans la 

lignée modèle Ba/F3 (lignée pro-B ŵuƌiŶeͿ, l͛iŶtƌoduĐtioŶ d͛uŶ ŵutaŶt du doŵaiŶe JM – 

mutant K27 portant une délétion de 7 AA de 547 à 555 + une substitution G560K – 

engendre une signalisation particulière : uŶe phosphoƌǇlatioŶ ĐoŶstitutiǀe d͛Akt, “TATϭ, ϯ et 
5 mais pas de Erk, alors que KIT WT phosphoryle peu STAT1 et 3 (Casteran et al., 2003). Dans 

le modèle de FDC-P1 (lignée murine myéloïde issue de moelle osseuse) modifié par infection 

pour exprimer KIT V560G, on observe une faible phosphorylation de Akt et STAT3 (Frost et 

al., 2002). De plus, certaines données suggèrent que les mutants oncogéniques de KIT du 

domaine JM dimérisent en absence de SCF (Kitayama et al., 1995; Tsujimura et al., 1996; Kim 

et al., 2011). Ces études démontrent que les formes WT et mutante du domaine JM de KIT se 

ĐoŵpoƌteŶt diffĠƌeŵŵeŶt, aussi ďieŶ eŶ teƌŵes d͛aĐtiǀatioŶ Ƌue de sigŶalisatioŶ. 

Mutants du site de liaisoŶ à l’ATP, dits gatekeeper (exons 13 et 14) : ces mutants modifient 

le site de liaisoŶ à l͛ATP, ce qui empêche la fixation de certains inhibiteurs de tyrosine 

kinases (ITK). Leuƌ Ŷoŵ de gatekeepeƌ ǀieŶt du fait Ƌu͛ils ĐoŶtƌôleŶt la susĐeptibilité des 

kinases à l͛iŶhiďitioŶ par des drogues. Les mutations les plus communes pour KIT sont la 

T670I et la V654A. Ce type de mutation est souvent responsable de la résistance acquise à 

l͛iŵatiŶiď oďseƌǀĠe Đhez les patieŶts atteiŶts de GI“T et traités pendant une longue période 

(Tamborini et al., 2004; Heinrich et al., 2008a). Le pouvoir tumorigène de ces mutants 

semble être lié à une activation constitutive de la voie des MAPK (Guida et al., 2007). 

Mutants catalytiques du 2e lobe kinase (exons 17 et 18) : on retrouve fréquemment des 

ŵutatioŶs suƌ l͛eǆoŶ ϭϳ, Đ͛est-à-dire dans le 2e lobe du domaine kinase (figure 6). Le plus 

souǀeŶt, Đ͛est l͛aspaƌagiŶe eŶ positioŶ ϴϭϲ ;situĠe daŶs la ďouĐle ĐatalǇtiƋue) qui est 

touchée. Elle peut être mutée en tyrosine, histidine, asparagine ou valine, et cela induit les 

mêmes conséquences. Ce tǇpe de ŵutaŶt pƌĠseŶte uŶe plus gƌaŶde affiŶitĠ pouƌ l͛ATP et uŶ 
teŵps d͛iŶduĐtioŶ de l͛aĐtiǀatioŶ plus Đouƌt Ƌue KIT WT (Lam et al., 1999; Chan et al., 2003). 

On observe également un profil de phosphorylations et une spécificité de substrats 

différents de ceux de KIT WT. En fonction des publications, on trouve : 

- une forte dégradation de shp1, limitant son effet régulateur sur KIT (Piao et al., 1996) 

- une activation constitutive de PI3K et STAT3 mais pas de Erk (Chian et al., 2001; Ning 

et al., 2001)  

- uŶe foƌte aĐtiǀatioŶ d͛Akt et faiďle de Eƌk et “TATϯ (Frost et al., 2002) 

- une forte phosphorylation de STAT5 (Baumgartner et al., 2009). 
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Cette dernière étude met en évidence le rôle central de STAT5 dans le maintien des cellules 

ŶĠoplasiƋues KIT Dϴϭϲ ŵutaŶt à l͛oƌigiŶe des ŵastoĐǇtoses sǇstĠŵiƋues. 

De nombreuses publications indiquent un rôle important des STAT dans la signalisation 

oncogénique induite par les mutants du domaine kinase : les membres de cette famille les 

plus souvent impliqués sont STAT1, 3 et 5 (Yang et al., 2010). 

Il a également été montré que le mutant D816V de KIT, impliqué dans les mastocytoses, 

jouait un rôle protumoral en down-régulant le facteur pro-apoptotique Bim (Aichberger et 

al., 2009) 

Pour les mutants du domaine kinase, les données publiées sont contradictoires en ce qui 

concerne la dimérisation SCF-indépendante du récepteur : des travaux sur le domaine 

cytoplasmique de KIT D814V (équivalent murin du mutant D816V humain) exprimé en levure 

iŶdiƋueŶt Ƌu͛il est pƌĠseŶt sous foƌŵe diŵĠƌiƋue (Lam et al., 1999). D͛autƌes doŶŶĠes 
obtenues sur les lignées Ba/F3 et factor-dependent cell progenitors (FDC-P1) infectées par 

des rétrovirus codants pour KIT murin V559G et D814V démontrent une dimérisation du 

mutant V559G mais pas du D814V (Kitayama et al., 1995). Une étude a montré que, en 

utilisant une forme tronquée où le domaine de dimérisation était absent, les mutants du 

doŵaiŶe kiŶase de KIT pouƌƌaieŶt s͛assoĐier entre eux mais de façon différente à la 

dimérisation classique induite par le SCF (Tsujimura et al., 1999). 

Il eǆiste ĠgaleŵeŶt des ƌaƌes Đas d͛aŵplifiĐatioŶs de KIT daŶs les mélanomes (Curtin et al., 

2006). 

 

Ces ŵutatioŶs aĐtiǀatƌiĐes de KIT soŶt à l͛oƌigiŶe de Ŷoŵďƌeuses pathologies tuŵoƌales doŶt 
les principales sont décrites dans la partie suivante. Il est important de noter que les profils 

mutationnels sont différents en fonction des pathologies étudiées : les GIST sont très 

fréquemment la conséquence de mutations de type régulateur, alors que les mutations de 

type catalytique sont souvent retrouvées dans les mastocytoses par exemple (figure 12). 

i. Leucémies 

Les leucémies sont un ensemble de pathologies variées liées à une accumulation anormale 

de cellules hématopoïétiques dans la moelle osseuse ou dans le sang. En 2011, environ 8000 

cas de leucémies, tous types confondus, ont été diagnostiqués en France. Les leucémies 

myéloïdes chroniques (LMC) sont des pathologies à évolution relativement lente par rapport 

aux LAM. Elles sont liées à la prolifération anormale de granulocytes matures. Les LAM sont 

des pathologies à évolution rapide dans lesquelles la moelle osseuse et le sang sont envahis 

par des précurseurs des cellules hématopoïétiques non différenciés, les blastes. 

L͛hĠŵatopoïğse Ŷoƌŵale est aloƌs iŶhiďĠe. Le ŵǇĠlogƌaŵŵe, Ƌui est l͛ĠlĠŵeŶt ĐlĠ du 
diagnostic, présente des blastes caractéristiques comportant des granulations et parfois des 
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Đoƌps d͛Aueƌ, stƌuĐtuƌes allongées et fines provenant de la fusion de plusieurs granulations 

azurophiles (figure 13). 

 

Figure 13 : myélogramme de patient atteint de LAM. 
OŶ oďseƌǀe uŶ ďlaste pƌĠseŶtaŶt uŶ Đoƌps d͛Aueƌ, ŵis eŶ ĠǀideŶĐe paƌ ĐoloƌatioŶ de May-

Grünwald Giemsa. 

Une expression de KIT est observée dans les leucémies myéloïdes – 68 % des LAM et 80 % 

des LMC – mais rarement dans les leucémies lymphoïdes (Liang, 2013). Cette expression de 

KIT est d͛ailleuƌs ĐoƌƌĠlĠe à uŶ ŵauǀais pƌoŶostiĐ (Tsao et al., 2004). Cependant, les 

mutations de KIT sont des évènements rares dans les LAM, limitées aux LAM à Core Binding 

Factor (CBF) (17 % des LAM) (Ashman and Griffith, 2013). 

La LAM à CBF est la consĠƋueŶĐe d͛uŶ ƌeŵaŶieŵeŶt ĐhƌoŵosoŵiƋue de tǇpe tƌaŶsloĐatioŶ 
ou inversion : on retrouve la translocation 8-21 (t(8 ;21)) qui entraîne la fusion des gènes 

acute myeloid leukemia 1 protein (AML1) et eight twenty-one (ETO) ou l͛iŶǀeƌsioŶ du 
chromosome 16 inv(16) qui conduit à la protéine de fusion CBF- myosin, heavy chain 11 

(MYH11). Les gènes AML1 et CBF codent pour un complexe de facteur de transcription qui 

régule le développement des cellules hématopoïétiques souches (Higuchi et al., 2002). La 

tƌaŶsloĐatioŶ ou l͛iŶǀeƌsioŶ Ƌui eŶtƌaîŶe l͛altĠƌatioŶ gĠŶĠtiƋue de Đes faĐteuƌs de 
transcription associés à la différenciation hématopoïétique constitue le premier évènement 

génétique, fondamental pour initier la maladie. La mutation activatrice de KIT est un 

évènement secondaire mais crucial pour le développement de la leucémie car elle induit la 

prolifération et la survie (Wang et al., 2011b). Trente-sept % des adultes et 19 % des enfants 

développant une LAM à CBF présentent des mutations de KIT (Ashman and Griffith, 2013). 

Une étude sur 110 patients a montré que des mutatioŶs de l͛eǆoŶ ϴ ;doŵaiŶe Ig-like 5) 

étaient retrouvées dans 24 % des inv(16) et 2 % des t(8 ;21) ; de plus, l͛aspaƌagiŶe ϴϭϲ ;eǆoŶ 
17) est mutée dans 8 % des inv(16) et 10 % des t(8 ;21). Bien que les patients atteints de 

LAM à CBF aient un meilleur pronostic que les autres types de LAM, les patients ayant une 

iŶǀ;ϭϲͿ pƌĠseŶteŶt de plus foƌts tauǆ de ƌeĐhute s͛ils oŶt uŶe ŵutatioŶ de l͛eǆoŶ ϴ de KIT 
(Care et al., 2003). De plus, les ŵutatioŶs de l͛eǆoŶ ϭϳ soŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt assoĐiĠes à uŶ 
mauvais pronostic  (Liang, 2013). 
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i. GIST 

 Pathologie et biologie moléculaire 

Les tumeurs stromales gastro-iŶtestiŶales soŶt les tuŵeuƌs d͛oƌigiŶe ŵĠseŶĐhǇŵateuse 
(sarcomes) les plus courantes. Elles restent cependant une maladie rare, puisque leur 

inĐideŶĐe est d͛eŶǀiƌoŶ ϭϬ pouƌ uŶ ŵillioŶ. Elles pƌoǀieŶŶeŶt d͛uŶe pƌolifĠƌatioŶ aŶoƌŵale 
des Đellules iŶteƌstitielles de Cajal, doŶt l͛aĐtiǀitĠ paĐeŵakeƌ est ƌespoŶsaďle du 
péristaltisme du tractus digestif. Les symptômes les plus courants sont une douleur 

abdominale, des saignements gastro-intestinaux, une grande fatigue, des douleurs lors de la 

déglutition et une satiété précoce. Les tumeurs vont de quelques millimètres à plus de 40 cm 

touchant le plus souǀeŶt l͛estoŵaĐ ;ϲϬ %Ϳ ;figuƌe ϭϰͿ et l͛iŶtestiŶ gƌêle (30 %) ; on trouve 

ĠgaleŵeŶt des Đas au Ŷiǀeau de l͛œsophage, du ƌeĐtuŵ et du ĐoloŶ. 

 

Figure 14 : image par endoscopie de tumeur stromale gastrique. 

La prolifération incontrôlée des cellules de Cajal est due à une activation constitutive 

anormale de certains gènes. Les mutations les plus souvent impliquées sont situées sur KIT 

(75-80 %) ou sur PDGFR (5-8 %) (mutations mutuellement exclusives) ; dans 15 % des cas, 

les deuǆ ƌĠĐepteuƌs Ŷe soŶt pas ŵutĠs et l͛oŶ tƌouǀe des ŵutatioŶs suƌ d͛autƌes gğŶes : 

BRAF et Ras qui activent la voie des MAPK, les succinate déshydrogénases (SDH) qui font 

partie du cycle de Krebs et le gène neurofibromatose 1 (NF1) qui code pour une GTPase de la 

famille de Ras (Corless et al., 2011) (figure 15). 
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Figure 15 : fréquences des différentes mutations retrouvées dans les GIST.  
Elles touchent principalement KIT et le PDGFR mais il en a aussi été observé sur BRAF, Ras, 

NF1 et SDH (Blay et al., 2012). 

LoƌsƋue KIT est ŵutĠ daŶs les GI“T, Đ͛est le plus souǀeŶt l͛eǆoŶ ϭϭ Ƌui touĐhĠ, Đ͛est-à-dire 

celui qui code pour le domaine JM ; rappelons que ce type de mutant est appelé 

« régulateur » car le domaine JM perd son rôle auto-inhibiteur et la kinase est activée de 

façon constitutive. 

OŶ oďseƌǀe ĠgaleŵeŶt des ŵutatioŶs daŶs l͛eǆoŶ ϵ, Đ͛est-à-dire dans le domaine 

extracellulaire du récepteur. Les deux autres grands types de mutants, à savoir gatekeeper 

(exon 13-ϭϰͿ et de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ ;eǆoŶ ϭϳͿ soŶt tƌğs ƌaƌeŵeŶt oďseƌǀĠs Đhez les 
patients atteints de GIST non traités. En revanche, ces 2 types de mutations sont très 

ĐouƌaŶts apƌğs tƌaiteŵeŶt à l͛iŵatiŶiď ; en effet, ce sont eux qui sont souvent responsables 

de la ƌĠsistaŶĐe aĐƋuise à l͛iŵatiŶiď paƌ ŵutatioŶ seĐoŶdaiƌe de KIT. 

 Traitements  

Le seul traitement curatif des GIST primaires est la chirurgie ; en revanche, les patients 

présentant des GIST avancés non opérables ou métastatiques soŶt tƌaitĠs paƌ l͛iŵatiŶiď. Cet 
ITK, initialement développé pour inhiber la protéine de fusion Breakpoint cluster region - 

Abelson (Bcr-Abl) dans les leucémies myéloïdes chroniques, inhibe également KIT et le 

PDGFR. Ce traitement a permis de faire passer la médiane de survie des patients atteints de 

GIST de 18 mois à 5 ans (Corless et al., 2011). Les patients les plus répondeurs sont ceux 

présentaŶt uŶe ŵutatioŶ de l͛eǆoŶ ϭϭ, avec 71 % de réponse ; les patients portant une 

ŵutatioŶ de l͛eǆoŶ ƌĠpoŶdeŶt daŶs ϯϴ % des Đas et les patieŶts PDGF‘ et KIT WT daŶs Ϯϴ % 
des cas (Wang et al., 2011a). Malheureusement, les patients sous traitement finissent 
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sǇstĠŵatiƋueŵeŶt paƌ dĠǀeloppeƌ uŶe ƌĠsistaŶĐe aĐƋuise à l͛iŵatiŶiď, due à uŶe ŵutatioŶ 
secondaire sur les exons 13, 14 ou 17 de KIT. Il est décrit que les patients portant des 

ŵutatioŶs pƌiŵaiƌes de l͛eǆoŶ ϭϭ soŶt plus susĐeptiďles de dĠǀeloppeƌ une mutation 

seĐoŶdaiƌe Ƌue Đeuǆ poƌtaŶt uŶe ŵutatioŶ de l͛eǆoŶ ϵ (Guo et al., 2007). Le sunitinib est 

alors utilisé en seconde ligne de traitement, puis le regorafenib (ou Stivarga), molécule très 

proche du sorafenib, en troisième ligne (approbation par la FDA en février 2013) (Overton 

and Heinrich, 2014). 

ii. Mastocytoses 

Les mastocytoses sont un groupe hétérogène de pathologies liées à une prolifération 

anormale de mastocytes dans un ou plusieurs tissus ou organes (Valent et al., 2001). 

 Les mastocytes 

Les ŵastoĐǇtes soŶt des Đellules d͛oƌigiŶe hĠŵatopoïĠtiƋue Ƌui pƌoǀieŶŶeŶt des 
progéniteurs myéloïdes de la moelle osseuse ; ils terminent leur différenciation au niveau de 

leurs tissus cibles. Ils sont présents à proximité des vaisseaux et des nerfs des tissus 

ĐoŶjoŶĐtifs eŶ ĐoŶtaĐt aǀeĐ l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt eǆtĠƌieuƌ, ŶotaŵŵeŶt daŶs le deƌŵe et les 
muqueuses des tractus digestif et respiratoire. Les mastocytes induisent des réactions 

inflammatoires et jouent donc un rôle important dans la défense iŵŵuŶe et l͛alleƌgie ; en 

effet, ils contiennent des granules qui stockent de nombreux médiateurs : héparine, 

tryptase, histamine, sérotonine, prostaglandines, leucotriènes (figure 16). 

 

Figure 16 : illustrations de mastocytes. 
GauĐhe, ŵiĐƌogƌaphie paƌ ŵiĐƌosĐopie à ďalaǇage ĠleĐtƌoŶiƋue de la suƌfaĐe d͛uŶ mastocyte. 
Dƌoite, iŵage de ŵiĐƌosĐopie à tƌaŶsŵissioŶ ĠleĐtƌoŶiƋue suƌ tissu fiǆĠ, gƌaŶules d͛histaŵiŶe 
en rose. Diamètre de la cellule : 8,4 µm. 

Lorsque les IgE sont produites, elles se fixent aux récepteurs de haute affinité pour le 

fragment Fc de l'IgE (FĐε‘IͿ présents à la surface du mastocyte ; le mastocyte est alors armé. 

LoƌsƋu͛uŶ aŶtigğŶe se lie auǆ IgE spĠĐifiƋues de Đelui-ci présentées à sa surface, le mastocyte 

est activé et relargue le contenu de ses granules par exocytose. 
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Les leucotriènes, les pƌostaglaŶdiŶes, l͛histaŵiŶe et la sĠƌotoŶiŶe eŶtƌaîŶeŶt uŶe 
vasodilatation et une augmentation de la perméabilité des vaisseaux ; l͛hĠpaƌiŶe ƋuaŶt à 
elle, a uŶ ƌôle aŶtiĐoagulaŶt. Ces ŵĠĐaŶisŵes faĐiliteŶt l͛aĐĐğs des Đellules iŵŵuŶitaiƌes 
effectrices au site inflammatoire. De plus, les leucotriènes et les prostaglandines sont 

chimiotactiques pour les neutrophiles et les macrophages qui phagocytent les agents 

pathogènes. 

 Classification des mastocytoses 

Les mastocytoses sont des maladies rares, avec une incidence estimée à 1/150000. 

L͛organisation mondiale de la santé (OMS) classe les mastocytoses en 2 grandes catégories : 

la mastocytose cutanée (MC) et la mastocytose systémique (MS). La MC touche 

esseŶtielleŵeŶt les eŶfaŶts et ƌĠgƌesseŶt spoŶtaŶĠŵeŶt à l͛adolescence, alors que la MS est 

plus sĠǀğƌe. Les sigŶes ĐliŶiƋues de la ŵastoĐǇtose soŶt dus à l͛iŶfiltƌatioŶ des ŵastoĐǇtes 
daŶs diffĠƌeŶts oƌgaŶes/tissus aiŶsi Ƌu͛à leuƌ dĠgƌaŶulatioŶ (Boissan et al., 2000). Dans tous 

les types de mastocytoses, les manifestations liées à la libération de médiateurs sont 

observées : flushs (plaques rouges sur le corps), syncope (liée à une hypotension), troubles 

gastro-intestinaux (douleurs abdominales, diarrhées, nausées) et parfois manifestations 

neuropsyĐhiatƌiƋues ;dĠpƌessioŶ, ĐhaŶgeŵeŶt d͛huŵeuƌ, ďaisse de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶͿ. 

La mastocytose cutanée est la plus fréquente (90 % des cas) ; elle est essentiellement 

ƌetƌouǀĠe Đhez les eŶfaŶts, Đhez Ƌui elle touĐhe uŶiƋueŵeŶt la peau ;aďseŶĐe d͛atteiŶtes 
systéŵiƋuesͿ et dispaƌaît le plus souǀeŶt à l͛adolesĐeŶĐe. Les sǇŵptôŵes soŶt l͛appaƌitioŶ 
de macules (taches rouges/brunes) (figure 17), un prurit, des douleurs abdominales et 

osseuses. Il faut cependant noter que la majorité des enfants atteints auront peu de 

symptômes ou uniquement lors de crises transitoires qui surviennent spontanément ou 

après un choc. Du fait de la fréquente régression spontanée de cette forme de mastocytose, 

les patients ne sont généralement pas traités. 

 

Figure 17 : enfant atteint de mastocytose cutanée. 
Présence des macules pigmentées au niveau du tronc et des bras. 
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Il existe 3 sous-types de MC : la foƌŵe la plus fƌĠƋueŶte est l͛uƌtiĐaƌia pigŵeŶtosa. Il se 

manifeste par des éruptions généralisées de macules pigmentées souvent localisées au 

niveau du tronc (Valent et al., 2001). La MC diffuse est une forme très rare et beaucoup plus 

sévère avec une infiltration des mastocytes dans toute la peau  (Lange et al., 2012). Enfin, le 

ŵastoĐǇtoŵe de la peau est uŶe tuŵeuƌ ďĠŶigŶe Ƌui ƌĠsulte d͛uŶe hǇpeƌplasie des 
mastocytes dans le derme (Valent et al., 2001). 

Le ĐaƌaĐtğƌe tƌaŶsitoiƌe de la ŵaladie laissait peŶseƌ Ƌu͛elle Ŷ͛Ġtait pas ĐloŶale. Mais des 
données récentes montrent une implication fréquente de mutations de KIT dans cette 

pathologie. Il a été montré que 86 % des patients portent une mutation de KIT, dont la 

moitié au niveau du codon 816 et le quart au niveau du 5e domaine Ig-like (Bodemer et al., 

2009). CeĐi dĠŵoŶtƌe Ƌue les ŵastoĐǇtoses ĐutaŶĠes soŶt des ŵaladies ĐloŶales, Đ͛est-à-dire 

Ƌu͛elles soŶt issues d͛uŶe ŵġŵe Đellule souǀeŶt KIT ŵutaŶte. 

La régression spontanée fréquente de la MC Ŷ͛est pas eŶĐoƌe ďieŶ Đoŵpƌise. Le statut 
mutationnel de KIT ne suffit pas à expliquer la différence biologique entre la MC et la MS. On 

peut penser que, malgré que les mutations de KIT soient souvent impliquées dans cette 

pathologie, elles ne sont peut-être pas suffisantes à son développement ; il peut exister 

d͛autƌes altĠƌatioŶs gĠŶĠtiƋues Ƌui liŵiteƌaieŶt l͛addiĐtioŶ des MC à KIT (Valent et al., 2012). 

La MS peut être divisée en 4 sous-groupes : la MS indolente (2/3 des MS), la MS associée à 

une hémopathie maligne (1/4), la MS agressive (5 %) et la leucémie à mastocytes qui reste 

peu fréquente. Il existe également de très rares cas de sarcomes à mastocytes et de 

mastocytomes extra-cutanés. En plus des manifestions dues à la dégranulation des 

mastocytes comme dans la MC, on observe des signes induits par leur infiltration dans les 

tissus/organes. Dans 70 % des cas, les patients portent une mutation de KIT, presque 

toujours la D816V. 

- La MS indolente est la forme la plus courante. On observe très fréquemment des 

macules au niveau de la peau, une accumulation modérée des mastocytes et pas 

d͛atteiŶtes auǆ foŶĐtioŶs des oƌgaŶes, ŵġŵe s͛ils soŶt iŶfiltƌĠs paƌ les ŵastoĐǇtes. Le 

pronostic des patients est favorable et leur espérance de vie est semblable à celle de 

la population générale. 

- La MS agressive : les organes et tissus infiltrés par les mastocytes sont dans ce cas 

touchés ; on trouve par exemple des splénomégalies, des hépatomégalies, des 

atteintes osseuses voire une ostéoporose, un envahissement de la moelle 

(perturbation de la formule sanguine) ou une malabsorption intestinale. La médiane 

de suƌǀie des patieŶts atteiŶts de M“ agƌessiǀe est d͛eŶǀiƌoŶ ϰϬ ŵois. 
- La MS peut évoluer et être associée à différentes hémopathies malignes non 

mastocytaires car les patients soŶt plus susĐeptiďles d͛eŶ dĠǀeloppeƌ : lǇŵphoŵe 
non hodgkinien, syndrome myéloprolifératif, syndrome myélodysplasique, leucémie 

aiguë myéloïde, syndrome hyperéosinophilique, leucémie chronique 

myélomonocytaire. La médiane de survie des patients atteints de MS associée à une 
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hémopathie maligne est de 24 mois mais peut varier en fonction de la pathologie 

associée. 

Le diagŶostiĐ de la M“ est Ġtaďli loƌsƋu͛uŶ patient présente le critère majeur et un critère 

mineur, ou 3 critères mineurs (table 2). 

Critère majeur Critères mineurs 

PƌĠseŶĐe d͛iŶfiltƌats deŶses ;au ŵoiŶs ϭϱͿ de 
mastocytes dans les sections de moelle 

osseuse. Confirmation par marquage en IHC 
(tryptase…Ϳ 

Plus de 25 % des mastocytes sont immatures 
ou de morphologie atypique dans la moelle 

osseuse ou autre organe extra-cutané 

 Expression aberrante de CD2 et/ou CD25  en 
plus de KIT par les mastocytes 

 Présence de mutation de KIT D816 dans la 
moelle osseuse, le sang ou autre organe 

extra-cutané 

 Tryptase sérique > 20 ng/mL (13,5 chez 
l͛iŶdiǀidu saiŶͿ 

Table 2 : Đƌitğƌes d͛ĠǀaluatioŶ de l͛OM“ pouƌ la ŵastoĐǇtose sǇstĠŵiƋue. 
Le diagŶostiĐ de la M“ ƌepose suƌ la pƌĠseŶte d͛uŶ Đƌitğƌe majeuƌ et d͛uŶ Đƌitğƌe ŵiŶeuƌ ou de 
3 critères mineurs (Gotlib et al., 2013). 

- Les MS agressives peuvent évoluer vers une autre catégorie, les leucémies à 

mastocytes (Valent et al., 2003). Elles se caractérisent par des infiltrats de mastocytes 

> à 20 % dans la moelle, des mastocytes circulants et des atteintes de plusieurs 

organes/tissus. La médiane de survie des patients atteints de leucémies à mastocytes 

est de 2 mois.  

 

- Les cas de sarcomes à mastocytes et mastocytomes extra-cutanés restent très rares. 

Les mastocytoses sont des maladies souvent associées à des mutations activatrices de KIT, le 

plus souǀeŶt daŶs l͛eǆoŶ ϭ7. L͛aĐtiǀatioŶ ĐoŶstitutiǀe du ƌĠĐepteuƌ ĐoŶduit à uŶe 
prolifération anormale des mastocytes qui envahissent alors certains tissus. 

 Traitements des MS 

Du fait de la gƌaŶde hĠtĠƌogĠŶĠitĠ des sǇŵptôŵes assoĐiĠs à la M“, il Ŷ͛eǆiste pas de 
traitement de référence ; une adaptation thérapeutique est nécessaire à chaque patient. 

Tout d͛aďoƌd, la dĠgƌaŶulatioŶ des ŵastoĐǇtes peut ġtƌe iŶduite paƌ uŶ ĐhoĐ, il est doŶĐ 
essentiel de limiter tous les facteurs pouvant y conduire : l͛eǆeƌĐiĐe, l͛alĐool, le stƌess, 
l͛aspirine et les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS), les opiacés, les curares, les 

hǇpŶotiƋues et les pƌoduits de ĐoŶtƌaste… 



48 
 

EŶ gĠŶĠƌal, uŶe thĠƌapie ǀisaŶt à iŶhiďeƌ la dĠgƌaŶulatioŶ ŵassiǀe ou l͛effet des ŵĠdiateuƌs 
libérés par les mastocytes est prescrite : 

 Pour limiter le prurit et les flushs : antihistaminiques H1, antagonistes des 

leucotriènes, anti-inflammatoire non stéroïdien (aspirine), psoralène + ultraviolets 

(UV) 

 Pour cibler les symptômes abdominaux (douleurs, nausées, diarrhées) : 

antihistaminiques H2, inhibiteur de pompe à protons, cromoglycate de sodium, 

corticostéroïdes (prednisone) 

 Pour limiter les symptômes neurologiques (céphalées, dépression) : 

antihistaminiques H1 et H2, cromoglycate de sodium 

 Pouƌ pƌeŶdƌe eŶ Đhaƌge l͛hypotension : adrénaline, anti-histaminiques H1 et H2, 

corticostéroïdes, cytoréducteur Đoŵŵe l͛iŶteƌfĠƌoŶ  (IFN) 

 Pouƌ liŵiteƌ l͛ostéoporose : biphosphonates, IFN, cladribine (Pardanani, 2013). 

Jusque récemment, cette approche ciblant uniquement les symptômes de la maladie était la 

seule proposée. Depuis quelques années, les patients atteints de MS agressive et de 

leucémies à mastocytes ont également accès à un traitement cytoréducteur dans le but de 

contrôler la croissance des cellules néoplasiques : 

OŶ tƌouǀe ŶotaŵŵeŶt l͛IFN(souvent IFN-ϮBͿ Ƌui, eŶ plus d͛aŵĠlioƌeƌ les sǇŵptôŵes liĠs 
à la dĠgƌaŶulatioŶ, diŵiŶue l͛iŶfiltƌatioŶ ŵĠdullaiƌe. CepeŶdaŶt, il a uŶ effet ĐǇtostatiƋue 
plutôt que cytolytique, une rechute étant donc souvent observée. Il est fréquemment 

administré en parallèle à la prednisone qui améliore son efficacité et limite les phénomènes 

d͛iŶtolĠƌaŶĐe. La cladribine est également utilisée ; Đ͛est uŶ aŶalogue puƌiƋue Ƌui iŶhiďe la 
sǇŶthğse d͛acide désoxyribonucléique (ADN). Elle améliore les symptômes, mais a peu 

d͛effet suƌ l͛iŶfiltƌatioŶ ŵĠdullaiƌe et de Ŷoŵďƌeuses ƌeĐhutes suƌǀieŶŶeŶt à la fiŶ du 
traitement (Georgin-Lavialle et al., 2009). 

En plus de ces traitements systémiques, de plus eŶ plus d͛Ġtudes se touƌŶeŶt ǀeƌs les ITK. La 
Food and Drug Administration (FDA) a autoƌisĠ eŶ ϮϬϬϲ l͛utilisatioŶ de l͛iŵatiŶiď Đhez les 
patients atteints de MS agressive sans mutation D816V ou au statut mutationnel de KIT 

inconnu. De plus, de nombreux essais ĐliŶiƋues de phase II oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠs aǀeĐ d͛autƌes ITK 
ciblant KIT : dasatinib, nilotinib, PKC412 (midostaurine), masatinib (Shah et al., 2006; Moura 

et al., 2011) …  Le dasatinib et le PKC412 pƌĠseŶteŶt l͛aǀaŶtage d͛ġtƌe aĐtifs suƌ le ŵutaŶt 
D816V. Cependant, les résultats de Đes Ġtudes ŵoŶtƌeŶt peu d͛aŵĠlioƌatioŶ eŶ teƌŵes de 
réponse complète chez les patients présentant la mutation D816V ; huit patients présentant 

la mutation D816V sur 33 ont démontré une amélioration des symptômes mais pas du 

nombre de mastocytes dans la moelle. La majorité des effets secondaires observés sont de 

grade 1 ou 2 (sur une échelle de 1 à 4) comprenant des difficultés respiratoires, des nausées, 

des maux de tête et plusieuƌs Đas d͛ĠpaŶĐheŵeŶt pleuƌal de gƌade ϯ (Verstovsek, 2013). 
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i. Mélanomes 

L͛iŶĐideŶĐe du ŵĠlaŶoŵe a ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt augŵeŶtĠ Đes ϱϬ deƌŶiğƌes aŶŶĠes. Les 
altérations génétiques associées sont étudiées depuis de nombreuses années : les gènes 

souvent impliqués sont BRAF, NRAS, ainsi que les gènes codant pour différentes protéines 

impliquées dans le cycle cellulaire comme CCND1 (codant pour la cycline D1), CDKN2A 

;ĐodaŶt pouƌ l͛iŶhiďiteuƌ de la kiŶase ĐǇĐliŶe-dépendante 2A) ou encore CDK4 (codant pour 

la kinase cycline-dépendante 4). On retrouve des mutations de BRAF dans 60 % des 

ŵĠlaŶoŵes de la peau saŶs sigŶe d͛eǆpositioŶ ĐhƌoŶiƋue au soleil ;ŶoŶ-CDS) et de NRAS 

dans 10 à 20 % des mélanomes (Curtin et al., 2006). De par son rôle dans le développement 

des mélanocytes, KIT est de plus en plus décrit comme impliqué dans certains types de 

mélanomes depuis quelques années (Beadling et al., 2008). En effet, les mélanomes de type 

aĐƌal, ŵuƋueuǆ ou iŶduit paƌ l͛eǆpositioŶ au soleil ;C“DͿ pƌĠseŶteŶt fƌĠƋueŵŵeŶt des 
mutations ou des amplifications de KIT (figure 18) : on observe des amplifications de KIT 

dans 30 % des mélanomes ainsi que des mutations activatrices dans les exons 11, 13, 17 et 

18 (Liu and Colegio, 2013). Cependant, le rôle oncogénique de KIT dans les mélanomes ne 

semble pas toujours clair car il a également été montré que la perte de son expression était 

associée à la progression de certaines formes de mélanome (Lennartsson et al., 2005). 

 

Figure 18 : fréquence des altérations génétiques observées dans les mélanomes. 
CSD=chronic sun-induced damage (Curtin et al., 2006). 

Lorsque le mélanome est localisé, le traitement consiste en une résection chirurgicale. En 

revanche, dans les cas plus étendus ou en présence de métastases, les traitements de 

ƌĠfĠƌeŶĐe soŶt l͛iŶteƌleukiŶe Ϯ, l͛IFN et la dacarbazine qui est un agent cytostatique 

iŶhiďaŶt la sǇŶthğse de l͛ADN. Ces ϯ deƌŶiğƌes aŶŶĠes, d͛autƌes thĠƌapies plus ĐiďlĠes oŶt ĠtĠ 
utilisées en clinique, ciblant les cellules cancéreuses avec des inhibiteurs de BRAF comme le 

vemurafenib (McArthur et al., 2014) et le dabrafenib (Ascierto et al., 2013), ou des 

inhibiteurs de MEK comme le trametinib (Alluri and Jimeno, 2013). D͛autƌes stƌatĠgies 
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ciblent les points de contrôle immuns : un anticorps anti-cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 

(CTLA4) (ipilimumab) (Prieto et al., 2012). Cependant, les effets de ces traitements sont 

assez limités et tous les patients ne sont pas éligibles. 

De paƌ l͛iŵpliĐatioŶ de KIT daŶs les ŵĠlaŶoŵes aĐƌauǆ, ŵuƋueuǆ et C“D ;aŵplifiĐatioŶs ou 
mutations de KIT dans 30 % des cas), des essais cliniques de thérapies ciblant KIT ont été mis 

en place ƌĠĐeŵŵeŶt : oŶ peut Điteƌ ŶotaŵŵeŶt l͛iŵatiŶiď (Guo et al., 2011), le dasatinib 

(Kluger et al., 2011) et le nilotinib (Cho et al., 2012), mais les résultats de ces études sont 

assez mitigés. Cependant, une sélection des patients basée sur leur statut mutationnel de 

KIT peƌŵet d͛oďteŶiƌ de ŵeilleuƌs ƌĠsultats (Carvajal RD et al., 2011). En effet, tous les types 

de mutations de KIT ne présentent pas la même sensibilité aux différents ITK (cf 

II.1.inhibiteurs de tyrosine kinases). 

ii. Tumeurs des cellules germinales 

Ce sont des tumeurs qui dérivent des cellules germinales, comprenant entre autres les 

dysgerminomes chez la feŵŵe et les sĠŵiŶoŵes Đhez l͛hoŵŵe, et Ƌui eǆpƌiŵeŶt pƌesƋue 
toujours KIT (Hoei-Hansen et al., 2007). Au vu du rôle de KIT dans la prolifération et la 

migration des progéniteurs des cellules germinales, de plus eŶ plus d͛Ġtudes s͛iŶtĠƌesseŶt à 
son implication dans les tumeurs des cellules germinales. KIT présente des mutations dans 

ϭϬ à Ϯϱ % des sĠŵiŶoŵes eŶ foŶĐtioŶ des Ġtudes, souǀeŶt au Ŷiǀeau de l͛eǆoŶ ϭϳ, aiŶsi Ƌue 
des duplications du gène c-kit dans 20 % des cas (Kemmer et al., 2004; McIntyre et al., 

2005b). Les séminomes sont des pathologies présentant un bon pronostic avec des taux 

élevés de guérison, pour lesquelles la résection chirurgicale est le traitement principal. Chez 

les patients métastatiques, une chimiothérapie composée de bléomycine, etoposide et 

cisplatine est prescrite (Oldenburg et al., 2013). Les dysgerminomes quant à eux répondent 

bien à la chimiothérapie et la radiothérapie et sont de bon pronostic (Sever et al., 2005). 

 

b) Cas de boucles para/autocrines : surexpression aberrante 

i. Cancer du poumon à petites cellules 

C͛est uŶe tuŵeuƌ agƌessiǀe de ŵauǀais pƌoŶostiĐ Ƌui Đoƌƌespond à 20 % des cancers du 

poumon. Ce cancer répond à la chimiothérapie et radiothérapie, mais récidive 

systématiquement, la médiane de survie étant alors de 6 mois. KIT est souvent exprimé par 

les cancers du poumon à petites cellules (SCLC) (40 à 80 % en fonction des études) et est un 

facteur de mauvais pronostic. Il semble être impliqué dans leur prolifération par plusieurs 

mécanismes : il existe des boucles auto ou paracrines SCF/KIT dans environ 50 % des cas, 

ainsi que des mutations des exons 9 et 11 qui sont plus rarement observées (8 % des cas) 

(Hibi et al., 1991; Boldrini et al., 2004). 

Plusieuƌs essais ĐliŶiƋues de phase II ĠǀaluaŶt l͛effet de l͛iŵatiŶiď oŶt ĠtĠ ŵeŶĠes suƌ des 
patients atteints de SCLC et exprimant KIT ; ĐepeŶdaŶt, l͛iŵatiŶiď Ŷe pƌĠseŶte pas d͛aĐtiǀitĠ 
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clinique au sein de ces études (Dy et al., 2005). L͛aďseŶĐe de ƌĠpoŶse au tƌaiteŵeŶt est sans 

doute due au fait que les tumeurs SCLC ne dépendent pas de KIT pour leur croissance. 

 

ii. Neuroblastome 

Le Ŷeuƌoďlastoŵe est uŶe tuŵeuƌ pĠdiatƌiƋue Ƌui dĠƌiǀe des Đƌġtes Ŷeuƌales, d͛où 
proviennent les mélanocytes. Au moment du diagnostic, 50 % des sujets ont déjà développé 

des métastases et ont un taux de survie à 5 ans de 30 %. On y observe souvent une boucle 

autocrine SCF/KIT qui semble essentielle à la prolifération de la tumeur (Cohen et al., 1994). 

L͛iŵatiŶiď iŶhiďe la ĐƌoissaŶĐe des Đellules de Ŷeuƌoďlastoŵe in vitro et in vivo en inhibant la 

phosphorylation de KIT et du PDGFR (Beppu et al., 2004). Un essai de phase II a montré des 

ƌĠsultats eŶĐouƌageaŶts et uŶe ďoŶŶe tolĠƌaŶĐe de l͛iŵatiŶiď daŶs le Ŷeuƌoďlastoŵe 
(Calafiore et al., 2013). 

 

 

De plus, uŶe suƌeǆpƌessioŶ de KIT et/ou la foƌŵatioŶ d͛uŶe ďouĐle autoĐƌiŶe aǀeĐ le “CF oŶt 
été rapportées dans différents types de cancers : oǀaiƌe, seiŶ, ĐoloƌeĐtal, saƌĐoŵe d͛EǁiŶg 
(Bellone et al., 1997; González et al., 2004; Tsuda et al., 2005; Chau et al., 2012). 

 

 

 

 

3. Conclusion 

L͛aǆe “CF/KIT est uŶe ǀoie ŵajeuƌe du dĠǀeloppeŵeŶt eŵďƌǇoŶŶaiƌe et ĐoŶtiŶue à joueƌ uŶ 
ƌôle à l͛âge adulte daŶs les pƌĠĐuƌseuƌs hĠŵatopoïĠtiƋues et ĐeƌtaiŶs ligŶages Đellulaiƌes 

diffĠƌeŶĐiĠs Đoŵŵe les ŵastoĐǇtes, les ŵĠlaŶoĐǇtes et les ICC. L͛aĐtiǀatioŶ de KIT ĐoŶduit à 
la prolifération et la survie cellulaire, notamment par les voies de signalisation MAPK et PI3K. 

De par son action proliférative et son rôle dans le maintien du statut indifférencié de 

certaines cellules, il est largement impliqué dans le processus cancéreux, avec un rôle de 

driver dans certains cancers comme les GIST. De très nombreuses altérations génétiques 

touchant KIT ont été décrites, le rendant pour la plupart constitutivement actif. Il existe 

ĠgaleŵeŶt des ďouĐles auto ou paƌaĐƌiŶes “CF/KIT Ƌui ĐoŶduiseŶt à uŶe tuŵoƌigeŶğse. C͛est 
pourquoi il représente une cible pertinente en oncologie. 
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II. THERAPIES CIBLES EN ONCOLOGIE 

 

Le cancer est fréquemment causé par des mutations génétiques qui engendrent des 

anomalies qualitatives ou quantitatives dans la synthèse des protéines codées par ces gènes. 

De larges efforts en matière de compréhension moléculaire des mécanismes oncogéniques 

initiés par ces anomalies ont été réalisés ces dernières années ; cela a permis de développer 

de Ŷouǀelles stƌatĠgies de thĠƌapie ĐiďlaŶt les ŵĠĐaŶisŵes à l͛oƌigiŶe de la tuŵeuƌ. Il 
apparait de plus en plus clairement que la classification classique des cancers en fonction de 

leuƌ tissu d͛oƌigiŶe Ŷe pƌĠseŶte Ƌu͛uŶe utilitĠ liŵitĠe eŶ teƌŵes de pƌise eŶ Đhaƌge 
thĠƌapeutiƋue. Aujouƌd͛hui, l͛aŵĠlioƌatioŶ du diagŶostiĐ peƌŵet uŶ ƌaffiŶeŵeŶt de la 
classification des cancers et donc une prise en charge plus adaptée à chaque patient. 

La chimiothérapie classique est un traitement systémique largement utilisé en oncologie ; 

elle cible les cellules en division, affectant ainsi non seulement les cellules tumorales, mais 

aussi les cellules saines en prolifération (lignées hématopoïétiques, cellules des muqueuses 

ďuĐĐale et iŶtestiŶaleͿ. Les pƌiŶĐipauǆ ŵodes d͛aĐtioŶ des ĐhiŵiothĠƌapies soŶt le ciblage : 

 De l͛ADN : inhibition de la réplication, de la transcription, (agents alkylants, dérivés 

du platine), inhibition des topoisomérases qui régulent la structuƌe de l͛ADN. 
 Des métabolites : inhibition de la synthèse de bases ou compétition avec les bases, ce 

qui empêche la sǇŶthğse de l͛ADN. 
 Des microtubules : inhibition des fuseaux mitotiques (taxanes, alcaloïdes).  

Ce tǇpe de thĠƌapie pƌĠseŶte doŶĐ l͛iŶĐoŶǀĠŶieŶt d͛eŶgeŶdƌeƌ de Ŷoŵďƌeuǆ effets 
seĐoŶdaiƌes tels Ƌu͛uŶe ŵodifiĐatioŶ de la foƌŵule saŶguiŶe, des ǀoŵisseŵeŶts, la Đhute de 
cheveux et une grande fatigue. 

Ce chapitre est consacré aux principaux types de thérapie ciblée utilisés en oncologie. Une 

meilleure connaissance de la biologie de la tumeur a permis l͛ideŶtifiĐatioŶ de Ŷouǀelles 

cibles thérapeutiques et le développement de thérapies ciblées. A la différence des 

chimiothérapies classiques, qui inhibent des processus biologiques ubiquitaires, les thérapies 

ciblées visent spécifiquement une protéine ou un mécanisme impliqué dans le 

développement de la tumeur. Cela nécessite la sélection appropriée des patients qui 

eǆpƌiŵeŶt la Điďle afiŶ Ƌu͛ils tiƌeŶt ďĠŶĠfiĐe de Đes tƌaiteŵeŶts ; Đ͛est Đe Ƌu͛oŶ appelle la 

médecine personnalisée. Les principaux outils de thérapie ciblée disponibles à ce jour sont 

les molécules pharmacologiques de synthèse et les molécules biologiques que sont les 

anticorps. Nous développerons plus particulièrement les exemples ciblant le récepteur KIT 

loƌsƋue Đ͛est possiďle. 
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1. Inhibiteurs de tyrosine kinase 

Ces dernières années, les tyrosine et sérine/thréonine kinases ont émergé comme une des 

cibles principales en oncologie de par leur forte implication dans la signalisation 

oncogénique. Les iŶhiďiteuƌs de kiŶases, doŶt ďeauĐoup soŶt des ITK, pƌĠseŶteŶt l͛aǀaŶtage 
de cibler un groupe restreint de quelques protéines, ce qui limite les lourds effets 

secondaires observés avec les traitements systémiques que sont les chimiothérapies 

classiques. De plus, ces inhibiteurs sont administrés par voie orale, ce qui représente un 

certain confort pour les patients comparé aux traitements par anticorps monoclonal ou 

certaines chimiothérapies. 

Le premier ITK à avoir été développé en 1996 est l͛imatinib ciblant la tyrosine kinase Bcr-Abl 

(Buchdunger et al., 1996). Il a été mis sur le marché en 2001 pour le traitement des 

leuĐĠŵies ŵǇĠloïdes ĐhƌoŶiƋues. Il a paƌ la suite peƌŵis d͛aŵĠlioƌeƌ ŶetteŵeŶt la pƌise eŶ 
charge des GIST dans lesquels il cible KIT et le PDGFR. Depuis, de nombreux autres ITK ont 

été développés et constituent des outils de thérapie ciblée très efficaces en oncologie. On 

assiste ces dernières années à un développement rapide de ces molécules : en 2008, 

seulement 8 ITK étaient approuvés par la FDA ; il y en avait 15 en 2013 et 23 à ce jour 

(bosutinib, vandetanib, cabozantinib, imatinib, afatinib, ponatinib, ibrutinib, axitinib, 

gefitinib, ruxolitinib, trametinib, sorafenib, dasatinib, regorafenib, sunitinib, dabrafenib, 

erlotinib, nilotinib, lapatinib, pazopanib, crizotinib, tofacitinib et vemurafenib). 

On peut classer les ITK en 5 catégories en fonction de leur site de liaison et de leur 

ŵĠĐaŶisŵe d͛aĐtioŶ. 

a) Type I 

Les ITK de type I reconnaissent la kinase en conformation active et se fixent au site de liaison 

de l͛ATP ;figuƌe ϭϵͿ. Ils ŵiŵeŶt le ŶoǇau adĠŶiŶe de l͛ATP et foƌŵeŶt uŶe à ϯ liaisoŶs 
hǇdƌogğŶe aǀeĐ la kiŶase, siŵilaiƌes à Đelles foƌŵĠes aǀeĐ l͛ATP ; ils entrent donc en 

compétition avec celui-ci (Gotink and Verheul, 2010). CepeŶdaŶt, le site de liaisoŶ à l͛ATP est 
tƌğs siŵilaiƌe d͛uŶe kiŶase à l͛autƌe (Liu and Gray, 2006) ; Đe tǇpe d͛iŶhiďiteuƌ pƌĠseŶte doŶĐ 
l͛iŶĐoŶǀĠŶieŶt d͛ġtƌe assez peu spĠĐifiƋue. Cette faiďle sĠleĐtiǀitĠ eŶtƌaîŶe des effets 
secondaires, notamment au niveau cardiaque. Toutefois, dans certaines pathologies, il peut 

ġtƌe utile de Điďleƌ plusieuƌs oŶĐogğŶes à la fois, Đ͛est pouƌƋuoi Đes iŶhiďiteuƌs ŵoiŶs 
spĠĐifiƋues peuǀeŶt s͛aǀĠƌeƌ ġtƌe des outils thĠƌapeutiƋues iŶtĠƌessaŶts. A Đe jouƌ, la FDA a 
autoƌisĠ l͛utilisatioŶ de ϭϮ ITK de tǇpe I : gefitinib, erlotinib, dasatinib, sunitinib, pazopanib, 

vemurafenib, ruxolitinib, crizotinib, bosutinib, axitinib, dabrafenib et tofacitinib. 
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Figure 19 : comparaison du mode de liaison des ITK de type I et II. 
a) ITK de type I ;PDϭϲϲϯϮϲͿ daŶs la ĐoŶfoƌŵatioŶ aĐtiǀe de l͛eŶzǇŵe. b) ITK de type II (imatinib) 

daŶs la ĐoŶfoƌŵatioŶ iŶaĐtiǀe de l͛eŶzǇŵe. ITK eŶ ďleu Đlaiƌ, ŵotif DFG eŶ ƌose. “ite 
allostĠƌiƋue = poĐhe hǇdƌophoďe adjaĐeŶte au site de liaisoŶ à l͛ATP utilisĠe paƌ les ITK de type 

II (Liu and Gray, 2006). 

Dasatinib (Sprycel) 

     

Le dasatinib est un inhibiteur de Bcr-Abl de deuxième génération, développé pour contrer 

les ƌĠsistaŶĐes à l͛iŵatiŶiď de BĐƌ-Abl. Cet inhibiteur présente uŶ speĐtƌe d͛aĐtioŶ assez laƌge 
: il inhibe également les SFK, ephrin type-A receptor 2 (EPHA2), le PDGFR et KIT. Il a été 

appƌouǀĠ paƌ la FDA pouƌ le tƌaiteŵeŶt des LMC ƌĠsistaŶtes ou iŶtolĠƌaŶtes à l͛iŵatiŶiď et a 

peƌŵis d͛oďteŶiƌ de tƌğs ďoŶs tauǆ de ƌĠpoŶse, iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt du statut ŵutatioŶŶel de 
Bcr-Abl (Müller et al., 2009). 
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Il peƌŵet de Điďleƌ les ŵutaŶts de KIT de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ ;eǆoŶ ϭϳͿ Ƌui faǀoƌiseŶt la 
ĐoŶfoƌŵatioŶ aĐtiǀe de l͛eŶzǇŵe, paƌ eǆeŵple le ŵutaŶt DϴϭϲV de KIT, ƌĠsistaŶt à la plupaƌt 
des ITK (voir table 4 en fin de chapitre). De par son activité sur les mutants du domaine 

kinase, le dasatinib a suscité de grand espoirs pour cibler KIT D816V (exon 17) dans les MS ; 

malheureusement, les études menées ont donné des résultats assez décevants, 

probablement liés à une faible concentration plasmatique de la molécule dans le plasma des 

patients, et une toxicité assez importante (Verstovsek et al., 2008; Pardanani, 2013). Des 

essais de phase II sont en cours dans les GIST. 

Sunitinib (Sutent) 

 

Cette ŵolĠĐule est utilisĠe eŶ Ϯe ligŶe daŶs les GI“T ƌĠsistaŶts ou iŶtolĠƌaŶts à l͛iŵatiŶiď 
depuis 2006 pour cibler KIT et le PDGFR. Le sunitinib est actif sur les mutants du domaine 

JM aiŶsi Ƌue suƌ ĐeƌtaiŶes ŵutatioŶs seĐoŶdaiƌes iŶduisaŶt uŶe ƌĠsistaŶĐe à l͛iŵatiŶiď, 
ŶotaŵŵeŶt les ŵutaŶts du site de liaisoŶ à l͛ATP VϲϱϰA et TϲϳϬI ;ŵutatioŶs gatekeepeƌ du 
doŵaiŶe de liaisoŶ à l͛ATP, ƌĠsistaŶtes à l͛iŵatiŶiďͿ (Prenen et al., 2006). En revanche, tout 

Đoŵŵe l͛iŵatiŶiď, il est iŶeffiĐaĐe suƌ les ŵutaŶts de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ Đoŵŵe le DϴϭϲV 

(exon 17).  

Les mutations primaires retrouvées chez les patients atteints de GIST touchent les exons 11 

ou 9 dans 90 % des cas mais peu affectent les exons 13-14 (mutants gatekeeper du domaine 

de fiǆatioŶ de l͛ATPͿ ou ϭϳ ;ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶͿ. Les patieŶts soŶt tƌaitĠs à l͛iŵatiŶiď ŵais 
développent souvent une résistance acquise par mutations secondaires des exons 13-14 ou 

17 de KIT. Le sunitinib est alors prescrit en seconde ligne dans les GIST devenus résistants à 

l͛iŵatiŶiď. CepeŶdaŶt, ĠtaŶt doŶŶĠ soŶ inefficacité sur les mutants gatekeeper (exon 13-14) 

et de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ ;eǆoŶ ϭϳͿ, il seƌait saŶs doute iŶtĠƌessaŶt de sĠleĐtioŶŶeƌ 
uniquement les patients portant une mutation sensible au sunitinib et proposer une autre 

option thérapeutique à ceux qui lui sont résistants (Hsueh et al., 2013b) (voir table 4 en fin 

de chapitre). Le sunitinib est également approuvé dans le traitement des carcinomes rénaux 

et des tumeurs neuroendocrines du pancréas. 

Le suŶitiŶiď est souǀeŶt dĠĐƌit Đoŵŵe uŶ iŶhiďiteuƌ de tǇpe I, ĐoŵpĠtiteuƌ de l͛ATP ; 

cependant, certains travaux ont montré une préférence de liaison à la conformation inactive 

de KIT, ŵais toujouƌs au Ŷiǀeau du site de liaisoŶ de l͛ATP ; il fiǆe l͛eŶzǇŵe eŶ ĐoŶfoƌŵatioŶ 
iŶaĐtiǀe, eŵpġĐhaŶt les ĐhaŶgeŵeŶts de ĐoŶfoƌŵatioŶ ĐoŶduisaŶt à l͛aĐtiǀatioŶ de l͛eŶzǇŵe 

(Gajiwala et al., 2009). 
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Le sunitinib, en plus de cibler KIT, inhibe le vascular endothelial growth factor receptor 

(VEGFR), le PDGFR, Ret (impliqué dans les cancers de la thyroïde) et FLT3 (impliqué dans les 

LAM). Grâce à son action sur le VEGFR et le PDGFR, qui jouent un rôle essentiel dans 

l͛aŶgiogeŶğse et la ĐƌoissaŶĐe tuŵoƌale (Kerbel and Folkman, 2002), il possède une forte 

activité anti-angiogénique qui peut constituer un outil efficace pour augmenter les effets 

antitumoraux (Morabito et al., 2006). 

PKC412 (Midostaurine) 

 

Le PKC412 est un dérivé de la staurosporine initialement développé pour inhiber la 

sérine/thréonine kinase PKC, mais il cible également le PDGFR, KIT et FLTϯ. Il a d͛ailleuƌs ĠtĠ 
l͛oďjet de Ŷoŵďƌeuǆ essais ĐliŶiƋues daŶs les LAM portant une mutation de FLT3. Cette 

ŵolĠĐule se fiǆe daŶs la poĐhe de liaisoŶ à l͛ATP et iŶhiďe de nombreux mutants de KIT, 

notamment D816V, T670I et V654A (Debiec-Rychter et al., 2005). L͛effiĐaĐitĠ du PKCϰϭϮ a 

été testée dans deux essais cliniques sur la mastocytose. De plus, un patient atteint de 

leucémie à mastocytes a été traité au PKC412 : une amélioration de différents symptômes a 

été observée (Gotlib et al., 2005). 

Malgré tout, le PKCϰϭϮ Ŷ͛est pouƌ l͛iŶstaŶt autoƌisĠ daŶs auĐuŶe pathologie, à Đause d͛uŶe 
toǆiĐitĠ liĠe à soŶ speĐtƌe d͛aĐtioŶ tƌop laƌge. 

Gefitinib (Iressa) 
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Le gefitiŶiď est uŶ iŶhiďiteuƌ du ƌĠĐepteuƌ à l͛eŶdothelial gƌoǁth faĐtoƌ ;EGFR) qui est 

prescrit dans les formes localement avancées ou métastatiques de cancer bronchique non à 

petites Đellules aǀeĐ ŵutatioŶ d͛EGF‘. Il est utilisĠ eŶ pƌeŵiğƌe iŶteŶtioŶ ou apƌğs uŶe 
ĐhiŵiothĠƌapie ĐlassiƋue. “oŶ utilisatioŶ peƌŵet  d͛oďteŶiƌ uŶe suƌǀie saŶs pƌogƌessioŶ à un 

an chez 25 % des patients au lieu de 7 % chez les patients traités avec la chimiothérapie 

standard (combinaison carboplatine et paclitaxel) (Mok et al., 2009). 

Erlotinib (Tarceva) 

 

L͛eƌlotiŶiď est ĠgaleŵeŶt uŶ iŶhiďiteuƌ d͛EGF‘ pƌesĐƌit daŶs les foƌŵes loĐaleŵeŶt aǀaŶĐĠes 
ou métastatiques de cancer bronchique ŶoŶ à petites Đellules aǀeĐ ŵutatioŶ d͛EGF‘. UŶe 
Ġtude de phase III a ŵoŶtƌĠ Ƌue les patieŶts tƌaitĠs à l͛eƌlotiŶiď aǀaieŶt uŶe suƌǀie saŶs 
progression de 13 mois au lieu de 5 pour les patients traités à la gemcitabine et carboplatine 

(Zhou et al., 2011). 

De plus, il est utilisé en association avec la gemcitabine pour traiter le cancer du pancréas 

métastatique. 

b) Type II 

Les ITK de tǇpe II se lieŶt au site de liaisoŶ de l͛ATP aiŶsi Ƌu͛à la poĐhe hǇdƌophoďe 
adjaĐeŶte. Ils eŶtƌeŶt doŶĐ eŶ ĐoŵpĠtitioŶ aǀeĐ l͛ATP de façoŶ plus iŶdiƌeĐte Ƌue les ITK de 
type I. Cette poche est formée par le déplacement du motif DFG situé à la base de la boucle 

d͛aĐtiǀatioŶ ;figuƌe ϭϵͿ. UŶe fois fiǆĠs, ils eŵpġĐheŶt les ŵodifiĐatioŶs de ĐoŶfoƌŵatioŶ Ƌui 
activent la kinase. Ils sont plus spécifiques que les ITK de type I car ils se lient aux résidus de 

la poche hydrophobe qui sont moins conservés que ceuǆ du site de liaisoŶ à l͛ATP. Ces 
interactions hydrophobes ne peuvent pas avoir lieu lorsque la kinase est activée et 

phosphorylée. Ils fixent donc la conformation inactive de la kinase. 

Les ITK de tǇpe II appƌouǀĠs paƌ la FDA soŶt l͛iŵatiŶiď, le soƌafeŶib, le nilotinib, le 

regorafenib, le lapatinib, le cabozantinib et le ponatinib. 
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Imatinib (Glivec) 

 

Initialement appelé CGP 57148 lors de sa découverte par Ciba Pharmaceuticals (qui a ensuite 

fusioŶŶĠ aǀeĐ d͛autƌes eŶtƌepƌises pouƌ deǀeŶiƌ NoǀaƌtisͿ, l͛iŵatiŶiď a d͛aďoƌd ĠtĠ 
développé pour inhiber la protéine de fusion Bcr-Abl ; cette fusion est la conséquence de la 

translocation chromosomique (9 ; 22) et est responsable des leucémies myéloïdes 

ĐhƌoŶiƋues ;pƌĠseŶte daŶs ϵϱ % des ĐasͿ. L͛iŵatiŶiď a ĠtĠ testé la première fois sur des 

patients en juin 1998 et a été approuvé par la FDA et en Europe en 2001 pour le traitement 

des leucémies myéloïdes chroniques (Arnold, 2001). Cette nouvelle thérapie a permis de 

révolutionner la prise en charge de cette pathologie sur laquelle la thérapie classique (IFN + 

cytaƌaďiŶeͿ Ŷ͛aǀait peu d͛effet ;figuƌe ϮϬͿ. 

 

Figure 20 : essai de phase III comparant la thérapie classique (IFN et cytarabine) à 
l͛iŵatiŶiď daŶs la leuĐĠŵie ŵǇĠloïde ĐhƌoŶiƋue ;O͛BƌieŶ et al., ϮϬϬϯͿ. 

Il a par la suite été montré que l͛iŵatiŶiď iŶhiďait ĠgaleŵeŶt KIT et le PDGF‘, il a doŶĐ ĠtĠ 
autorisé pour la prise en charge des GIST non opérables et/ou métastatiques par la FDA en 

ϮϬϬϮ. Il a peƌŵis d͛aŵĠlioƌeƌ ŶetteŵeŶt le tƌaiteŵeŶt de Đette pathologie doŶt la ŵĠdiaŶe 
de survie est passée de 20 à 50 mois (Demetri et al., 2002; Cohen et al., 2009) (figure 21). 
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Figure 21 : patieŶt atteiŶt de GI“T aǀaŶt et apƌğs uŶ ŵois de tƌaiteŵeŶt à l͛iŵatiŶiď. 

CepeŶdaŶt, l͛iŵatiŶiď Ŷ͛est aĐtif Ƌue suƌ les ŵutaŶts de KIT de tǇpe ƌĠgulateuƌ ;figuƌe 22). 

C͛est pouƌƋuoi les patieŶts pƌĠseŶtaŶt uŶe ŵutatioŶ daŶs d͛autƌes eǆoŶs ;ϵ, ϭϳ…Ϳ soŶt 
résistants au traitement (environ 15 % des patients) (Gajiwala et al., 2009). La mutation 

DϴϭϲV situĠe daŶs la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ ;eǆoŶ ϭϳͿ faǀoƌise foƌteŵeŶt la ĐoŶfoƌŵatioŶ aĐtiǀe 
de l͛eŶzǇŵe à laƋuelle l͛iŵatiŶiď Ŷe peut se lieƌ. La ƌĠpoŶse à l͛iŵatiŶiď des ŵutaŶts de 
l͛eǆoŶ ϵ ;doŵaiŶe Ig-like ϱͿ peut ġtƌe aŵĠlioƌĠe si l͛oŶ augŵeŶte la dose ;ϴϬϬ au lieu de ϰϬϬ 
ŵg/jouƌͿ. Ces ŵutaŶts seŵďleŶt ŵiŵeƌ la fiǆatioŶ du “CF et iŶduiƌe l͛adoptioŶ d͛uŶe 
ĐoŶfoƌŵatioŶ aĐtiǀe du doŵaiŶe kiŶase. Ce ŵĠĐaŶisŵe d͛aĐtiǀatioŶ ĠtaŶt plus eŶ aŵoŶt Ƌue 
celui des mutants du domaine JM, explique peut-être pourquoi ils sont moins sensibles à 

l͛iŵatiŶiď Ƌue Đes deƌŶieƌs (Ashman and Griffith, 2013). 

 

Figure 22 : Đouƌďe de pƌogƌessioŶ et de suƌǀie Đhez des patieŶts tƌaitĠs à l͛iŵatiŶiď eŶ 
fonction de leur statut mutationnel initial. 
L͛eǆoŶ ϭϭ Đode pouƌ le doŵaiŶe JM et l͛eǆoŶ ϵ pouƌ le ϱe domaine Ig-like extracellulaire 

(Heinrich et al., 2008b). 

De plus, les patients sous traitement développent presque systématiquement une résistance 

acquise due à une mutation secondaire de KIT. Environ 50 % des patients rechutent au bout 
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de Ϯ aŶs de tƌaiteŵeŶt à l͛iŵatiŶiď et l͛oŶ ƌetƌouǀe esseŶtielleŵeŶt des ŵutatioŶs 
gatekeepeƌ et de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ. Les ŵutaŶts gatekeepeƌ de tǇpe VϲϱϰA et TϲϳϬI 
(exons 13-14) sont également ƌĠsistaŶts à l͛iŵatiŶiď. DaŶs le ŵutaŶt VϲϱϰA, il Ǉ a uŶe peƌte 
d͛uŶe iŶteƌaĐtioŶ hǇdƌophoďe ĐlĠ aǀeĐ l͛iŵatiŶiď Ƌui le ƌeŶd inefficace (DiNitto and Wu, 

2011). Les ŵutaŶts de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ dĠstaďiliseŶt la kiŶase eŶ faǀeuƌ de sa 
conformation active ; ils soŶt doŶĐ ĠgaleŵeŶt ƌĠsistaŶts à l͛iŵatiŶiď Ƌui Ŷe se fiǆe Ƌu͛à la 
ĐoŶfoƌŵatioŶ iŶaĐtiǀe de l͛eŶzyme (voir table 4 en fin de chapitre). 

L͛iŵatiŶiď est uŶ tƌaiteŵeŶt ƌelatiǀeŵeŶt ďieŶ tolĠƌĠ, aǀeĐ peu d͛effets seĐoŶdaiƌes sĠǀğƌes 
(peu de grade 3 ou 4). La majorité des effets secondaires observés lors des traitements à 

l͛iŵatiŶiď soŶt le plus souǀeŶt des éruptions cutanées, des douleurs abdominales, des 

œdğŵes et des nausées (DeMatteo et al., 2009). On peut également observer une faible 

toǆiĐitĠ ĐaƌdiaƋue aiŶsi Ƌu͛uŶe ŵǇĠlosuppression mais elle est généralement moins 

iŵpoƌtaŶte Ƌu͛aǀeĐ le dasatiŶiď ou le ŶilotiŶiď (Giles et al., 2009). 

Nilotinib (Tasigna) 

 

Cette ŵolĠĐule iŶhiďe l͛aĐtiǀitĠ de BĐƌ-Abl et est utilisée en 2e ligne pour traiter les LMC 

apƌğs ĠĐheĐ ou iŶtolĠƌaŶĐe à l͛iŵatiŶiď, tout Đoŵŵe le dasatiŶiď. Les deuǆ dƌogues 
présentent à peu près la même efficacitĠ, ďieŶ Ƌu͛auĐuŶe Ġtude Đoŵpaƌatiǀe stƌiĐte Ŷ͛ait ĠtĠ 
réalisée à ce jour. Cependant, le dasatinib entraîne plus souvent des myélosuppressions ainsi 

que des atteintes pulmonaires et cardiaques. Le nilotinib peut entraîner une pancréatite ou 

une toxicité hépatique, mais il semble toutefois être généralement mieux toléré (Agrawal et 

al., 2010). Le nilotinib inhibe également le PDGFR et KIT, notamment les mutants du 

doŵaiŶe JM et le ŵutaŶt gatekeepeƌ VϲϱϰA, ŵais il Ŷ͛est pas aĐtif suƌ le ŵutaŶt gatekeepeƌ 
TϲϳϬI de KIT. L͛aĐtiǀitĠ du ŶilotiŶiď suƌ les ŵutaŶts du doŵaiŶe kiŶase Ŷ͛est pas ĐlaiƌeŵeŶt 
définie ; certains travaux démontrent une résistance du mutant 816 au nilotinib (Roberts et 

al., 2007) aloƌs Ƌue d͛autƌes Ġtudes dĠŵoŶtƌeŶt le ĐoŶtƌaiƌe (von Bubnoff et al., 2005; 

Gleixner et al., 2006) (voir table 4 en fin de chapitre). 

UŶ essai de phase II suƌ les GI“T ƌĠsistaŶts à l͛iŵatiŶiď et au suŶitiŶiď a montré la 

stabilisation de la maladie par le nilotinib dans 20 % des cas (Gramza et al., 2009). De 

nombreux autres essais sont en cours, notamment dans les GIST et les mélanomes 

exprimant KIT. 
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Sorafenib (Nexavar) 

 

Le sorafenib est utilisé dans le traitement des carcinomes hépatocellulaires et rénaux et 

ǀieŶt d͛ġtƌe autoƌisĠ pouƌ la pƌise eŶ Đhaƌge du ĐaŶĐeƌ de la thǇƌoïde ŵĠtastatiƋue auǆ Etats-

Unis. Cet inhibiteur cible Raf, le PDGFR, KIT, VEGFR et FLT3. Les mutants gatekeeper V564A 

et T670I de KIT, qui sont résistants à de nombreux ITK, sont inhibés par le sorafenib, bien 

Ƌu͛il ait uŶe aĐtiǀitĠ uŶ peu ŵoiŶs iŵpoƌtaŶte sur ceux-ci que le sunitinib (Guo et al., 2007). 

Il a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Đoŵŵe aĐtif suƌ les ŵutaŶts de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ ;eǆoŶ ϭϳͿ, 
sauf ceux du codon 816 (Heinrich et al., 2012) (voir table 4 en fin de chapitre). 

DaŶs uŶ essai de phase II iŶĐluaŶt des GI“T ƌĠsistaŶts à l͛iŵatiŶiď et/ou au suŶitiŶiď, ϳϲ % des 
patients traités au sorafenib présentent une rémission partielle ou une pathologie stabilisée. 

De plus, lorsque le sorafenib est utilisé en 4e ligne après imatinib, sunitinib et nilotinib, 44 % 

des patients présentent une stabilisation de la maladie (Gramza et al., 2009). 

Regorafenib (Stivarga)  

 

C͛est une molécule très proche du sorafenib (= fluoro-sorafenib). Les kinases ciblées par le 

regorafenib sont nombreuses : VEGFR, PDGFR, KIT, RET, Raf, p38, tyrosine kinase with 

immunoglobulin and EGF homology domains (TIE-2) et le récepteur au fibroblast growth 

factor (FGFR) à des concentrations un peu plus fortes que le sorafenib. Il a donc un fort effet 

anti-angiogénique, tout comme le sorafenib (Wilhelm et al., 2011). Peu de données sont à ce 

jour disponibles sur le spectre plus détaillé du regorafenib sur les mutants de KIT, mais il 

semble être similaire à celui du sorafenib (voir table 4 en fin de chapitre). 

Cette molécule est utilisée dans le traitement du cancer colorectal métastatique qui ne 

répond plus au traitement standard, à savoir oxaliplatine, fluoropyrimidine, irinotecan et un 

anticorps anti-EGF‘ si K‘A“ Ŷ͛est pas ŵutĠ. Il peƌŵet d͛aŵĠlioƌeƌ la suƌǀie saŶs pƌogƌessioŶ 
des patients (Grothey et al., 2013). 
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De plus, le regorafenib est prescrit en 3e ligŶe daŶs les GI“T Ŷe ƌĠpoŶdaŶt plus à l͛iŵatiŶib et 

au sunitinib aux Etats-Unis. 

Masatinib (Masivet) 

 

C͛est uŶe ŵolĠĐule tƌğs pƌoĐhe de l͛iŵatiŶiď, se diffĠƌeŶĐiaŶt juste paƌ uŶ atoŵe de soufƌe à 
la plaĐe d͛uŶ azote. Cet ITK Điďle KIT, le PDGF‘, le FGF‘, LĐk et LǇŶ. Des ƌĠsultats in vitro ont 

montré qu͛il Ġtait aĐtif suƌ les ŵutaŶts de KIT du doŵaiŶe JM ŵais pas de la ďouĐle 
d͛aĐtiǀatioŶ (Dubreuil et al., 2009). Il Ŷ͛est pas eŶĐoƌe autoƌisĠ pouƌ les thĠƌapies Đhez 
l͛Hoŵŵe, ĐepeŶdaŶt il est utilisĠ pouƌ la pƌise eŶ Đhaƌge des tuŵeuƌs à ŵastoĐǇtes ŶoŶ 
résécables avec mutation de KIT chez le chien ; il représente donc un espoir pour les patients 

atteints de mastocytose. Toutefois, il est important de noter que contrairement aux 

ŵastoĐǇtoses huŵaiŶes, les tuŵeuƌs à ŵastoĐǇtes ĐaŶiŶes soŶt ŵutĠes au Ŷiǀeau de l͛eǆoŶ 
11 de KIT dans 20 % des Đas, aloƌs Ƌue l͛eǆoŶ ϭϳ est tƌğs peu fƌĠƋueŵŵeŶt affeĐtĠ ;Ϭ,ϱ %Ϳ 
(Letard et al., 2008). 

Plusieuƌs essais soŶt eŶ Đouƌs Đhez l͛Homme, notamment dans les mastocytoses, les GIST et 

le cancer du pancréas. 

c) Type III, allostériques 

Le dĠǀeloppeŵeŶt d͛iŶhiďiteuƌs ŶoŶ ĐoŵpĠtiteuƌs de l͛ATP seŵďle uŶe appƌoĐhe 
iŶtĠƌessaŶte, suƌtout pouƌ le Điďlage des ŵutaŶts du site de fiǆatioŶ de l͛ATP ; les inhibiteurs 

allostériques en font partie. 

Les iŶhiďiteuƌs allostĠƌiƋues soŶt des ŵolĠĐules Ƌui iŶhiďeŶt l͛aĐtiǀitĠ de l͛eŶzǇŵe saŶs 
eŶtƌeƌ eŶ ĐoŵpĠtitioŶ aǀeĐ l͛ATP, car ils ne se fixent pas au même site. Leur fixation induit 

des modifications de conformation, notamment au niveau du site de liaisoŶ à l͛ATP, Ƌui 
ďloƋueŶt l͛eŶzǇŵe eŶ ĐoŶfoƌŵatioŶ iŶaĐtiǀe. PuisƋu͛ils se lieŶt à des sites ŵoiŶs ĐoŶseƌǀĠs 
Ƌue le site de liaisoŶ à l͛ATP, ils soŶt ďeauĐoup plus spĠĐifiƋues. 

On peut citer par exemple les GNF-2 et 5 qui sont des inhibiteurs de Bcr-Abl (Fabbro et al., 

2010; Blanc et al., 2013). Ils se fiǆeŶt suƌ l͛eǆtƌĠŵitĠ C-terminale du lobe C du domaine 

kinase, au niveau de la poche de fixation du myristate (la myristoylation des protéines 

intervient dans leur adressage à la membrane) (Choi et al., 2009). Le GNF-2 est la première 

dĠŵoŶstƌatioŶ Ƌue l͛oŶ peut ŵoduleƌ phaƌŵaĐologiƋueŵeŶt l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de BĐƌ-Abl 

autƌeŵeŶt Ƌu͛aǀeĐ uŶ iŶhiďiteuƌ du suďstƌat ou Ƌui se lie au site de liaisoŶ à l͛ATP. Il a été 
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ŵoŶtƌĠ Ƌue leuƌs effets soŶt poteŶtialisĠs s͛ils soŶt utilisĠs eŶ ĐoŵďiŶaisoŶ aǀeĐ des ITK 
classiques (imatinib, nilotinib) (Zhang et al., 2010). 

Le seul inhibiteur allostérique utilisé en clinique est le trametinib : Đ͛est uŶ iŶhiďiteuƌ des 
sérine/thréonine kinases MEK utilisé dans la prise en charge des mélanomes inopérables ou 

métastatiques avec mutation de BRAF (Falchook et al., 2012). Il peut être utilisé en 

association avec le dabrafenib, inhibiteur de type I ciblant BRAF dans les mélanomes. 

d) Type IV : inhibiteurs dirigés contre les substrats 

Ce sont des petites molĠĐules Ƌui se fiǆeŶt ĠgaleŵeŶt eŶ dehoƌs du site de liaisoŶ à l͛ATP, au 
niveau de site de liaison de substrats de la kinase, avec lesquels elles entrent en compétition 

(Blanc et al., 2013). Ce sont des inhibiteurs spécifiques dans la mesure où leur site de liaison 

est unique pour chaque substrat, mais ils inhibent probablement la fixation de plusieurs 

substrats en même temps. 

Un eǆeŵple Ƌue l͛oŶ peut Điteƌ est l͛ONϬϭϮϯϴϬ Ƌui iŶhiďe BĐƌ-Abl en se fixant au site 

d͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ Cƌk (Gumireddy et al., 2005). Il a également été décrit comme inhibant 

Lyn et le PDGFR (Maekawa et al., 2007). 

Il Ŷ͛Ǉ a pas d͛essais ĐliŶiƋues testaŶt Đe tǇpe de ŵolĠĐules pouƌ l͛iŶstaŶt. 

e) ITK irréversibles ou de type covalent 

Les iŶhiďiteuƌs ĐoǀaleŶts Ŷe soŶt pas ŶoŶ plus des ĐoŵpĠtiteuƌs de l͛ATP ; ils se lient de 

façon covalente aux atomes de soufre des cystéines du domaine kinase. 

QuelƋues eǆeŵples d͛iŶhiďiteuƌs iƌƌĠǀeƌsiďles Ƌue l͛oŶ peut Điteƌ : le ǀaŶdetaŶiď Ƌui Điďle 
‘ET, le VEGF‘ et l͛EGF‘, est autoƌisĠ daŶs le ĐaŶĐeƌ ŵĠdullaiƌe de la thǇƌoïde. L͛afatiŶiď 
(inhibiteur d͛EGF‘, HE‘Ϯ et HE‘ϰ (Solca et al., 2012)), est utilisé en première ligne dans le 

ĐaŶĐeƌ du pouŵoŶ ŶoŶ à petites Đellules ;N“CLCͿ ŵĠtastatiƋue aǀeĐ ŵutatioŶs d͛EGF‘. 
L͛iďƌutiŶiď, iŶhiďiteuƌ de BTK, est pƌesĐƌit daŶs le lǇŵphoŵe du ŵaŶteau et est eŶ essais 
ĐliŶiƋues daŶs d͛autƌes ĐaŶĐeƌs liĠs auǆ lǇŵphoĐǇtes B (Maddocks and Blum, 2014). D͛autƌes 
molécules sont en phase clinique, comme le pelitinib (EKB-569), iŶhiďiteuƌ d͛EGF‘ et le 

neratinib (HKI-272), iŶhiďiteuƌ d͛HE‘Ϯ. 

  



64 
 

2. Molécules pharmaceutiques autre que les inhibiteurs de kinases 

a) Aptamères 

Les aptamères sont des acides nucléiques de 25 à 100 nucléotides synthétisés in vitro à 

paƌtiƌ d͛uŶe ďaŶƋue d͛eŶǀiƌoŶ ϭϬ15 molécules sur laquelle une sélection basée sur la liaison à 

la ciďle d͛iŶtĠƌġt est ƌĠalisĠe. 

Ces petites molécules présentent de nombreux avantages : elles sont très stables, faciles à 

produire et reconnaissent un large spectre de molécules, ce qui en fait un outil de choix pour 

le ciblage au niveau moléculaire, notamment dans le cancer (Hu and Zhang, 2013). 

Les aptamères peuvent cibler, entre autre, des protéines membranaires et être internalisés 

dans les cellules ; ils peuǀeŶt doŶĐ s͛aǀĠƌeƌ tƌğs utiles pouƌ dĠliǀƌeƌ des dƌogues paƌ 
couplage. Il existe par exemple un aptamère anti-HER2 couplé à un siARN dirigé contre le 

gène anti-apoptotique B-cell lymphoma 2 (Bcl2) ; l͛iŶteƌŶalisatioŶ de la ŵolĠĐule permet le 

ďloĐage de l͛eǆpƌessioŶ du gğŶe gƌâĐe au siA‘N et iŶduit la ŵoƌt des Đellules de ĐaŶĐeƌ du 
sein (Thiel et al., 2012). Une approche similaire a été développée avec un anti-PSMA 

(prostate specific membrane antigen) couplé à un shARN dirigé contre le gène anti-

apoptotique B-cell lymphoma-extra large (Bcl-XL) ; cette molécule présente la particularité 

d͛ġtƌe ĠgaleŵeŶt ĐouplĠe à la doǆoƌuďiĐiŶe et a dĠŵoŶtƌĠ uŶe ďoŶŶe effiĐaĐitĠ suƌ des 
lignées tumorales de prostate (Kim et al., 2010). 

Le seul aptamère autorisé à ce jour est le pegaptanib, un anti-VEGF prescrit pour la prise en 

charge de la dégénérescence maculaire. 

b) Inhibiteurs de hsp90  

Hsp90 est une protéine chaperonne qui permet le bon repliement des protéines 

néosynthétisées dans les cellules normales, ou des protéines dénaturées dans les cellules qui 

ont subi un stress. Elle compte environ 200 protéines clientes, dont beaucoup de molécules 

de signalisation comme les récepteurs aux hormones, les kinases et les protéines 

régulatrices du cycle (Jhaveri and Modi, 2012). 

Les protéines oncogéniques sont souvent mal repliées en conformation instable, ce qui 

nécessite une plus grande expression des protéines chaperonnes pour les stabiliser. On peut 

citer comme exemples de protéines clientes anaplastic lymphoma kinase (Alk), BRAF, Bcr-Abl 

et HER2 qui est décrit comme étant particulièrement sensible aux altérations de hsp90. 

Certaines oncoprotéines issues des mutants de SRC et de p53 sont stabilisées de façon 

anormale par hsp90, ce qui limite leur dégradation et augmente leur activité. 

Cette foƌte iŵpliĐatioŶ de hspϵϬ daŶs la staďilitĠ et l͛aĐtiǀitĠ de pƌotĠiŶes oŶĐogĠŶiƋues eŶ 
fait une cible de choix en oncologie. Ces dernières années, de nombreux composés inhibant 
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hsp90 ont été développés ; cette nouvelle stratégie consiste à cibler hsp90, ce qui déstabilise 

ses protéines clientes et les conduit à une dégradation par le protéasome (Rubin and 

Duensing, 2006). 

Il eǆiste plusieuƌs ŵĠĐaŶisŵes d͛iŶhiďitioŶ d͛hspϵϬ ŵais la plupaƌt des iŶhiďiteuƌs agisseŶt 
en inhibant son activité ATPase, comme le 17-AAG. Cette molécule a été le premier 

inhibiteur de hsp90 à entrer en essai clinique en 1999. De nombreux autres essais ont été 

réalisés depuis en oncologie avec différents inhibiteurs, mais peu ont démontré une activité 

ĐliŶiƋue, saŶs doute à Đause d͛uŶe ŵauǀaise soluďilitĠ ; il Ŷ͛eǆiste à Đe jouƌ auĐun inhibiteur 

de hsp90 approuvé en clinique. 

Depuis quelques années, il a été observé que KIT, et plus particulièrement ses formes 

oncogéniques, sont des protéines dépendantes de hsp90 par leur stabilité. Le 17-AAG a 

dĠŵoŶtƌĠ uŶe iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de KIT et de la prolifération de différentes lignées 

mutées pour KIT : les cellules human mast cell leukemia (HMC1) qui sont des lignées de 

leucémie à mastocytes portant la mutation du domaine JM V560G +/- la mutation D816V de 

la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ, la ligŶĠe Kasumi-1 qui est une lignée de LAM portant une mutation de 

la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ ;NϴϮϮKͿ aiŶsi Ƌue diffĠƌeŶtes ligŶĠes de GI“T seŶsiďles ou ƌĠsistaŶtes à 
l͛iŵatiŶiď (Fumo et al., 2004; Bauer et al., 2006a; Yu et al., 2006b) (figure 23). 
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Figure 23 : inhibition de prolifération  des lignées HMC1 et de GIST à différentes 
concentrations de 17-AAG.  
A, le 17-AAG ralentit la croissance des lignées HMC 1.1 et 1.2 à partiƌ d͛un jour de traitement 

(Fumo et al., 2004). B, effet du 17-AAG eŶ ĐoŵďiŶaisoŶ ou ŶoŶ aǀeĐ l͛iŵatiŶiď suƌ diffĠƌeŶtes 
lignées de GIST à 3 jours. GIST 882 sensiďle à l͛iŵatiŶiď, GI“T ϰϴ et ϰϯϬ ƌĠsistaŶtes à l͛iŵatiŶiď, 
GI“T ϲϮ iŶdĠpeŶdaŶte de l͛oŶĐopƌotĠiŶe KIT. Les ligŶĠes eǆpƌiŵaŶt KIT soŶt plus seŶsiďles au 
17-AAG seul Ƌue la ligŶĠe iŶdĠpeŶdaŶte de KIT. Pas d͛effet additif de la ĐoŵďiŶaisoŶ ϭϳ-AAG + 

imatinib sur les lignées de GIST (Bauer et al., 2006a). 
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D͛autƌes iŶhiďiteuƌs de hspϵϬ, Đoŵŵe IPI-504 et AT13387 ont montré des effets sur KIT 

mutant in vivo : ils diminuent la progression tumorale de xénogreffes de lignées de GIST 

seŶsiďles et ƌĠsistaŶtes à l͛iŵatiŶiď ; de plus, l͛effet de IPI-504 est plus important en 

association avec des ITK (Floris et al., 2011; Smyth et al., 2012). 

 

3. Conclusion 

Le dĠǀeloppeŵeŶt de l͛iŵatiŶiď, une des premières thérapies ciblées, a révolutionné 

l͛oŶĐologie ŵĠdiĐale et a ouvert la voie des thérapies ciblées. L͛iŵatiŶiď constitue la preuve 

de validité de ce ciblage de molécules spécifiques jouant un rôle dans la transformation 

néoplasique, permettant la conception de molécules thérapeutiques plus efficaces et moins 

toxiques. En plus de cibler Bcr-Abl, protéine pour laquelle il a été développé en premier lieu, 

l͛iŵatiŶiď Điďle ĠgaleŵeŶt KIT, uŶe oŶĐopƌotĠiŶe iŵpliƋuĠe daŶs de Ŷoŵďƌeuses pathologies 
tumorales, notamment les GIST et les mastocytoses. Cependant, toutes les formes mutantes 

de KIT Ŷe soŶt pas seŶsiďles à l͛iŵatiŶiď ; en effet, les phénomènes de résistances des 

oncoprotéines aux ITK sont fréquents.  

Le développement des ITK de 2e gĠŶĠƌatioŶ ;dasatiŶiď, ŶilotiŶiď…Ϳ a peƌŵis de suƌŵoŶteƌ 
ĐeƌtaiŶes de Đes ƌĠsistaŶĐes, le speĐtƌe d͛aĐtioŶ suƌ les diffĠƌeŶts ŵutaŶts ĠtaŶt assez 
ǀaƌiaďle d͛uŶe ŵolĠĐule phaƌŵaĐologiƋue à l͛autƌe. Il eǆiste à Đe jouƌ ϲ ITK eŶ ĐliŶiƋue Ƌui 
ĐiďleŶt KIT ;taďle ϯͿ doŶt l͛utilisatioŶ a peƌŵis d͛aŵĠlioƌeƌ ŶetteŵeŶt la pƌise eŶ Đhaƌge des 
patients. Leurs activités vis-à-vis des différents mutants de KIT permettent de couvrir tous le 

spectre de mutations de KIT puisque chaque mutant de KIT est au moins inhibé par une de 

ces molécules (table 4).  

L͛utilisatioŶ d͛ITK daŶs le tƌaiteŵeŶt de patieŶts atteiŶts de ĐaŶĐeƌ eŶtƌaîŶe fréquemment, à 

plus ou moins long terme, un échappement de la tumeur par aĐƋuisitioŶ d͛uŶe résistance 

souvent conséquente à l͛appaƌitioŶ de Ŷouǀelles ŵutatioŶs. 

UŶe autƌe liŵite des ITK ƌĠside les effets seĐoŶdaiƌes Ƌu͛ils eŶtƌaîŶeŶt. BieŶ Ƌu͛elles soient 

considérées comme spécifiques comparé aux chimiothérapies, ces molécules inhibent 

presque systématiquement plusieurs kinases (table 3). Cela se traduit par des effets 

secondaires de sévérité modérée. 
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molécule cibles traitement 

Imatinib (glivec) 
Novartis 

KIT, Bcr-Abl, Abl, PDGFR, 
FIP1L1-PDGFRα, DDR1 

LMC, GIST, LAL, syndrome 
hyperéosinophile idyopathique (+ 
mastocytose systémique aux USA) 

Dasatinib (sprycel) 
Bristol-Myers 

Squibb 

KIT, Bcr-Abl, PDGFR, SFK, Tek, 
Bek, EPHA2 

LMC, LAL 

Sunitinib (sutent) 
Pfizer 

KIT, PDGFR, VEGFR, FLT3, Ret, 
CSF-1 

GIST, cancer du rein métastatique, 
tumeur neuroendocrine du pancréas 

Sorafenib 
(nexavar) Bayer 

KIT, PDGFR, VEGFR, FLT3, Raf, 
Ret 

Carcinome rénal, carcinome 
hépatocellulaire 

Nilotinib (tasigna) 
Novartis 

KIT, Bcr-Abl, PDGFR, Abl, DDR1 LMC 

Regorafenib 
(stivarga) Bayer 

KIT, PDGFR, VEGFR, Ret, Raf, 
FGFR, TIE-2, p38 

Cancer du côlon métastatique (+ 
GIST en 3e ligne aux USA) 

Table 3 : récapitulatif des principaux ITK ciblant KIT utilisés en clinique. 

 Exon 9 Exon 11 Exon 13 
(V654A) 

Exon 14 
(T670I) 

Exon 17 

Imatinib + + - - - 

Dasatinib + + - - + 

Sunitinib + + + + - 

Sorafenib + + + + +/- 

Nilotinib + + + - +/- 

Regorafenib ND + + + + 

Table 4 : efficacité des inhibiteurs de KIT en clinique sur les différents types de 
mutants. 
Le soƌafeŶiď iŶhiďe les ŵutaŶts de l͛eǆoŶ ϭϳ à l͛eǆĐeptioŶ de Đeuǆ du ĐodoŶ ϴϭϲ. L͛effiĐaĐitĠ du 
ŶilotiŶiď suƌ les ŵutaŶts de l͛eǆoŶ ϭϳ ǀaƌie eŶ foŶĐtioŶ des Ġtudes. L͛effiĐaĐitĠ du ƌegoƌafeŶiď 
Ŷ͛a pas ĠtĠ ĠǀaluĠe suƌ les ŵutaŶts de l͛eǆoŶ ϵ ;ND : non décrit). 

UŶe appƌoĐhe diffĠƌeŶte daŶs la pƌise eŶ Đhaƌge des ĐaŶĐeƌs est l͛utilisatioŶ d͛aŶtiĐoƌps 
monoclonaux. Elle présente certains avantages par rapport aux thérapies par inhibiteurs 

pharmacologiques. Cette stratégie thérapeutique est détaillée dans la partie suivante. 
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4. Anticorps monoclonaux en oncologie 

Les anticorps monoclonaux représentent une autre grande classe de molécules utilisées en 

thérapie ciblée. Il existe à ce jour 35 anticorps monoclonaux approuvés par la FDA, dont 15 

en oncologie. 

Les anticorps (Ac) ou immunoglobulines (Ig) sont des protéines N-glycosylées bi-

fonctionnelles synthétisées par les lymphocytes B différenciés (ou plasmocytes) lors de la 

ŵise eŶ plaĐe de l͛iŵŵuŶitĠ adaptatiǀe Đhez les ǀeƌtĠďƌĠs supĠƌieuƌs. Les iŵŵuŶogloďulines 

sont généralement composées de deux chaînes lourdes (H pour heavy) identiques entre-

elles et de deux chaînes légères (L pour light) identiques entre elles maintenues par des 

poŶts disulfuƌes iŶteƌ ĐhaîŶes. L͛uŶe de leuƌ foŶĐtioŶ est la ƌeĐoŶŶaissaŶĐe, avec une forte 

spécificité et une forte affinité, de structures moléculaires « étrangères » ou épitopes par 

leuƌ site aŶtigĠŶiƋue ;ou paƌatopeͿ poƌtĠ paƌ les ƌĠgioŶs dites ǀaƌiaďles ;VͿ de l͛aŶtiĐoƌps ; 

l͛autƌe foŶĐtioŶ est le ƌeĐƌuteŵeŶt d͛effeĐteuƌs immunitaires solubles (premier composant 

de la cascade du complément) ou cellulaires comme les cellules NK ou les macrophages, 

grâce à leur région constante (C) et plus spécifiquement le domaine Fc, Đ͛est-à-dire le 

fragment cristallisable. La conséquence de cette bi-foŶĐtioŶŶalitĠ est l͛ĠliŵiŶatioŶ des 
structures moléculaires reconnues. 

a) StƌuĐtuƌe géŶéƌale d’uŶe IgG 

Il eǆiste plusieuƌs Đlasses ;ou isotǇpesͿ d͛Ig. La Đlasse d͛uŶe Ig est dĠfiŶie paƌ le tǇpe de 
chaîne lourde qui la constitue. Les chaînes H de type  ou encore 1 ou 

2, définissent respectivement les isotypes IgM, IgG1 à IgG4, IgD, IgE, IgA1 et IgA2. 

Les chaînes H et L des Ig sont composées de 2 (chaînes L) à 4 ou 5 (chaînes H) domaines dits 

domaines immunoglobulines composés de 110 AA formant deux feuillets  antiparallèles liés 

eŶtƌe euǆ paƌ uŶ poŶt disulfuƌe et d͛uŶ poids ŵolĠĐulaiƌe de ϭϮ,ϱ kDa. 

Les IgG1 sont les Ig les plus abondantes dans le sérum humain et sont composées de deux 

chaînes lourdes de 50 kDa (composées de 4 domaines Ig) et deux chaînes légères de 25 kDa 

(composées de 2 domaines Ig) (figure 24 gauche). Les domaines Ig N-ter des chaînes H et L 

pƌĠseŶteŶt uŶe gƌaŶde ǀaƌiaďilitĠ de sĠƋueŶĐe d͛uŶe IgGϭ à uŶe autƌe au seiŶ d͛uŶ iŶdiǀidu 
et sont nommées régions VH et VL (figure 24 droite). Le rapprochement des régions VH et 

VL, et plus particulièrement des régions hypervariables ou CDR (complementarity 

deteƌŵiŶiŶg ƌĠgioŶͿ de Đes ƌĠgioŶs, foƌŵeŶt le paƌatope, Đ͛est-à-dire le site de liaison à 

l͛aŶtigğŶe. Les ƌĠgioŶs ĐoŶstaŶtes de l͛aŶtiĐoƌps ;CHϭ, CHϮ-qui porte une N-glycosylation-, 

CH3 pour la chaine H et C ou Cl pour la chaine L), quant à elles, sont conservées au sein 

d͛uŶ iŶdiǀidu et pƌĠseŶteŶt peu de ǀaƌiaďilitĠ iŶteƌ-espèce. 

Les IgG1 sont efficaces pour la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) (cf 

3.c) mĠĐaŶisŵes d͛aĐtioŶ des aŶtiĐoƌps ŵoŶoĐloŶauǆ). 
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A Ŷoteƌ Ƌue Đhez les ĐaŵĠlidĠs, il eǆiste uŶe Đlasse paƌtiĐuliğƌe d͛Ig ĐoŵposĠes uŶiƋueŵeŶt 
de 2 chaînes lourdes identiques entre-elles. Ici, la spécificité antigénique est portée par une 

seule région VH dite VHH. 

 

Figure 24 : stƌuĐtuƌe d͛uŶe IgG. 
Gauche, en bleu et vert, les chaînes lourdes, en orange et rose, les chaînes légères. Droite, 

ƌepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue d͛uŶ aŶtiĐorps IgG. Chaîne légère en vert, chaîne lourde en 

mauve, ponts disulfures en rouge. 

b) Généralités sur les anticorps thérapeutiques 

Les anticorps développés en thérapeutique ont été initialement issus de la technologie des 

hybridomes (Köhler and Milstein, 1975) mise en place chez la souris ; grâce à la 

biotechnologie, les anticorps murins peuvent être chimérisés ou humanisés afin de limiter 

leuƌ iŵŵuŶogĠŶiĐitĠ Đhez le patieŶt ;figuƌe ϮϱͿ. Pouƌ distiŶgueƌ l͛oƌigiŶe d͛espğĐe de 
l͛aŶtiĐoƌps ŵoŶoĐloŶal, uŶe ŶoŵeŶĐlatuƌe utilisaŶt des suffiǆes a ĠtĠ ŵise eŶ 
place : « omab » pour murin, « ximab » pour chimérique, « zumab » pour humanisé et 

« umab » pour humain. 
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Figure 25 : les diffĠƌeŶts tǇpes d͛aŶtiĐoƌps ;Caƌteƌ, ϮϬϬϭͿ. 

Les anticorps thérapeutiques peuvent être couplés à des radio-éléments ou à des drogues, 

mais nous ne décrirons ici que quelques exemples des anticorps les plus étudiés : 

Le premier anticorps monoclonal à avoir été approuvé par la FDA est le muromonab en 

1986 ; Đ͛est uŶ aŶtiĐoƌps ŵuƌiŶ diƌigĠ ĐoŶtƌe CDϯ, uŶe pƌotĠiŶe ŵeŵďƌaŶaiƌe situĠe à la 
surface des LT, qui est utilisé pour éviter le rejet de greffes. Le rituximab (MabThera) est le 

premier anticorps à avoir été autorisé dans la prise en charge du cancer en 1997. Cet 

anticorps chimérique est dirigé contre CD20, situé à la surface des différents stades de 

différenciation des LB ainsi que des tumeurs dérivées des LB ; le rituximab est prescrit pour 

traiter les lymphomes non hodgkiniens et les leucémies lymphoïdes chroniques (LLC) dans 

lesƋuels il s͛est aǀĠƌĠ eǆtƌġŵeŵeŶt utile pouƌ staďiliseƌ la ŵaladie. 

Un des autres grands succès des thérapies par anticorps est le trastuzumab (Herceptin) : 

Đ͛est uŶ aŶtiĐoƌps huŵaŶisĠ ĐiďlaŶt le ƌĠĐepteuƌ HE‘Ϯ. Il a ĠtĠ appƌouǀĠ paƌ la FDA eŶ ϭϵϵϴ 
pour le traitement du cancer du sein métastatique surexprimant HER2 en association avec la 

chimiothérapie, ce qui a diminué le risque de décès sur un an de 20 % (Slamon et al., 2001). 

Aujouƌd͛hui il est Ġgalement indiqué dans le cancer du sein surexprimant HER2 en tant que 

thérapie adjuvante, ainsi que dans le traitement des cancers gastriques métastatiques 

surexprimant HER2 en combinaison avec la chimiothérapie (cisplatine + capecitabine ou 

fluorouracile (5-FU)). 

Le bevacizumab (Avastin), quant à lui, est un anticorps humanisé dirigé contre un ligand et 

non un récepteur membranaire ; il cible le VEGF, ce qui empêche la liaison à son récepteur le 

VEGF‘. Il iŶhiďe aiŶsi l͛aĐtioŶ aŶgiogĠŶiƋue du l͛aǆe VEGF/VEGFR (figure 26). Aux Etats-Unis, 

le bevacizumab est indiqué dans le traitement du cancer colorectal métastatique, du cancer 
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bronchique non à petites cellules, du carcinome rénal métastatique et du glioblastome. Il y a 

cependant depuis récemment une remise eŶ ƋuestioŶ de l͛utilitĠ de Đe tƌaiteŵeŶt. 

 

Figure 26 : ƌĠduĐtioŶ de la ǀasĐulaƌisatioŶ d͛uŶe ǆĠŶogƌeffe de ĐaŶĐeƌ du ĐôloŶ à ϳ 
jours après traitement au bevacizumab (500 µg/mL) (Yuan et al., 1996). 

Le cetuximab (Erbitux) est un antiĐoƌps huŵaŶisĠ diƌigĠ ĐoŶtƌe l͛EGF‘ ; il agit en bloquant la 

liaison des ligands naturels au récepteur. Il est prescrit dans les cancers colorectaux et les 

carcinomes épidermoïdes de la tête et du cou. 

Tous ces anticorps thérapeutiques sont des IgG, mais il en existe de plus en plus en 

dĠǀeloppeŵeŶt sous d͛autƌes foƌŵats ŵoiŶs ĐlassiƋues ; la moitié des essais cliniques de 

phase I ŵis eŶ plaĐe aujouƌd͛hui soŶt des aŶtiĐoƌps ĐouplĠs, des aŶtiĐoƌps ďispĠĐifiƋues ou 
des fƌagŵeŶts d͛aŶtiĐoƌps : 

 Un anticorps bispécifique a été approuvé en Europe, le catumaxomab (Removab) qui 

est dirigé contre la ŵolĠĐule d͛adhĠsioŶ des Đellules ĠpithĠliales (EpCam) (exprimé 

par les cellules tumorales) et CD3 (exprimé pas les LT) et indiqué dans le traitement 

des ascites malignes. Le but est de rapprocher les cellules effectrices immunes des 

cellules tumorales. De nombreux essais cliniques sont en cours pour évaluer 

l͛effiĐaĐitĠ d͛aŶtiĐoƌps ďispĠĐifiƋues.  
 Etanercept est une protéine de fusion entre le domaine de liaison au ligand du 

récepteur au facteur de nécrose tumorale (TNFR) et un fragment Fc ; il est utilisé 

daŶs la pƌise eŶ Đhaƌge de diffĠƌeŶtes foƌŵes d͛aƌthƌite et de psoƌiasis, Đaƌ le TNF est 
uŶe ĐǇtokiŶe pƌĠdoŵiŶaŶte daŶs les pƌoĐessus iŶflaŵŵatoiƌes. Le pƌiŶĐipe de l͛action 

est ici une inhibition par compétition. 

 Les fƌagŵeŶts d͛aŶtiĐoƌps soŶt aussi de plus eŶ plus ĠtudiĠs ; les fonctions effectrices 

et de liaisoŶ à l͛aŶtigğŶe ĠtaŶt poƌtĠes paƌ deuǆ doŵaiŶes distiŶĐts, Đela faĐilite le 
design de molécules plus petites, se limitant au domaine de reconnaissance 

aŶtigĠŶiƋue loƌsƋue le ƌeĐƌuteŵeŶt des effeĐteuƌs iŵŵuŶitaiƌes Ŷ͛est pas ƌeƋuis pouƌ 
l͛effiĐaĐitĠ. A Đe jouƌ, 3 fƌagŵeŶts de liaisoŶ à l͛aŶtigğŶe ;Fab) sont approuvés par la 

FDA, le certolizumab (anti-TNF), le ranibizumab (anti-VEGFͿ et l͛aďĐiǆiŵaď ;aŶti-
glycoprotéine IIb/IIIa) (figure 27) (Nelson, 2010). 
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D͛autƌes tǇpes de fƌagŵeŶts d͛aŶtiĐoƌps oŶt ĠtĠ dĠǀeloppĠs : les single-chain variable 

fragment (scFv) sont formés par les domaines variables des chaînes lourdes et légères, reliés 

par un peptide souple ; les VHH ĐoƌƌespoŶdeŶt au doŵaiŶe ǀaƌiaďle d͛uŶ tǇpe paƌtiĐulieƌ 
d͛aŶtiĐoƌps pƌĠseŶt Đhez les ĐaŵĠlidĠs, foƌŵĠ uŶiƋueŵeŶt paƌ deuǆ ĐhaîŶes louƌdes 
(Muyldermans, 2001). Ces deuǆ tǇpes d͛aŶtiĐoƌps, paƌfois sous foƌŵe ŵultiŵĠƌiƋue, oŶt ĠtĠ 
testĠs eŶ essai ĐliŶiƋue ŵais auĐuŶ Ŷ͛a ĠtĠ appƌouǀĠ à Đe jouƌ ;figuƌe ϮϳͿ (Reichert and 

Dhimolea, 2012). 

  

Figure 27 : diffĠƌeŶts foƌŵats de fƌagŵeŶts d͛aŶtiĐoƌps. 

Les fƌagŵeŶts d͛aŶtiĐoƌps pƌĠsentent certains avantages par rapport au format classique, 

notamment une meilleure pénétration du site tumoral grâce à leur petite taille ainsi que des 

faĐilitĠs de pƌoduĐtioŶ eŶ teƌŵes de teŵps et de Đoût. CepeŶdaŶt, l͛aďseŶĐe de fƌagŵeŶt FĐ 
diminue la demi-vie in vivo des anticorps qui sont éliminés plus vite. Par ailleurs, ils ne 

peuǀeŶt pas iŶduiƌe d͛ADCC Ŷi l͛aĐtiǀatioŶ de la cascade du complément (CDC). 

c) MéĐaŶisŵes d’aĐtioŶ des aŶtiĐoƌps ŵoŶoĐloŶauǆ 

Les anticorps thérapeutiques peuvent avoir différentes actions sur leurs cellules cibles : 

l͛iŶhiďitioŶ de la sigŶalisatioŶ oŶĐogĠŶiƋue Ƌui iŶduit souǀeŶt l͛apoptose des Đellules Điďles 
(anti-HER2, EGFR), l͛iŶhiďitioŶ de l͛aŶgiogeŶğse ;aŶti-VEGFR et VEGF), ou une action plus 

indirecte comme la modulation de la réponse immune (anti-CTLA4 ou programmed cell 

death-1 (PD-1)), (Scott et al., 2012). 

Ils utilisent différents mécanismes pour exercer ces actions sur les cellules cibles : 

 Dépendants du fragment Fab : 

Certains anticorps induisent l’iŶteƌŶalisatioŶ du ƌéĐepteuƌ eŶ s͛Ǉ fiǆaŶt, Đoŵŵe le Đetuǆiŵaď 
et le trastuzumab : Đe ŵĠĐaŶisŵe est tƌğs iŵpoƌtaŶt si l͛aŶtiĐoƌps délivre une drogue ou si le 

mécaŶisŵe d͛aĐtioŶ est ďasĠ suƌ la doǁŶ-régulation du récepteur (Wei et al., 2003). Ces 

deux anticorps induisent également la dégradation du récepteur à la suite de leur 

internalisation (Vincenzi et al., 2008). Le trastuzumab qui est utilisé dans le cancer du sein 

notamment, entraîne donc une dégradation de HER2, ce qui  prive les cellules cancéreuses 

de la foƌte aĐtiǀatioŶ de la ǀoie PIϯK/Akt Ƌui les pƌotğge de l͛apoptose. CepeŶdaŶt, 
l͛iŶteƌŶalisatioŶ doit ġtƌe liŵitĠe si le ŵĠĐaŶisŵe ƌeĐheƌĐhĠ est plutôt de l͛ADCC ou de la 
CDC (voir plus loin).  
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Le domaine intracellulaire de HER2 est activé de façon constitutive par clivage protéolytique 

du domaine extracellulaire par la métalloprotéase ADAM7. Le trastuzumab inhibe ce clivage 

enzymatique et la signalisation oncogénique qui en découle (Liu et al., 2006). 

LoƌsƋue la Điďle est uŶ ƌĠĐepteuƌ ŵeŵďƌaŶaiƌe, uŶ ŵĠĐaŶisŵe d͛iŶhiďitioŶ peut ġtƌe le 
blocage de la liaison du ligand : Đ͛est le Đas du Đetuǆiŵaď Ƌui eŵpġĐhe la fiǆatioŶ des ligaŶds 
Đoŵŵe l͛EGF, le transforming growth factor  (TGF) et l͛aŵphiƌĠguliŶe à leuƌ ƌĠĐepteuƌ 
l͛EGF‘ (Li et al., 2005). 

Le peƌtuzuŵaď possğde uŶ ŵĠĐaŶisŵe d͛aĐtioŶ paƌtiĐulieƌ : il iŶhiďe la diŵĠƌisatioŶ d͛HE‘Ϯ 
avec les autres membres de la famille HER (Metzger-Filho et al., 2013). 

 Dépendants du fragment Fc :  

En fonction de leur isotype, les anticorps ont une affinité variable pour le complément et les 

récepteurs au fragment Fc des cellules effectrices. Les IgG1 par exemple, sont capables de se 

lieƌ auǆ deuǆ et d͛aĐtiǀeƌ l͛ADCC ainsi que la CDC. 

ADCC : 

sont présents à la surface des cellules effectrices (NK, monocytes, macrophages et 

polynucléaires) et induire une lyse des cellules cancéreuses cibles (figure 28). De nombreux 

anticorps en clinique sont Đapaďles de ŵĠdieƌ l͛ADCC comme le rituximab, le cetuximab et le 

tƌastuzuŵaď doŶt Đ͛est le pƌiŶĐipal ŵode d͛aĐtioŶ (Vincenzi et al., 2008; Rudnicka et al., 

2013). Il faut Ŷoteƌ Ƌu͛il eǆiste uŶ polǇŵoƌphisŵe du FĐ‘IIIa pƌĠseŶte suƌ les NK et Ƌu͛il est 
décrit une efficacité thérapeutique différentielle selon les allèles portés par les patients 

(Cartron et al., 2011). 

CDC : certains anticorps comme le rituximab peuvent aussi se lier à la sous unité C1q du 

complément par leur fragment Fc, ce qui active la cascade du complément et entraîne 

également une lyse cellulaire (figure 28) (Bellosillo et al., 2001). La CDC ne dépend pas 

seuleŵeŶt de l͛isotǇpe ŵais aussi de la dispositioŶ et de la deŶsitĠ de l͛aŶtigğŶe à la suƌfaĐe 
de la cellule cible (Sung et al., 1992). 
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Figure 28 : ŵĠĐaŶisŵes d͛aĐtiǀatioŶ de l͛ADCC et de la CDC. 

Les macrophages peuvent également induire la phagocytose des cellules recouvertes 

d͛aŶtiĐoƌps (Richards et al., 2008; Golay and Introna, 2012). 

d) Anticorps anti-KIT 

Il Ŷ͛eǆiste aĐtuelleŵeŶt auĐuŶ aŶtiĐoƌps thĠƌapeutiƋue ĐiďlaŶt KIT eŶ ĐliŶiƋue, Ŷi eŶ essai 

clinique. Cependant, des études précliniques ont été réalisées sur divers anticorps anti-KIT 

développés depuis le début des années 90 : 

Le YB5.B8 est un anticorps murin non internalisant mais qui induit la phosphorylation de 

KIT humain ; Đ͛est doŶĐ uŶ agoniste de KIT. Le SCF empêche la liaison du YB5.B8 à KIT, en 

revanche le YB5/B8 Ŷ͛a pas d͛effet suƌ liaisoŶ du “CF ; il Ŷ͛iŶhiďe doŶĐ pas la pƌolifĠƌatioŶ 
induite par celui-ci (Ashman et al., 1994). 

Le 17F11 est uŶ aŶtiĐoƌps ŵuƌiŶ Ƌui pƌĠseŶte la paƌtiĐulaƌitĠ d͛augŵeŶteƌ sa liaisoŶ à KIT 
humain en présence de “CF. Il Ŷ͛a pas d͛effet suƌ liaisoŶ du “CF à KIT et Ŷ͛iŶhiďe doŶĐ pas 
l͛iŶteƌŶalisatioŶ de KIT induite par celui-ci. Sa liaison résulte en l͛iŶteƌŶalisatioŶ et la 
phosphorylation de KIT (Ashman et al., 1994). 

Le 41A11 est uŶ aŶtiĐoƌps iŶteƌŶalisaŶt Ƌui a fait ses pƌeuǀes pouƌ l͛iŵageƌie de ǆĠŶogƌeffes 
de GIST chez la souris (Sogawa et al., 2010). 

L͛équipe du Dr Schlessinger a récemment développé un anticorps, Fab79, dirigé contre le 

domaine D4 de la portion extracellulaire de KIT. Ce Fab inhibe la phosphorylation de KIT 

induite par le SCF dans différentes lignées cellulaires ainsi que la croissance de lignées 

dépendantes de KIT wt et mutant (Reshetnyak et al., 2013). 
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Les anticorps anti-KIT testés en thérapie in vivo : 

L͛ACK2 est un anticorps bloquant de rat (IgG2b Ϳ spĠĐifiƋue de KIT ŵuƌiŶ, doŶt l͛iŶjeĐtioŶ à 
des souris affecte le développement de nombreux lignages cellulaires : mélanocytes, 

lignages érythroïdes et granulocytaires, ICC, follicules ovariens (Nishikawa et al., 1991; Rico-

Vargas et al., 1994; Yoshida et al., 1997; Torihashi et al., 1999). L͛iŶjeĐtioŶ pĠƌitoŶĠale 
d͛ACKϮ Đhez des souƌis iŵŵuŶoĐoŵpĠteŶtes peƌŵet de suppƌiŵeƌ les pƌogĠŶiteuƌs 
hématopoïétiques avant de réaliser une greffe de moelle, ce qui favorise une bonne prise 

des cellules transplantées (Xue et al., 2010). L͛ACKϮ est le pƌeŵieƌ anticorps anti-KIT dont 

l͛effiĐaĐitĠ a ĠtĠ ĠǀaluĠe eŶ oŶĐologie dans un modèle murin : les souris RET mutantes 

développent des mélanomes de façon spontanée ; l͛iŶjeĐtioŶ d͛ACKϮ eŵpġĐhe la foƌŵatioŶ 
de mélanome chez ces souris (Kato et al., 2004) (figure 29). 

 
Figure 29 : souris RET-ŵutaŶtes tƌaitĠes ;hautͿ ou ŶoŶ ;ďasͿ paƌ l͛aŶtiĐoƌps aŶti-KIT 
ACK2 (Kato et al., 2004). 

Le 12A8 (murin IgG1) et le 67A2 sont des anticorps internalisants de KIT humain ; leur 

efficacité in vivo a été testée en radio-immunothérapie : loƌsƋu͛ils soŶt ŵaƌƋuĠes à l͛Ǉttƌiuŵ 
90, ils diminuent la croissance de xénogreffes de SCLC (Yoshida et al., 2013). 

Le SR-1 est une IgG2a murine qui inhibe la liaison du SCF ainsi que l͛iŶteƌŶalisatioŶ de KIT 

humain et la prolifération qui en découlent (Ashman et al., 1994). Sa fixation à KIT entraîne 

l͛iŶteƌŶalisatioŶ du ƌĠĐepteuƌ et iŶhiďe la pƌolifĠƌatioŶ iŶ ǀitƌo de ligŶĠes de GI“T seŶsiďles et 

ƌĠsistaŶtes à l͛iŵatiŶiď. UŶe fois fiǆĠ, il peƌŵet la phagoĐǇtose de Đes Đellules paƌ les 
ŵaĐƌophages et iŶhiďe leuƌ ĐƌoissaŶĐe loƌsƋu͛elles soŶt ǆĠŶogƌeffĠes à des souƌis (Edris et 

al., 2013) (figure 30). 

 

Figure 30 : SR-1 inhibe la croissance de xénogreffes de la lignée de GIST 430 résistante 
à l͛iŵatiŶiď apƌğs ϴ seŵaiŶes de tƌaiteŵeŶt (Edris et al., 2013). 
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Il existe également deux brevets décrivant des anticorps dirigés contre KIT non publiés dans 

la littérature : 

« c-Kit antibodies and uses thereof » US8552157 B2 (publié le 8 octobre 2013) : l͛anticorps 
CK6, qui est une IgG humaine, inhibe la liaison du SCF et dégrade KIT dans différentes lignées 
tumorales ; de plus il inhibe la croissance tumorale de xénogreffes de mélanomes et SCLC 
(Lebron et al., 2013). 
 
« Humanized c-kit antibody » US 7915391 B2 (publié le 29 mars 2011) : humanisation du SR-
ϭ. Les aŶtiĐoƌps oďteŶus iŶhiďeŶt la phosphoƌǇlatioŶ et l͛iŶteƌŶalisatioŶ de KIT iŶduite paƌ le 
SCF dans plusieurs lignées cellulaires exprimant KIT. 
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5. Limites des thérapies ciblées 

Le développement des ITK a permis de grands progrès dans la prise en charge de certaines 

pathologies tumorales ; en effet, ces molécules faciles à administrer et engendrant peu 

d͛effets seĐoŶdaiƌes ĐoŵpaƌĠ aux chimiothérapies classiques, ont rallongé la médiane de 

survie de nombreux cancers. Cependant les ITK présentent certaines limites ; Đoŵŵe il l͛a 
été décrit précédemment, tous les mutants de KIT ne sont pas sensibles à tous les ITK. Par 

exemple le mutant D816V, caractéristique des mastocytoses systémiques, est résistant à 

quasiment tous les ITK à part le dasatinib. Cependant, malgré des données in vitro 

prometteuses, les essais réalisés sur des patients atteints de mastocytose traités au 

dasatinib n'ont pas donné les résultats escomptés, possiblement à cause de faible 

concentration plasmatique de la molécule. En outre, des toxicités assez importantes ont été 

relevées. 

De plus, les patients initialement répondeurs développent fréquemment des résistances 

secondaires. En effet, le génome des cellules tumorales est instable et présente une grande 

plasticité ; ces cellules, en constante évolution, choisissent les modifications qui améliorent 

leur capacité à survivre et à proliférer. Ce phénomène est observé loƌs de l͛adŵiŶistƌatioŶ de 
traitement, ce qui induit une pression de sélection sur la tumeur. Les rares cellules portant 

les modifications nécessaires à la survie débutent alors une expansion clonale qui mène à 

une rechute tumorale. Ce mécanisme complique presque tous les types de thérapie en 

oncologie, où le succès clinique initial réduisant la population cellulaire cancéreuse est 

souǀeŶt suiǀi paƌ la ƌĠĠŵeƌgeŶĐe d͛uŶe Ŷouǀelle populatioŶ Đellulaiƌe deǀeŶue ƌĠfƌaĐtaiƌe au 
traitement initial. Ces phénomènes sont très souvent observés lors de traitement aux ITK. 

Bien que les effets secondaires induits par ITK soient moins prononcés que lors des 

chimiothérapies, on observe souvent des rashs cutanés, une grande fatigue, des symptômes 

gastro-intestinaux (nausées, vomissements, diarrhées) et une toxicité hématopoïétique. 

La résistance aux anticorps est nettement moins décrite que celle aux ITK, mais on peut 

noter quelques exemples concernant le rituximab. Plusieurs mécanismes ont été observés, 

comme une diminution de l͛eǆpƌessioŶ de l͛aŶtigğŶe ĐiďlĠ ;CDϮϬͿ eŶ suƌfaĐe ou eŶĐoƌe uŶ 
ďloĐage de l͛aĐtiǀatioŶ du ĐoŵplĠŵeŶt (Rezvani and Maloney, 2011). Il existe sans doute 

ŵoiŶs de ƌĠsistaŶĐes auǆ aŶtiĐoƌps Ƌu͛auǆ ITK Đaƌ la thĠƌapie paƌ aŶtiĐoƌps iŶduit souǀeŶt 
l͛ĠliŵiŶatioŶ des Đellules Điďles, contrairement aux ITK qui sont plutôt cytostatiques. 

Les pathologies liées à KIT nécessitent de nouveaux traitements de par les limites des ITK 

ĐiďlaŶt KIT et l͛aďseŶĐe d͛aŶtiĐoƌps aŶti-KIT en clinique. 
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Coŵŵe dĠĐƌit pƌĠĐĠdeŵŵeŶt daŶs l͛iŶtƌoduĐtioŶ, KIT est à l͛oƌigiŶe de Ŷoŵďƌeuǆ ĐaŶĐeƌs 
par des mécanismes de surexpression ou de mutations activatrices. Il existe actuellement 

plusieurs types de molécules ciblant KIT en développement ; cependant, seuls les ITK sont à 

ce jour utilisés pour traiter les pathologies impliquant la signalisation KIT. Ces molécules 

pharmacologiques ont démontré une efficacité clinique certaine dans les GIST par exemple ; 

elles pƌĠseŶteŶt ĐepeŶdaŶt des liŵites puisƋu͛il eǆiste des ƌĠsistaŶĐes pƌiŵaiƌes et aĐƋuises 
lors de traitement à long terme. En effet, certains types de mutant de KIT sont résistants à la 

plupart des ITK, comme le mutant D816V, caractéristique des mastocytoses systémiques. 

Il existe donc un grand besoin de nouvelles molécules ciblant KIT. Au cours de mon travail de 

thèse nous avons exploré plusieurs voies pour proposer de nouvelles molécules et de 

nouvelles stratégies pour inhiber la signalisation KIT dans un contexte oncogénique. 

 

DéveloppeŵeŶt d’uŶ test Đellulaiƌe de Đƌiďlage foŶĐtioŶŶel d’iŶhiďiteuƌs de KIT 

Des travaux de thèse précédemment réalisés au LBPA ont montré que les mutants de KIT –
exprimés en contexte hémizygote dans un modèle cellulaire d͛oǀaiƌe de haŵsteƌ ĐhiŶois 
(CHO)- étaient principalement localisés au niveau intracellulaire (Bougherara et al., 2009). 

Cette observation a aussi été faite dans des tissus de patients, notamment dans des 

échantillons de GIST : les mutants hétérozygotes de KIT présentent une expression 

cytoplasmique partielle et plus prononcée dans les homozygotes (Tabone-Eglinger et al., 

2008). Notƌe laďoƌatoiƌe a ŵoŶtƌĠ Ƌue le tƌaiteŵeŶt d͛uŶ ŵutaŶt paƌ uŶ ITK auƋuel il est 
seŶsiďle eŶtƌaîŶe sa ƌeloĐalisatioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe. L͛uŶ des oďjeĐtifs de Đette thğse Ġtait 
d͛eǆploiteƌ l͛eǆisteŶĐe de Đe lieŶ eŶtƌe l͛Ġtat d͛aĐtiǀatioŶ de KIT ŵutaŶt et sa loĐalisatioŶ 
cellulaire afin de développer un test de criblage fonctionnel. Ce projet consistait dans un 

premier temps à mettre au point ce test pour sélectionner par cytométrie des molécules qui 

ƌeloĐaliseŶt KIT ŵutaŶt à la ŵeŵďƌaŶe, et Ƌui paƌ ĐoŶsĠƋueŶt l͛iŶhiďeŶt poteŶtielleŵeŶt. 
Une fois le test mis au point à moyen débit sur des inhibiteurs validés, nous voulions cribler 

des chimiothèques afin de trouver de nouveaux inhibiteurs spécifiques de KIT. 

SéleĐtioŶ d’iŶtƌaďodies aŶti-KIT mutant 

Le pƌoďlğŵe du Điďlage des ŵutaŶts de KIT ǀieŶt du fait Ƌu͛ils soŶt, Đoŵŵe dĠĐƌit 
précédemment, en partie localisés au niveau intracellulaire. Un deuxième axe  du projet de 

thèse consistait à utiliser différentes stratégies de phage display pour sélectionner des 

anticorps au format scFv et VHH spécifiques du domaine intracellulaire du mutant D816V de 

KIT. Ce mutant, décrit comme en conformation active de manière constitutive pourrait avoir 

des épitopes distiŶĐts de la kiŶase WT eŶ ĐoŶfoƌŵatioŶ aĐtiǀe. Le ďut Ġtait d͛oďteŶiƌ des 
anticorps spécifiques de la forme active de la kinase et si possible des anticorps spécifiques 

de la foƌŵe aĐtiǀe de la kiŶase ŵutĠe DϴϭϲV. Ces fƌagŵeŶts d͛aŶtiĐoƌps, uŶe fois exprimés 

dans le cytosol –oŶ paƌle aloƌs d͛iŶtƌaďodies– peuvent inhiber la signalisation KIT 

oncogénique par deux mécanismes : soit ils iŶhiďeŶt diƌeĐteŵeŶt l͛aĐtiǀitĠ kiŶase eŶ se 
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fiǆaŶt au Ŷiǀeau du site de liaisoŶ à l͛ATP, soit ils eŵpġĐheŶt le ƌeĐƌuteŵent de molécules de 

sigŶalisatioŶ et iŶhiďeŶt uŶe ǀoie eŶ paƌtiĐulieƌ. Ce deƌŶieƌ aspeĐt pouƌƌait ġtƌe d͛autaŶt plus 
intéressant car les mutants de KIT activent préférentiellement certaines voies (Chian et al., 

2001). 

Ce projet consistait dans un deuxième temps à caractériser les effets biologiques de ces 

intrabodies puis à mettre au point un test de criblage par enzyme linked immunosorbent 

assay (ELISA). En effet, les intrabodies ne sont pas adaptĠs à la thĠƌapie eŶ ĐliŶiƋue, Đ͛est 
pourquoi nous souhaitions les utiliser pour cribler des banques de molécules 

pharmacologiques ; le but étant de rechercher celles qui empêchent la liaison des 

intrabodies inhibiteurs à KIT mutant et qui ont donc potentiellement le même pouvoir 

inhibiteur sur celui-ci. 

SéleĐtioŶ d’aŶtiĐoƌps diƌigés ĐoŶtƌe le doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe de KIT 

De par leur grande spécificité, les anticorps monoclonaux représentent une approche 

prometteuse pour inactiver KIT. Le troisième volet de ma thèse a porté sur la caractérisation 

d͛aŶtiĐoƌps huŵaiŶs spĠĐifiƋues du doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe du ƌĠĐepteuƌ KIT. Ces aŶtiĐoƌps 
oŶt ĠtĠ gĠŶĠƌĠs eŶ utilisaŶt la teĐhŶiƋue de phage displaǇ loƌs d͛uŶe pƌĠĐĠdeŶte thğse au 
LBPA. Cette partie du projet portait sur la caractérisation fonctionnelle des anticorps sur 

différents variants de KIT ; l͛uŶ des oďjeĐtifs Ġtait aussi d͛Ġǀalueƌ leuƌ effiĐaĐitĠ eŶ teƌŵes 
d͛iŶhiďitioŶ de pƌolifĠƌatioŶ suƌ des ligŶĠes Đellulaiƌes tuŵoƌales dĠpeŶdaŶtes de KIT de 
façon à isoler les candidats avec les propriétés anticancéreuses les plus intéressantes. 

 

Par ces approches complémentaires, nous avons voulu développer de nouvelles molécules 

ĐiďlaŶt la sigŶalisatioŶ KIT oŶĐogĠŶiƋue pouƌ Ġlaƌgiƌ le paŶel d͛outils thĠƌapeutiques et 

outrepasser les résistances de certains mutants de KIT. 

 

 

DaŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps, je pƌĠseŶteƌai l͛ĠtaďlisseŵeŶt d͛uŶ ŵodğle Đellulaiƌe CHO eǆpƌiŵaŶt 
différents variants de KIT puis son utilisation pour le développement du test de criblage de 

petites molécules. Dans un second temps, je développerai les différentes stratégies de 

sélection par phage display que nous avons utilisées afin de générer des anticorps 

intracellulaires dirigés contre le domaine intracellulaire de KIT. Enfin, je présenterai la 

ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ foŶĐtioŶŶelle d͛aŶtiĐoƌps huŵaiŶs diƌigĠs ĐoŶtƌe la paƌtie eǆtƌaĐellulaiƌe de 
KIT. 
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I. DEVELOPPEMENT D’UN TEST DE CRIBLAGE FONCTIONNEL 

 

1. Caractérisation des modèles cellulaires 

Il est décrit depuis quelques années que certains RTK, comme FGFR3 et FLT3, présentent une 

loĐalisatioŶ Đellulaiƌe altĠƌĠe loƌsƋu͛ils poƌteŶt uŶe ŵutatioŶ aĐtiǀatƌiĐe. Cette loĐalisatioŶ 
iŶtƌaĐellulaiƌe s͛aĐĐoŵpagŶe d͛uŶe glǇĐosǇlatioŶ iŵŵatuƌe des ƌĠĐepteuƌs ; ceux-ci initient 

une signalisation spécifique à partir du Golgi ou du RE (Gibbs and Legeai-Mallet, 2007; 

Choudhary et al., 2009).  

Notƌe ĠƋuipe a dĠǀeloppĠ uŶ ŵodğle Đellulaiƌe daŶs le ďut d͛Ġtudieƌ de façoŶ foŶĐtioŶŶelle 
diffĠƌeŶts ǀaƌiaŶts ;WT ou ŵutaŶtͿ de KIT eŶ les fusioŶŶaŶt à l͛enhanced green fluorescent 

protein (EGFP). Un ŵodğle Đellulaiƌe CHO de tƌaŶsfeĐtioŶ tƌaŶsitoiƌe pouƌ l͛eǆpƌessioŶ 
KIT humain a été établi : trois variants différents ont été construits, à savoir KIT WT, KIT 

VϱϲϬG et KIT DϴϭϲV, tous fusioŶŶĠs à l͛EGFP (Bougherara et al., 2009). Le mutant V560G fait 

paƌtie des ŵutaŶts du tǇpe ƌĠgulateuƌ, Đ͛est-à-dire que la mutation est située au niveau 

doŵaiŶe JM Ƌui est dĠĐƌite Đoŵŵe jouaŶt uŶ ƌôle d͛auto-iŶhiďiteuƌ suƌ l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de 
KIT (cf  I – 2.a. Mutations de KIT) ; cette mutation est caractéristique des GIST. Le mutant 

D816V, de type catalytique, est très fréquemment retrouvé dans les mastocytoses 

systémiques ; la ŵutatioŶ est situĠe au Ŷiǀeau de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ du doŵaiŶe kiŶase 

de KIT. Ces deux mutants sont connus pour être constitutivement actifs. Un tag EGFP, qui 

permet de suivre la localisation cellulaire de KIT, a été inséré en N-terminal juste après la 

séquence signal de KIT, pour obtenir les variants WT, V560G et D816V eŶ fusioŶ aǀeĐ l͛EGFP 
(figure 31) (cf annexe 1Ϳ. EŶ effet, il a pƌĠĐĠdeŵŵeŶt ĠtĠ dĠĐƌit Ƌue l͛iŶseƌtioŶ du tag EGFP 
en N-teƌŵiŶal est Ŷeutƌe foŶĐtioŶŶelleŵeŶt aloƌs Ƌu͛uŶe iŶseƌtioŶ eŶ C-terminal entraîne 

une activation constitutive du récepteur WT (Jahn et al., 2002). 

 

Figure 31 : ƌepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue de la pƌotĠiŶe KIT fusioŶŶĠe à l͛EGFP.  
SS séquence signal, ECD domaine extracellulaire, TD domaine transmembranaire, JMD 

domaine juxtamembranaire, ICD domaine intracellulaire. 
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De pƌĠĐĠdeŶts tƌaǀauǆ de l͛ĠƋuipe oŶt peƌŵis de ŵoŶtƌeƌ Ƌue Đoŵŵe daŶs le Đas d͛autƌes 
mutants de RTK, on retrouvait une localisation altérée des mutants de KIT : des analyses par 

immunofluorescence (IF) après transfection transitoire des constructions plasmidiques dans 

des Đellules CHO oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶ ŵaƌƋuage de KIT ŵeŵďƌaŶaiƌe est ƌetƌouǀĠ uŶiƋueŵeŶt 
sur la forme WT de KIT et pas, ou très peu sur les deux mutants, qui sont essentiellement à 

localisation cytoplasmique. Cette altération de localisation est associée à un défaut de 

maturation des formes mutantes de KIT (Bougherara et al., 2009). 

Lors de sa synthèse, KIT subit des modifications post-traductionnelles dont, entre autre, des 

N-glycosylations au niveau des asparagines des domaines Ig-like extracellulaires. Lors de son 

passage dans le RE, une glycosylation de type high-mannose est greffée ; puis lors de sa 

progression du RE au Golgi, il y a une modification des sucres qui aboutit à un pattern 

complexe de glycosylation, correspondant à la forme mature de KIT, alors envoyée à la 

surface cellulaire.  

Ces tƌaǀauǆ de l͛ĠƋuipe oŶt ŵoŶtƌĠ les foƌŵes ŵutaŶtes de KIT fusioŶŶĠ à l͛EGFP eǆpƌiŵĠes 
transitoirement en CHO présentent un défaut de maturation. Les mutants de KIT présentent 

un profil de glycosylation de type high-mannose, ce qui correspond à une forme immature 

de la pƌotĠiŶe, ĐaƌaĐtĠƌistiƋue d͛uŶe loĐalisatioŶ daŶs le ‘E ;figuƌe ϯϮͿ (Bougherara et al., 

2009). 

 

Figure 32 : analyse du statut de glycosylation des cellules CHO transfectées 
transitoirement par les 3 variants EGFP-KIT. 
Les cellules CHO ont été transfectées transitoirement par les plasmides codant pour les 

ǀaƌiaŶts de KIT fusioŶŶĠ à l͛EGFP puis tƌaitĠes paƌ diffĠƌeŶtes glǇĐosǇdases. 

L͛Ġtude du pattern de glycosylation a été réalisée en traitant les cellules CHO transfectées 

tƌaŶsitoiƌeŵeŶt paƌ l͛EGFP-KIT avec différentes glycosydases. La peptide N-glycosidase 

(PGNase) hydrolyse tous les résidus sucrés liés en N, et la N-acetylglucosaminidase H (Endo 

H) hydrolyse spécifiquement les oligosaccharides N-liés de type high-mannose. La bande de 

bas poids moléculaire (130 kDa) correspond à une forme immature, non glycosylée, formée 

juste après la fin de la traduction. La bande de poids moléculaire intermédiaire (150 kDa) 

oďseƌǀĠe daŶs les ϯ ǀaƌiaŶts de KIT est seŶsiďle à l͛hǇdƌolǇse paƌ l͛eŶdo H, iŶdiƋuaŶt uŶ 
pattern de glycosylation de type high-mannose. La forme de haut poids moléculaire 

oďseƌǀĠe pouƌ KIT WT est ƌĠsistaŶte à l͛eŶdo-H, indiquant une N-glycosylation complexe de 
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type mature. Ces données indiquent que les variants mutants de KIT, qui sont 

constitutivement actifs, présentent un pattern de glycosylation de type high-mannose, 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋue d͛uŶe loĐalisatioŶ daŶs le ‘E. 

Pour aller plus loin dans cette étude, des modèles de CHO exprimant de façon stable les 

diffĠƌeŶts ǀaƌiaŶts de KIT fusioŶŶĠs à l͛EGFP oŶt ĠtĠ Ġtaďlis. L͛ADNĐ ĐodaŶt pouƌ KIT tagguĠ a 
été introduit dans un vecteur rétroviral pLXSN. Les rétrovirus défectifs produits dans la 

lignée 293-T oŶt eŶsuite seƌǀi à l͛iŶfeĐtioŶ de Đellules CHO afiŶ d͛Ġtaďlie des ĐloŶes CHO 
exprimant stablement les 3 variants de KIT. 

L͛eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes de fusioŶ a ĠtĠ ǀalidĠe eŶ WesteƌŶ ďlot suƌ des eǆtƌaits 
protéiques de CHO transfectées transitoirement par les différents variants de KIT fusionnés à 

l͛EGFP ;figuƌe ϯϯͿ. Nous aǀoŶs oďseƌǀĠ uŶe ďoŶŶe eǆpƌessioŶ de la pƌotĠiŶe de fusioŶ EGFP-

KIT WT, révélée par les 3 anticorps anti-KIT, KIT-ECD et GFP ; eŶ ƌeǀaŶĐhe, l͛eǆpƌessioŶ est 
plus faible pour les 2 mutants de KIT. De plus, la forme WT de KIT présente 3 isoformes, 

correspondant à différents états de maturation de la protéine liés à des patterns de N-

glycosylation différents. Les formes mutantes de KIT quant à elles, ne présentent que les 2 

isoformes de plus bas poids moléculaire, indiquant une maturation incomplète de ces 

pƌotĠiŶes, Đoŵŵe dĠjà oďseƌǀĠ suƌ les ŵodğles d͛eǆpƌessioŶ tƌaŶsitoiƌe ;figuƌe ϯϮͿ. 

 

Figure 33 : analyse des lignées CHO stables par Western blot.  
La membrane a été hybridée successivement avec des anticorps dirigés contre la GFP, le 

domaine intracellulaire de KIT (KIT-ICD) et le domaine extracellulaire de KIT (KIT-ECD). 

Comme attendu, les cellules CHO exprimant les variants mutants de KIT (V560G et D816V) 

ont une prolifération plus rapide que les CHO non transfectées et les CHO-EGFP-KIT WT, 

démontrant bien un avantage prolifératif de ces 2 mutants de KIT, lié à leur activation 

constitutive (figure 34). 
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Figure 34 : numération des lignées CHO stables. 
 Les cellules ont été ensemencées à 150000 cellules/puits en milieu + sĠƌuŵ de ǀeau fœtal 
(SVF) 10 % et ont été comptées à jour 3 +/- bleu trypan pour visualiser les cellules mortes. 

Les mutants de KIT V560G et D816V sont décrits pour être constitutivement activés. Pour 

valider nos modèles CHO, nous avons étudié le statut de phosphorylation de KIT mutant et 

de KIT WT stimulé par le SCF ou non (figure 35). 

 

Figure 35 : aŶalǇse paƌ WesteƌŶ ďlot de l͛eǆpƌessioŶ et de la phosphorylation de KIT 
dans les cellules CHO (lignée stables). 
Les cellules CHO ont été déplétées sur la nuit et les CHO-EGFP-KIT WT ont ensuite été 

stimulées ou non au SCF pendant 5 min à 100 ng/mL. 

Comme nous le pensions, les 2 mutants de KIT présentent une forte phosphorylation en 

l͛aďseŶĐe de ligaŶd, ŵalgƌĠ uŶe faiďle eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteuƌ. Le ƌĠĐepteuƌ WT est eǆpƌiŵĠ 
fortement et la stimulation par le SCF induit sa phosphorylation. 

Pour vérifier la fonctionnalité du récepteur KIT WT dans nos modèles, nous avons étudié son 

iŶteƌŶalisatioŶ iŶduite paƌ le “CF paƌ ĐǇtoŵĠtƌie de fluǆ. L͛iŶĐuďatioŶ des Đellules CHO-EGFP-

KIT WT en présence de SCF (surnageant de la lignée CHO-KL, sécrétrice de SCF) à différents 

temps (de 1 minute à 1 heure) montre bien une internalisation de KIT WT en fonction du 
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temps (figure 36). Cela nous a permis de valider la fonctionnalité de nos modèles, qui 

peƌŵetteŶt d͛oďseƌǀeƌ la distƌiďutioŶ et les tauǆ de KIT. 

 

Figure 36 : aŶalǇse de l͛eǆpƌessioŶ totale et membranaire de KIT dans les CHO-EGFP-
KIT WT en présence ou non de surnageant de CHO-KL. 
Expression totale (vert, fluorescence du tag EGFP) et membranaire (rouge, détection avec 

l͛aŶtiĐoƌps ϭϬϰDϮ aŶti-KIT doŶt la liaisoŶ Ŷ͛est pas ŵodifiĠe paƌ le “CFͿ de KIT dans les CHO-

EGFP-KIT WT en présence ou non de surnageant de CHO-KL (surnageant de la lignée CHO-KL, 

sécrétrice de SCF). Résultats exprimés en intensités de fluorescence moyenne (MFI). 

Toutefois, nous avons pu observer que les CHO exprimant stablement les formes mutantes 

de KIT fusioŶŶĠes à l͛EGFP ĠŵettaieŶt tƌğs peu de sigŶal GFP eŶ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ ;figuƌe ϯϳ 
gauche), alors que le tag GFP est bien détecté en Western blot (figure 33). Ceci est 

pƌoďaďleŵeŶt liĠ à la seŶsiďilitĠ de l͛iŶteŶsitĠ de fluorescence de la GFP aux variations de 

pH ; les mutants de KIT étant majoritairement localisés dans le cytoplasme de la cellule 

;figuƌe ϯϲ dƌoiteͿ, et l͛EGFP pouǀaŶt peƌdƌe sa fluoƌesĐeŶĐe daŶs Đet eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt aĐide 
(Llopis et al., 1998), le signal EGFP est très faible en cytométrie pour les mutants. La fusion à 

l͛EGFP, Ƌui aǀait ĠtĠ ĐoŶçue à la fois pouƌ loĐaliseƌ paƌ ŵiĐƌosĐopie et Ġvaluer la quantité de 

KIT totale par cytométrie, présente donc un intérêt limité dans le cas des fusions à KIT 

mutant pour la quantification de KIT. 
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Figure 37 : aŶalǇse paƌ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ de l͛eǆpƌessioŶ totale et ŵeŵďƌaŶaiƌe de KIT 
dans les 4 lignées de CHO exprimant stablement EGFP-KIT ou non. 
OŶ oďseƌǀe uŶ faiďle sigŶal pouƌ la GFP et pouƌ KIT ŵeŵďƌaŶaiƌe ;ŵesuƌĠ paƌ l͛aŶtiĐoƌps aŶti-
KIT 104D2 couplé au phycoerythrine-cyanine5 (PE/Cy5)) des CHO-EGFP-KIT mutantes par 

rapport aux CHO-EGFP KIT WT. Résultats exprimés en MFI. 

Comme démontré en transfection transitoire, nos modèles CHO exprimant stablement KIT 

mutant présentent un faible taux de KIT à la surface cellulaire. La faible expression de KIT 

mutant observée en Western blot (figures 33 et 35) aurait pu expliquer le faible taux de KIT 

mutant en surface ; cependant, le ratio KIT surface/KIT total, obtenu en analysant par 

cytométrie en flux des cellules CHO-EGFP-KIT peƌŵĠaďilisĠes ou ŶoŶ et ŵaƌƋuĠes à l͛aide 
d͛uŶ aŶtiĐoƌps anti-KIT, a confirmé 2 choses : KIT mutant est exprimé dans les CHO 

transfectées stablement et le faible taux de KIT mutant en surface cellulaire est dû à la 

présence majoritairement cytoplasmique de KIT mutant (figure 38). 

 

Figure 38 : ƌatio de l͛eǆpƌessioŶ eŶ suƌfaĐe de KIT/l͛eǆpƌessioŶ totale de KIT dans les 
lignées CHO stables.  
Les cellules CHO-EGFP-KIT WT ou ŵutaŶt oŶt ĠtĠ peƌŵĠaďilisĠes ou ŶoŶ aǀaŶt d͛ġtƌe 
marquées par un anticorps anti-KIT couplé PE/Cy5 puis analysées au cytomètre en flux. Les 

ƌĠsultats soŶt ƌepƌĠseŶtĠs eŶ diǀisaŶt la MFI oďteŶue aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps ϭϬϰDϮ suƌ Đellules ŶoŶ 
perméabilisées par la MFI obtenue avec le même anticorps sur cellules perméabilisées. 
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Les mêmes observations de localisation cellulaire altérée ont été observées en microscopie 

sur les deux lignées CHO KIT mutant stables (figure 39). Pouƌ l͛aĐƋuisitioŶ de Đes iŵages, 
Ŷous aǀoŶs dû augŵeŶteƌ l͛iŶteŶsitĠ d͛eǆĐitatioŶ pouƌ les CHO-EGFP-KIT mutantes afin 

d͛oďteŶiƌ uŶ sigŶal dĠteĐtaďle, puisƋue le signal GFP des mutants est très faible. 

 
Figure 39 : analyse en IF par microscopie confocale de l͛eǆpƌessioŶ totale et 
membranaire de KIT dans les lignées de CHO stables. 
L͛eǆpƌessioŶ totale de KIT ;EGFP eŶ ǀeƌtͿ est oďseƌǀĠe daŶs les ϯ ligŶĠes aloƌs Ƌue l͛eǆpƌessioŶ 
membranaire de KIT (anticorps anti-KIT K44.2 murin puis anticorps secondaire anti-souris 

ĐoŶjuguĠ à l͛aleǆa ϱϵϰͿ Ŷ͛est oďseƌǀĠe Ƌue daŶs les CHO-EGFP-KIT WT. Grossissement x630. 

Des observations de localisation cytoplasmique des mutants de KIT ont également été 

décrites dans cellules de patients atteints de GIST (Tabone-Eglinger et al., 2008). Dans cette 

étude, il a été montré que chez les patients présentant une mutation activatrice homozygote 

de KIT, on retrouve plus fréquemment une expression de KIT paranucléaire que chez les 

formes hétérozygotes ou non mutées. Le mutant D816V a aussi été décrit à localisation 

intracellulaire chez les patients atteints de MS (Bougherara et al., 2013). 

CeĐi ŵoŶtƌe Ƌue les ŵodğles d͛Ġtude dĠǀeloppĠs au laďoƌatoiƌe soŶt ƌepƌĠseŶtatifs de la 
biologie des pathologies impliquant des mutants oncogéniques de KIT. Toutefois, un article 

récent a montré que le pattern de glycosylation de cellules hétérozygotes KIT WT/KIT 

mutant était plus proche des hémizygotes KIT que des hémizygotes ŵutaŶtes, Đ͛est-à-dire 

Ƌui Ŷe pƌĠseŶteŶt Ƌu͛uŶe Đopie du gğŶe (Brahimi-Adouane et al., 2013). Nos modèles 

Đellulaiƌes d͛Ġtude soŶt hĠŵizǇgotes et la ŵajoƌitĠ des GI“T soŶt hĠtĠƌozǇgotes pouƌ KIT, 
portant un allèle WT et un allèle muté. Il est donc important de garder en tête ces 

différences entre KIT hétérozygote et hémizygote lors de l͛iŶteƌpƌĠtatioŶ de Ŷos ƌĠsultats. 

Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteuƌ WT à la ŵeŵďƌaŶe dĠpeŶdait d͛uŶe 
maturation qui a lieu au niveau du RE (Brahimi-Adouane et al., 2013). Il semble donc que 

l͛aĐtiǀatioŶ pƌĠĐoĐe des ƌĠĐepteuƌs ŵutaŶts, aloƌs Ƌu͛ils soŶt eŶĐore situés dans le 

ĐǇtoplasŵe, Ŷe leuƌ laisse pas le teŵps d͛ġtƌe ĐoŵplğteŵeŶt glǇĐosǇlĠs ; dès les premières 
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étapes de leur synthèse, ils seraient phosphorylés, signaliseraient et seraient dégradés sans 

aǀoiƌ le teŵps d͛atteiŶdƌe la suƌfaĐe Đellulaiƌe. 

2. Relocalisation des mutants de KIT par traitement aux ITK 

Apƌğs aǀoiƌ oďseƌǀĠ uŶe loĐalisatioŶ altĠƌĠe des ŵutaŶts de KIT, Ŷous aǀoŶs ĠtudiĠ l͛effet de 
traitement aux ITK sur celle-ci. Nous avons observé par cytométrie que le traitement de nos 

modèles CHO par différents ITK (1 h – 1 µM – 37°C) induisait la relocalisation membranaire 

de KIT ŵutaŶt. L͛iŵatiŶiď, Ƌui est aĐtif suƌ les ŵutaŶts ƌĠgulateuƌs ŵais pas suƌ le DϴϭϲV, 
Ŷ͛eŶtƌaîŶe la ƌeloĐalisatioŶ Ƌue du ŵutaŶt VϱϲϬG. Le dasatiŶiď, Ƌui a uŶ speĐtƌe d͛aĐtioŶ plus 

laƌge, iŶhiďaŶt l͛aĐtiǀitĠ kiŶase des Ϯ tǇpes de ŵutaŶts, ƌeloĐalise le VϱϲϬG et le DϴϭϲV 
(figure 40). AuĐuŶ effet Ŷ͛a ĠtĠ oďseƌǀĠ suƌ les CHO-EGFP-KIT WT dans les mêmes conditions 

(non montré). 

 

Figure 40 : analyse par cytoŵĠtƌie eŶ fluǆ de l͛eǆpƌessioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe de KIT dans les 
lignées CHO stables après traitement aux ITK. 
Les cellules CHO-EGFP-KIT oŶt ĠtĠ tƌaitĠes ϭ h à l͛iŵatiŶiď ou au dasatiŶiď ;ϭ µMͿ puis 
l͛eǆpƌessioŶ de KIT à la suƌfaĐe a ĠtĠ ŵesuƌĠe gƌâĐe à l͛aŶtiĐorps 104D2 couplé à la PE/Cy5. Les 

résultats sont exprimés en % par rapport à la MFI des cellules non traitées (NT). 

Ces observations ont été confirmées par une analyse en IF des 3 lignées CHO-EGFP-KIT 

tƌaitĠes Ϯ h à Ϭ,ϱ µM d͛iŵatiŶiď ou dasatiŶiď ;figuƌe ϰϭͿ. L͛eǆpƌessioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe du 
mutant V560G est restaurée par les deux inhibiteurs, celle du mutant D816V par le dasatinib 

uniquement. Ceci suggère que la modulation de la localisation du mutant par un ITK dépend 

de sa sensibilité à celui-ci. 
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Figure 41 : analyse en IF par microscopie confocale de l͛eǆpƌessioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe de 
KIT dans les lignées CHO stables après traitement aux ITK. 
TƌaiteŵeŶt des Đellules à l͛iŵatiŶiď ou au dasatiŶiď ;Ϯ h à Ϭ,ϱ µMͿ. EǆpƌessioŶ de KIT total eŶ 
vert (EGFP), expression membranaire de KIT en rouge (anticorps anti-KIT K44.2 puis anticorps 

anti-souƌis ĐouplĠ à l͛aleǆa ϱϵϰͿ. CoŶtƌôle : cellules non traitées. Grossissement x630. 

Nous avons pu observer que cette relocalisation de KIT mutant induite par les ITK était 

associée à une déphosphorylation de celui-ci et des protéines de signalisation associées 

;figuƌe ϰϮͿ. L͛iŵatiŶiď à ϭ µM ĐoŶduit à uŶe dĠphosphoƌǇlatioŶ de KIT VϱϲϬG, aiŶsi Ƌue 
d͛EƌkϮ. Le dasatiŶiď est aĐtif à de plus ďasses ĐoŶĐeŶtƌatioŶs ;à paƌtir de 100 nM), il inhibe la 

phosphorylation de KIT V560G ainsi que de STAT5 et Erk2. Le mutant D816V, quant à lui, est 

ƌĠsistaŶt à l͛iŵatiŶiď Ƌui Ŷ͛a auĐuŶ effet suƌ la phosphoƌǇlatioŶ de KIT Ŷi suƌ Đelles des 
protéines de la signalisation associée. En revanche, le dasatinib entraîne une forte 

diminution de la phosphorylation de KIT D816V, STAT5 et Akt à 1 µM. Ces résultats indiquent 

Ƌue le phĠŶoŵğŶe de ƌeloĐalisatioŶ des ŵutaŶts paƌ les ITK est ĐoƌƌĠlĠ à l͛iŶhiďitioŶ de leuƌ 
activité kinase. Nous avons doŶĐ Ġŵis l͛hǇpothğse suiǀaŶte : l͛iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀitĠ kiŶase 
de KIT mutant entraînerait sa relocalisation à la membrane plasmique. 
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Figure 42 : analyse par Western blot de la signalisation des lignées CHO-EGFP-KIT 
mutant après traitement aux ITK. 
Les Đellules oŶt ĠtĠ tƌaitĠes paƌ de l͛iŵatiŶiď ou du dasatiŶiď (concentrations en nM) pendant 2 

h. Les extraits ont été réalisés sur des cellules déprivées pendant 12 h puis la phosphorylation 

des protéines KIT, STAT5, Akt et Erk2 a étĠ ĠǀaluĠe à l͛aide des aŶtiĐoƌps ĐoƌƌespoŶdaŶts. Les 
membranes ont ensuite été déshybridées puis incubées avec les anticorps anti-KIT, STAT5, Akt 

et Eƌk ϭ/Ϯ, peƌŵettaŶt d͛Ġǀalueƌ la ƋuaŶtitĠ totale de Đes pƌotĠiŶes. 

Nous avons réalisé la même expérience sur les cellules CHO-EGFP-KIT WT cultivées en 

présence de SCF (surnageant de la lignée CHO-KL sécrétrice de SCF). Le dasatinib diminue la 

phosphorylation induite par le SCF de KIT WT et des protéines de signalisation partenaires 

(STAT5, Akt et Erk) à partir de ϭϬϬ ŶM. UŶ dĠpôt d͛uŶe ƋuaŶtitĠ de pƌotĠiŶes plus faiďle pouƌ 
la ĐoŶditioŶ tƌaitĠe à l͛iŵatiŶiď à ϭ µM Ŷe peƌŵet pas de ĐoŶĐluƌe suƌ Đe poiŶt. EŶ ƌeǀaŶĐhe, 
ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt au dasatiŶiď, à ϭϬϬ ŶM, l͛iŵatiŶiď Ŷ͛iŶduit auĐuŶ effet suƌ la phosphoƌǇlatioŶ 
de KIT WT ni des protéines de signalisation en aval (figure 43). Ceci correspond aux données 

de la littérature démontrant que le dasatinib est actif à des concentrations plus faibles que 

l͛iŵatiŶiď. 
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Figure 43 : analyse par Western blot de la signalisation de la lignée CHO-EGFP-KIT WT 
après traitement aux ITK. 
Les cellules CHO-EGFP-KIT WT ĐultiǀĠes eŶ pƌĠseŶĐe de “CF oŶt ĠtĠ tƌaitĠes paƌ de l͛iŵatiŶiď 
ou du dasatinib (concentrations en nM) pendant 2 h. Les extraits ont été réalisés sur des 

cellules déprivées pendant 12 h puis la phosphorylation des protéines KIT, STAT5, Akt et Erk2 a 

ĠtĠ ĠǀaluĠe à l͛aide des aŶtiĐoƌps ĐoƌƌespoŶdaŶts. Les ŵeŵďƌaŶes oŶt eŶsuite ĠtĠ 
déshybridées puis incubées avec les anticorps anti-KIT, STAT5, Akt et Erk 1/2, permettant 

d͛Ġǀalueƌ la ƋuaŶtitĠ totale de Đes pƌotĠiŶes. 

Des travaux réalisés au LBPA ont montré que, tout comme dans nos modèles CHO, on 

pouvait observer une relocalisation de KIT mutant D816V à la membrane lors de traitement 

au dasatinib dans des échantillons de patients atteints de mastocytose systémique 

(Bougherara et al., 2013). Nos lignées CHO présentent donc des caractéristiques 

fonctionnelles communes avec des échantillons de patients, ce qui en fait un modèle 

d͛Ġtude ƌeleǀaŶt. 

3. Mise au poiŶt d’uŶ test de Đƌiďlage foŶĐtioŶŶel  

A partir de ces observations, nous avons souhaité exploiter cette propriété de relocalisation 

de KIT mutant pour mettre au point un test de criblage fonctionnel ; le but étant de cribler 

des chimiothèques par cytométrie et de sélectionner les molécules qui relocalisent un ou les 

2 mutants. Les molécules sélectionnées seraient potentiellement inhibitrices de KIT mutant. 

Pour cela, nous avons réalisé des études cinétiques et de dose-réponse avec des inhibiteurs 

décrits comme actifs sur certains mutants de KIT, afin de déterminer les conditions 

expérimentales optimales. 
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 Cinétique  

Après avoir ensemencé les 3 lignées de CHO, nous les avons incubées avec l͛iŵatiŶiď ou le 
dasatinib (0,5 µM) pendant différents temps : 15 min, 30 min, 1 h, 1,5 h, 2 h, 2,5 h, 3 h, 4 h 

et ϴ h. A la fiŶ du teŵps d͛iŶĐuďatioŶ, les Đellules oŶt ĠtĠ tƌǇpsiŶĠes, laǀĠes et ŵaƌƋuĠes à 
l͛aide de l͛aŶtiĐoƌps aŶti-KIT 104D2 PE/Cy5 (figure 44). 

 

Figure 44 : étude ĐiŶĠtiƋue de l͛eǆpƌessioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe de KIT paƌ ĐǇtoŵĠtƌie en flux 
après traitement aux ITK des lignées CHO stables. 
Les ϯ ligŶĠes staďles CHO oŶt ĠtĠ tƌaitĠes à l͛iŵatiŶiď ;ĐeƌĐles ǀidesͿ ou au dasatiŶiď (cercles 

pleiŶsͿ ;Ϭ,ϱ µMͿ peŶdaŶt les teŵps iŶdiƋuĠs. L͛eǆpƌessioŶ de KIT eŶ suƌfaĐe a ĠtĠ ĠǀaluĠe paƌ 
l͛aŶtiĐoƌps aŶti-KIT 104D2 –PE/Cy5. Les résultats sont exprimés en MFI. 

Nous avons pu observer que le dasatinib entraîne une relocalisation membranaire des 2 

mutants de KIT dès 15 min de traitement ; celle-ci est maximum à 2 h, temps auquel on 

atteiŶt uŶ plateau. L͛iŵatiŶiď ƌeloĐalise uŶiƋueŵeŶt le ŵutaŶt VϱϲϬG, aǀeĐ uŶe ĐiŶĠtiƋue 
similaire à celle du dasatinib. On peut noter que le traitement des CHO-EGFP-KIT WT par les 

Ϯ ITK iŶduit uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ eŶ suƌfaĐe de KIT à paƌtiƌ de Ϯ,ϱ h ; ce 

phénomène a été décrit récemment dans une étude qui a montré que le ciblage de la poche 

ATP paƌ l͛iŵatiŶiď iŶduisait l͛iŶteƌŶalisatioŶ et la dĠgƌadatioŶ de KIT WT sans stimulation au 

SCF ;D͛allaƌd et al., ϮϬϭϯͿ. Nous retrouvons ce phénomène avec le dasatinib également. 

Cette étude cinétiƋue Ŷous a peƌŵis de dĠteƌŵiŶeƌ le teŵps ŵiŶiŵal d͛iŶĐuďatioŶ 
nécessaire pour induire la relocalisation maximale sur les 2 mutants. Les expériences 

suiǀaŶtes oŶt doŶĐ ĠtĠ ƌĠalisĠes à Ϯ h d͛iŶĐuďatioŶ. 
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 Dose-réponse 

Les 3 lignées CHO ont été incubées avec l͛iŵatiŶiď ou le dasatiŶiď peŶdaŶt Ϯ h à diffĠƌeŶtes 
concentrations : 1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 µM ou 10 µM. Comme 

pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, à la fiŶ des Ϯ h d͛iŶĐuďatioŶ, les Đellules oŶt ĠtĠ tƌǇpsiŶĠes, laǀĠes et 
ŵaƌƋuĠes à l͛aide d͛uŶ aŶtiĐoƌps aŶti-KIT (figure 45). 

 

Figure 45 : analyse par cytométrie en flux de la relocalisation de KIT en surface après 
tƌaiteŵeŶt à diffĠƌeŶtes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d͛ITK des ligŶĠes CHO staďles. 
Les ϯ ligŶĠes CHO oŶt ĠtĠ tƌaitĠes à l͛iŵatiŶiď ou au dasatinib pendant 2 h puis marquées à 

l͛aide d͛uŶ aŶtiĐoƌps aŶti-KIT couplé PE/Cy5. Les résultats sont exprimés en MFI. 

Nous avons observé que le dasatinib relocalise les mutants de D816V et V560G à partir des 

concentrations 300 nM et 3 nM respectivement. Ces résultats sont en accord avec la 

littérature qui montre que le mutant D816V nécessite généralement des concentrations 

d͛ITK plus ĠleǀĠes Ƌue les autƌes ŵutaŶts pour être inhibé (table 5) (Schittenhelm et al., 

2006). L͛iŵatiŶiď Ŷ͛est aĐtif Ƌue suƌ le ŵutaŶt VϱϲϬG Ƌu͛il ƌeloĐalise à paƌtiƌ de ϯϬ ŶM. Il a 
dĠjà ĠtĠ dĠĐƌit Ƌue l͛iŵatiŶiď possğde uŶe ICϱϬ plus ĠleǀĠe Ƌue le dasatiŶiď eŶ teƌŵes 
d͛iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀité kinase de KIT V560G (table 5Ϳ. L͛iŵatiŶiď et le dasatiŶiď eŶtƌaîŶeŶt 
une relocalisation maximale à 300 nM environ chez le mutant V560G. En revanche, nous 

Ŷ͛aǀoŶs pas atteiŶt le plateau aǀeĐ le ŵutaŶt DϴϭϲV, ŵġŵe à ϭϬ µM de dasatiŶiď, Đe Ƌui 
iŶdiƋue uŶe fois de plus la faiďle seŶsiďilitĠ du ŵutaŶt DϴϭϲV auǆ ITK ĐoŵpĠtiteuƌs de l͛ATP. 
IĐi eŶĐoƌe oŶ peut oďseƌǀeƌ Ƌue l͛iŵatiŶiď à foƌte ĐoŶĐeŶtƌation (10 µM) induit une 

iŶteƌŶalisatioŶ de KIT WT, liĠe à l͛oĐĐupatioŶ du site ATP. 
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 V560G D816V 

imatinib 10-100 nM > 10 µM 

dasatinib 1-50 nM 100 nM 

Table 5 : ICϱϬ de l͛iŵatiŶiď et du dasatiŶiď pouƌ l͛iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀitĠ kiŶase sur les 
mutants V560G et D816V de KIT (Schittenhelm et al., 2006). 

Ces 2 expériences nous ont permis de définir le temps optimal (2 h) pour notre test de 

détection de relocalisation de KIT ainsi que de montrer que nos lignées KIT mutantes sont 

seŶsiďles ou ƌĠsistaŶtes auǆ diffĠƌeŶts tǇpes d͛ITK pouƌ la ŵodulatioŶ de la loĐalisatioŶ de 
KIT à des concentrations corrélées à ce qui a été décrit dans de précédentes études sur 

l͛aĐtiǀitĠ des ITK suƌ KIT. 

Il est important de noter que certains ITK sont colorés, comme le sunitinib par exemple dont 

la solution est orangée. Ces molécules colorées ont une fluorescence propre qui ne permet 

pas de mesurer KIT en surface à l͛aide d͛uŶ aŶtiĐoƌps fluoƌesĐeŶt. EŶ effet, la fluoƌesĐeŶĐe de 
la ŵolĠĐule iŶteƌfğƌe aǀeĐ Đelle de l͛aŶtiĐoƌps et ďiaise le ƌĠsultat. Ces ŵolĠĐules sont donc à 

eǆĐluƌe de Ŷotƌe test afiŶ d͛Ġǀiteƌ la sĠleĐtioŶ de fauǆ positifs. 

Nous avons par la suite essaǇĠ d͛aŵĠlioƌeƌ le test pouƌ Ƌu͛il soit plus ƌapide et plus siŵple à 
réaliser pour tester un grand nombre de molécules à la fois. Jusque-là, nous travaillions sur 

cellules adhérentes eŶ plaƋues Ϯϰ puits, Đe Ƌui iŵpliƋuait d͛eŶseŵeŶĐeƌ les Đellules la ǀeille 

et de les trypsiner à la fin du traitement. Nous avons testé un nouveau format utilisant des 

cellules en suspension : pouƌ Đela, Ŷous tƌǇpsiŶoŶs les Đellules au dĠďut de l͛eǆpĠƌieŶĐe et eŶ 
dispensons 2.105 par puits dans une plaque 96 puits à fond rond, avant incubation avec les 

drogues à 37°C. Les étapes de lavage, centrifugation et marquage se font directement dans 

les plaques 96 puits. Les cellules sont transvasées dans une plaque 96 puits à fond plat à la 

pipette multicanaux juste avant analyse au cytomètre (Cell Lab Quanta – Beckman Coulter). 

AfiŶ de ǀalideƌ Đe foƌŵat aǀeĐ Đellules eŶ suspeŶsioŶ, Ŷous l͛aǀoŶs testĠ aǀeĐ ƋuelƋues ITK 
utilisĠs eŶ ĐliŶiƋue à saǀoiƌ l͛iŵatiŶiď et le dasatiŶiď Đoŵŵe pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, aiŶsi Ƌue le 
sorafenib et le nilotinib. Le soƌafeŶiď, tout Đoŵŵe l͛iŵatiŶiď, est aĐtif suƌ les ŵutaŶts de 
l͛eǆoŶ ϭϭ Đoŵŵe le VϱϲϬG, ŵais pas suƌ Đeuǆ du ĐodoŶ ϴϭϲ (Heinrich et al., 2012). Le 

ŶilotiŶiď ƋuaŶt à lui, est dĠĐƌit pouƌ ġtƌe aĐtif suƌ les ŵutaŶts de l͛eǆoŶ ϭϭ ĠgaleŵeŶt et suƌ 
Đeuǆ de l͛eǆoŶ ϭϳ daŶs ĐeƌtaiŶes Ġtudes (von Bubnoff et al., 2005; Gleixner et al., 2006). 

L͛iŵatiŶiď et le ŶilotiŶiď soŶt des doŶs du Dƌ “eƌge ‘oĐhe ;C‘BM – Montpellier) et le 

dasatinib vient de chez Santa Cruz. Le sorafenib a été préparé à partir de comprimés 

destinés aux patients. Après broyage et pesée il a été dissous dans du diméthylsulfoxyde 

(DMSO) pour préparer la solution mère qui a ensuite été diluée comme les autres inhibiteurs 

afin de traiter les cellules. Les cellules ont été incubées 2 h à 37°C à différentes 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d͛iŶhiďiteuƌs : 10 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM et 1 µM (figure 46). 
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Figure 46 : analyse par cytométrie en flux de la relocalisation de KIT mutant en surface 
apƌğs tƌaiteŵeŶt à diffĠƌeŶtes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d͛ITK des ligŶĠes CHO staďles. 
Les cellules CHO-EGFP-KIT V560G et D816V ont été traitées 2 h avec différents ITK aux 
ĐoŶĐeŶtƌatioŶs iŶdiƋuĠes puis ŵaƌƋuĠes à l͛aide de l͛aŶtiĐoƌps aŶti-KIT 104D2-PE/Cy5. Les 
résultats sont exprimés MFI. NT, non traité. 

Coŵŵe atteŶdu, daŶs Đe foƌŵat eŶ suspeŶsioŶ, l͛iŵatiŶiď et le dasatiŶiď iŶduiseŶt uŶe 
relocalisation de KIT V560G, mais seul le dasatinib relocalise le mutant D816V. La 

relocalisation du mutant VϱϲϬG atteiŶt uŶ plateau aǀeĐ l͛iŵatiŶiď, le dasatiŶiď et le soƌafeŶiď 
à 100 nM, 50 nM et 500 nM respectivement. Le nilotinib et le sorafenib relocalisent les 2 

mutants, dès 10 nM mais sans atteindre de plateau pour le mutant D816V : nous ne pouvons 

donc pas estiŵeƌ d͛IC50 ; le nilotinib a été montré comme inhibant la prolifération de lignée 

Ba/F3 KIT D814V à une IC50 de 750 nM (Ustun et al., 2011). Le sorafenib a été décrit comme 

inhibant la phosphorylation de KIT V560G dans un modèle CHO à une concentration 

inférieure à 100 nM et comme étant inactif sur le mutant D816V (Heinrich et al., 2012). 

Toutefois, dans notre modèle, nous observons une forte relocalisation membranaire du 

mutant D816V lors du traitement par le sorafenib à 1 µM. 

Pour conclure, nous avons mis au point un test de criblage de molécules par cytométrie à 

moyen débit qui présente de nombreux avantages : 

- “oŶ foƌŵat est siŵple d͛utilisatioŶ et ƌapide puisƋue toutes les Ġtapes ;iŶĐuďatioŶs, 
centrifugations, marquage) se font en directement en plaque 96 puits. 

- C͛est uŶ test Đellulaire Ƌui Ġǀalue l͛effet des ŵolĠĐules diƌectement sur des cellules 

vivantes ; il est donc plus phǇsiologiƋue Ƌu͛uŶ test réalisé sur kinase recombinante. 

- Il est cible-spécifique, puisƋu͛il aŶalǇse l͛effet du tƌaiteŵeŶt diƌeĐteŵeŶt suƌ KIT, au 

ĐoŶtƌaiƌe d͛uŶ test ďasĠ suƌ une inhibition de prolifération cellulaire. 
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4. Criblage de la chimiothèque Screen-Well Kinase Inhibitor 

Library (Enzo Life Sciences) 

Nos précédents résultats nous poussent à penser que les molécules qui induisent une 

relocalisation de KIT à la surface cellulaire agissent possiblement en inhibant son activité 

kiŶase. C͛est pouƌƋuoi Ŷous aǀoŶs utilisĠ Ŷotƌe test pouƌ Đƌiďleƌ uŶe ĐhiŵiothğƋue 

d͛iŶhiďiteuƌs phaƌŵaĐologiƋues afiŶ d͛ideŶtifieƌ de Ŷouǀelles ŵolĠĐules agissaŶt suƌ la 
localisation de KIT, potentiellement utilisables pour inhiber la signalisation KIT oncogénique. 

Nous avons choisi de cribler la chimiothèque  Screen-Well® Kinase Inhibitor Library (Enzo Life 

Sciences) composée de 80 inhibiteurs de kinases (cf annexe 2). Pour débuter les criblages 

avec notre test, nous avons choisi une chimiothèque de taille limitée, afin de pouvoir ajuster 

tous les paramètres lors de cette première expérience. Par la suite, nous souhaiterions 

passer au format 384 puits pour pouvoir cribler de plus larges chimiothèques. De plus, pour 

ce premier choix, nous avons choisi une chimiothèque orientée, qui ne contient que des 

iŶhiďiteuƌs de kiŶases. Les iŶhiďiteuƌs de kiŶases Ŷ͛ĠtaŶt jaŵais totaleŵeŶt spĠĐifiƋues d͛uŶe 
seule cible, nous pensons avoir une forte probabilité de sélectionner des molécules 

potentiellement inhibitrices de KIT dans ce type de chimiothèque. 

La plaque mère qui contient les drogues à 10 mM en DMSO est stockée à -80°C ; nous 

l͛aǀoŶs aliƋuotĠe et diluĠe à diffĠƌeŶtes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs gƌâĐe à uŶe platefoƌŵe ƌoďotisĠe de 
l͛iŶstitut daŶs l͛optique de réaliser plusieurs criblages dans différentes conditions. 

Nous avons réalisé un criblage à 100 nM et un à 1 µM sur les 3 lignées CHO-EGFP-KIT. Nous 

aǀoŶs Đhoisi aƌďitƌaiƌeŵeŶt de sĠleĐtioŶŶeƌ les dƌogues Ƌui augŵeŶteŶt l͛eǆpƌessioŶ de KIT 
en surface de plus de 25 % par rapport aux cellules non traitées. Nous avons utilisé le DMSO 

dilué aux mêmes concentrations que les drogues comme contrôle négatif ; l͛iŵatiŶiď et le 
dasatinib nous ont servi de contrôle positif de relocalisation (figure 47). 



99 
 

 
Figure 47 : analyse par cytométrie en flux de la relocalisation de KIT mutant en surface 
après traitement par la chimiothèque à 1 µM des lignées CHO stables. 
Les cellules CHO-EGFP-KIT V560G et D816V ont été traitées par les drogues de la chimiothèque 

peŶdaŶt Ϯ h à ϭ µM à ϯϳ°C puis ŵaƌƋuĠes à l͛aide de l͛aŶtiĐoƌps aŶti-KIT 104D2 couplé PE/Cy5. 

H9 DMSO en contrôle négatif (vert) ; H10 imatinib (rouge) ; H11 dasatinib (rouge) ; NT non 

traitées (bleu). Le seuil de positivité (pointillé) est fixé à 25 % de relocalisation par rapport aux 

cellules non traitées. Les résultats sont exprimés en MFI. 

Le criblage de la chimiothèque à 1 µM nous a permis de sélectionner 5 molécules 

relocalisant les 2 mutants. De plus, 10 inhibiteurs relocalisent le mutant V560G et une le 

mutant D816V (table 6). Le mutant de KIT D816V est décrit pour être plus difficile à inhiber, 

ŶĠĐessitaŶt souǀeŶt des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d͛iŶhiďiteuƌ plus iŵpoƌtaŶtes. Il paƌaît doŶĐ logiƋue 
Ƌue Ŷous aǇoŶs sĠleĐtioŶŶĠ ŵoiŶs d͛iŶhiďiteuƌs relocalisant le mutant D816V que le mutant 

V560G. 
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 V560G D816V 

staurosporine + + 

PKC-412 + + 

PP1 + + 

PP2 + - 

tyrphostine AG 1478 + - 

tyrphostine AG 1295 + - 

GF 109203X + + 

lavendustine C + - 

ZM 336372 + - 

SU 4312 + - 

génistéine + - 

analogue de l’eƌďstatiŶe + - 

hypericine + + 

Ro 31-8220 - + 

SP 600125 + - 

indirubin-ϯ’-monooxime + - 

Table 6 : molécules de la chimiothèque relocalisant KIT mutant à la surface cellulaire à 1 
µM. 

Le criblage de la chimiothèque sur les cellules CHO-EGFP-KIT WT dans les mêmes conditions 

iŶdiƋue Ƌue, Đoŵŵe pƌĠĐĠdeŵŵeŶt oďseƌǀĠ loƌs de Đouƌts tƌaiteŵeŶts à l͛iŵatiŶiď ou au 
dasatiŶiď, l͛eǆpƌessioŶ de KIT WT eŶ suƌfaĐe Ŷe ǀaƌie pas de façoŶ sigŶifiĐatiǀe ;ŶoŶ ŵoŶtƌĠͿ. 
Nous avons réalisé la même expérience sur des cellules CHO-EGFP-KIT WT cultivées en 

présence de SCF 24 h avant le test. L͛aĐtiǀatioŶ de KIT WT par le SCF induit son 

internalisation (figure 36Ϳ Ƌui ŵğŶe à sa dĠgƌadatioŶ. L͛iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de 
récepteur WT entraîne une relocalisation, tout comme avec les mutants de KIT (figure 48). 

Le criblage de la chimiothèque sur KIT WT activé nous a permis de sélectionner 6 molécules 

le relocalisant : PD-98059, tyrphostine 46, staurosporine, PKC412, PP1 et ZM 336372. Ces 4 

dernières molécules ont déjà été sélectionnées dans le criblage sur les mutants de KIT ; la 

staurosporine, le PKC412 et le PP1 relocalisent les 2 mutants et le ZM 336372 relocalise le 

mutant V560G. 
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Figure 48 : analyse par cytométrie en flux de la relocalisation de KIT WT activé en 
surface après traitement par la chimiothèque à 1 µM des lignées CHO stables. 
Les cellules CHO-EGFP-KIT WT ont été cultivées en présence de SCF et traitées par les drogues 

de la chimiothèque pendant 2 h à 1 µM à ϯϳ°C puis ŵaƌƋuĠes à l͛aide de l͛aŶtiĐoƌps aŶti-KIT 

104D2 couplé PE/Cy5. H9 DMSO en contrôle négatif (vert), H10 imatinib (rouge), H11 dasatinib 

(rouge), NT non traitées (bleu). Le seuil de positivité (pointillé) est fixé à 25 % de relocalisation 

par rapport aux cellules non traitées. Les résultats sont exprimés en MFI. 

Dans le but de sélectionner des molécules ayant un effet spécifique sur KIT et également 

pouvant être administrées à de plus faibles concentrations chez le patient, le même 

protocole a été réalisé pour cribler la chimiothèque à 100 nM (figure 49). 

 
Figure 49 : analyse par cytométrie en flux de la relocalisation de KIT mutant en surface 
après traitement par la chimiothèque à 100 nM des lignées CHO stables. 
Les cellules CHO-EGFP-KIT V560G et D816V ont été traitées par les drogues de la chimiothèque 

peŶdaŶt Ϯ h à ϭϬϬ ŶM à ϯϳ°C puis ŵaƌƋuĠes à l͛aide de l͛aŶtiĐoƌps aŶti-KIT 104D2 couplé 

PE/Cy5. H9 DMSO en contrôle négatif (vert), H10 imatinib (rouge), H11 dasatinib (rouge), NT 

non traitées (bleu). Les résultats sont exprimés en MFI. 
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A ϭϬϬ ŶM, Ŷous Ŷ͛aǀoŶs ƌetƌouǀĠ Ƌu͛uŶ Ŷoŵďƌe liŵitĠ d͛iŶhiďiteuƌs ƌeloĐalisaŶt les ŵutaŶts 
de KIT. En effet, seuls la staurosporine et le PKC-412 sont actifs sur le mutant D816V. Ils sont 

également actifs sur le mutant V560G, tout comme les molécules PP1, PP2 et ZM 336372 

(table 7). 

 V560G D816V 

staurosporine + + 

PKC-412 + + 

PP1 + - 

PP2 + - 

ZM 336372 + - 

Table 7 : molécules de la chimiothèque relocalisant les mutants de KIT à la surface 
cellulaire à 100 nM. 

Parmi ces molécules que nous avons sélectionnées, plusieurs sont des solutions colorées : le 

GF 109203X, le SU 4312, l͛hypericine, le SP 600125 et l͛indirubine-ϯ͛-monooxime. Afin de 

vérifier la spécificité du test, les données ont systématiquement été répétées sur cellules 

‘aji, uŶe ligŶĠe issue d͛uŶ patieŶt atteiŶt de lǇŵphoŵe de Buƌkitt, ŶoŶ ŵaƌƋuĠes aǀeĐ 
l͛aŶtiĐoƌps aŶti-KIT. Ainsi, nous avons écarté le GF 109203X et l͛hǇpeƌiĐiŶe Ƌui augŵeŶteŶt la 
fluoresceŶĐe des Đellules iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt du ŵaƌƋuage paƌ l͛aŶtiĐoƌps aŶti-KIT (figure 50).  

 
Figure 50 : aŶalǇse paƌ ĐǇtoŵĠtƌie de l͛effet du GF ϭϬϵϮϬϯX et de l͛hǇpeƌiĐiŶe suƌ la 
fluorescence de cellules Raji. 
Les cellules Raji ont été inĐuďĠes Ϯ h à ϯϳ °C aǀeĐ du GF ϭϬϵϮϬϯX et de l͛hǇpeƌiĐiŶe ;ϭ µMͿ. La 
fluorescence due aux drogues a été évaluée par mesure directe au cytomètre, sans marquage 

par anticorps. En rouge, contrôle non traité. 

Les résultats du criblage par notre test sont parfois non-spécifiques pour les drogues 

ĐoloƌĠes. Loƌs du futuƌ Đƌiďlage d͛autƌes ĐhiŵiothğƋues, il faudƌa pƌeŶdƌe eŶ Đoŵpte Đette 
liŵite du test. La ĐhiŵiothğƋue deǀƌa d͛aďoƌd ġtƌe testĠe suƌ le ŵodğle Đellulaiƌe aǀeĐ uŶe 
analyse en cytométrie en flux des cellules après incubation avec les drogues. 

Les différents criblages de cette chimiothèque de 80 inhibiteurs de kinases nous ont permis 

de sélectionner 3 molécules relocalisant les 2 mutants, 10 relocalisant le mutant V560G 
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seulement et une qui, de manière tout à fait intéressante, relocalise le mutant D816V, 

iŵpliƋuĠ daŶs les ŵastoĐǇtoses pouƌ lesƋuelles il Ŷ͛eǆiste pas de traitement curatif (table 8). 

 V560G D816V 

 100 nM 1 µM 100 nM 1 µM 

staurosporine + + + + 

PKC-412 + + + + 

PP1 + + - + 

PP2 + + - - 

tyrphostine AG 1478 - + - - 

tyrphostine AG 1295 - + - - 

lavendustine C - + - - 

ZM 336372 + + - - 

SU 4312 - + - - 

génistéine - + - - 

aŶalogue de l’eƌďstatiŶe - + - - 

Ro 31-8220 - - - + 

SP 600125 - + - - 

indirubin-ϯ’-monooxime - + - - 

Table 8 : récapitulatif des molécules de la chimiothèque relocalisant les mutants V560G et 
D816V. 

Les molécules de la chimiothèque sont toutes des inhibiteurs de kinases qui ne sont pas 

encore approuvées en clinique. 

 Les inhibiteurs sélectionnés paƌ le test oŶt, pouƌ ϱ d͛eŶtƌe euǆ, dĠjà ĠtĠ dĠĐƌits daŶs 
la littérature comme inhibant KIT : 

La staurosporine est uŶ ĐoŵposĠ à tƌğs laƌge speĐtƌe d͛aĐtioŶ Ƌui iŶhiďe eŶǀiƌoŶ ϴϬ % des 
kinases, ce qui limite son utilisation en clinique. Elle reste un outil très utile en recherche, où 

elle est utilisĠe pouƌ iŶduiƌe l͛apoptose. Le PKC-412  (cf introduction partie II 1.a. Inhibiteurs 

de tyrosine kinase de type I) est un dérivé de la staurosporine qui a déjà été décrit comme 

inhibant plusieurs types de mutants de KIT ;du doŵaiŶe JM, de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ, 
gatekeeper). Toutefois, tout comme la staurosporine, il cible également de nombreuses 

kiŶases. L͛effiĐaĐitĠ de Đette ŵolĠĐule a pouƌtaŶt dĠjà ĠtĠ ĠǀaluĠe daŶs plus plusieuƌs essais 
cliniques, essentiellement dans des LAM où elle cible les mutants activateurs de FLT3 : ces 

études ont montré des taux de réponse encourageants et une toxicité acceptable de la 

molécule (Stone et al., 2005) (Fischer et al., 2010). 

PP1 et PP2 sont des inhibiteurs des SFK et ont été décrits comme inhibiteurs de KIT (Tatton 

et al., 2003). Dans ces travaux, il a été montré que les 2 molécules induisent une inhibition 

de l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de KIT in vitro ; de plus, elles limitent la prolifération cellulaire SCF-

dépendante de la lignée MO7E qui exprime KIT WT. 



104 
 

La tyrphostine (tyrosine phosphorylation inhibitor) AG 1295 est une molécule dérivée de 

l͛eƌďstatiŶe Ƌui iŶhiďe le PDGF‘ et KIT (Kovalenko et al., 1994) mais qui est très peu décrite 

dans la littérature. 

Ces 5 molécules déjà connues pour inhiber KIT, jouent le rôle de contrôle positif interne au 

test. Leuƌ sĠleĐtioŶ paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe du test Ŷous ĐoŶfoƌte daŶs l͛idĠe Ƌue la ƌeloĐalisatioŶ 
de KIT mutant observée par cytométrie correspond bien à une inhibition de son activité 

kinase. 

 Nous avons également sélectionné 9 molécules non décrites comme inhibitrices de 

KIT dans la littérature : 

La tyrphostine AG 1478 dĠƌiǀe ĠgaleŵeŶt de l͛eƌďstatiŶe ; elle est couramment utilisée en 

recherche in vitro pouƌ ses pƌopƌiĠtĠs iŶhiďitƌiĐes de l͛EGF‘ et a ŵoŶtƌĠ une activité anti-

proliférative sur des lignées tumorales de différents types de cancer (Caja et al., 2011) (Han 

et al., 1997). 

Les premiers inhibiteurs enzymatiques à avoir été découverts ont été isolés à partir de 

sources naturelles et présentent une faible sélectivité vis-à-vis des kinases. Nous en avons 

sélectionné 3 lors de notre criblage : la première, la lavendustine C, inhibe entre autre 

l͛EGF‘, les “FK et la Ca2+/calmoduline-dépendante protéine kinase II (CaMKII). Elle est 

utilisée in vitro principalement pour son rôle inhibiteur sur cette dernière kinase (Kobayashi 

et al., 2012) ; la CaMKII est une sérine/thréonine kinase dépendante du complexe 

Ca2+/calmoduline impliquée dans de nombreux mécanismes comme la signalisation calcique 

et le stress oxydatif. La seconde, uŶ aŶalogue de l͛erbstatine, plus stable que la molécule 

d͛oƌigiŶe, est à l͛oƌigiŶe de la faŵille des tǇƌphostiŶes. Cet iŶhiďiteuƌ d͛EGF‘ et des “FK 
ƌĠgule les ĐaŶauǆ ioŶiƋues diƌeĐteŵeŶt ou paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de ses pƌotĠiŶes Điďles (Zhang 

et al., 2004). Enfin, la troisième, la génistéine est une isoflavone aux propriétés anti-

oxydantes qui est extraite de nombreuses plantes, notamment du soja. Elle fut le premier 

composé naturel ayant montré une activité inhiďitƌiĐe de l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de l͛EGF‘ eŶ 
pƌeŶaŶt la plaĐe de l͛ATP. Cette ŵolĠĐule est uŶ phǇtoœstƌogğŶe, elle iŶteƌagit doŶĐ aussi 
aǀeĐ le ƌĠĐepteuƌ à l͛œstƌogğŶe Đe Ƌui eŶtƌaîŶe des effets eŶdoĐƌiŶieŶs suƌ l͛oƌgaŶisŵe. Il a 
ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛elle possğde des propriétés préventives sur les cancers du sein et de la 

prostate. De nombreux essais cliniques ont été menés pour tester cette molécule dans 

plusieurs types de cancers dont celui de la prostate (Lazarevic et al., 2011). 

Le Ro 31-8220  est un bisindolylmaleimide IX qui dérive de la staurosporine. Il inhibe les PKC 

et la glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) (Hers et al., 1999) et est décrit dans la littérature 

Đoŵŵe uŶ foƌt iŶduĐteuƌ de l͛apoptose in vitro (Pajak et al., 2008) (Snowden et al., 2003). Il 

a été montré que Ro 31-8220 activait JNK et p38. 

Le ZM 336372 est un activateur de raf-1 et un inhibiteur de GSK-3, impliqué dans le 

métabolisme du glycogène. Son utilisation dans des cellules tumorales de pancréas a montré 

uŶe iŶduĐtioŶ de l͛apoptose, due à l͛iŶhiďitioŶ de G“K-3 (Deming et al., 2010). 
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Le SU 4312 est un inhibiteur de PDGFR et VEGFR, mais très peu de données sont disponibles 

dans la littérature. 

Le SP 600125 est un inhibiteur de JNK ; de nombreux travaux montrent une activité 

antiproliférative sur différents types de lignées cellulaires tumorales (Miyamoto-Yamasaki et 

al., 2007) (Rovida et al., 2006) (Kim et al., 2009). 

L͛indirubine-ϯ’-monooxime est uŶe ŵolĠĐule dĠƌiǀĠe de l͛iŶdiƌuďiŶe Ƌui est le ĐoŵposĠ aĐtif 
d͛uŶe ŵiǆtuƌe ĐoŵposĠe d͛heƌďes ŵĠdiĐiŶales utilisĠe daŶs la ŵĠdeĐiŶe ĐhiŶoise pour 

traiter les LMC (Hoessel et al., 1999) ; Đ͛est uŶ iŶhiďiteuƌ des CDK et de G“K-3 qui arrête le 

ĐǇĐle et iŶduit l͛apoptose daŶs de Ŷoŵďƌeuses ligŶĠes tuŵoƌales (Lee et al., 2013). 

L͛iŶdiƌuďiŶe a ĠtĠ testĠ eŶ ChiŶe daŶs le tƌaiteŵeŶt des LMC : 30 % des patients ont montré 

une rémission complète et 30 % une rémission partielle. 

GƌâĐe au Đƌiďlage paƌ Ŷotƌe test de ƌeloĐalisatioŶ d͛uŶe ĐhiŵiothğƋue oƌieŶtée, nous avons 

sélectionné 14 molécules relocalisant un ou les 2 mutants de KIT, dont 9 non décrites dans la 

littĠƌatuƌe Đoŵŵe iŶhiďaŶt KIT. Cette aďseŶĐe d͛iŶfoƌŵatioŶs ĐoŶĐeƌŶaŶt leuƌ aĐtioŶ 
inhibitrice vis-à-vis de KIT vient peut-être simplement du fait Ƌu͛elles Ŷ͛oŶt jaŵais ĠtĠ 
testées sur le récepteur. Le phénomène de relocalisation induit par le traitement aux 

iŶhiďiteuƌs Ƌue Ŷous oďseƌǀoŶs est pƌoďaďleŵeŶt liĠ à l͛iŶhiďitioŶ diƌeĐte de l͛aĐtiǀitĠ 
tyrosine kinase de KIT. Cependant, des mécanismes alternatifs peuvent entrer en jeu dans la 

localisation cellulaire de KIT mutant. Nous avons observé ce même phénomène de 

relocalisation en traitant les cellules CHO-EGFP KIT mutant au MG132, un inhibiteur du 

protéasome. Il semble donc possible que des molécules modulant le trafic ou la dégradation 

de KIT ŵutaŶt puisseŶt ġtƌe sĠleĐtioŶŶĠes paƌ Đe test. Cela peut s͛aǀĠƌeƌ uŶe appƌoĐhe 
parallèle intéressante puisque les inhibiteurs de protéasome ont déjà démontré des effets 

inhibiteurs sur les HMC1 et des lignées de GIST (Aichberger et al., 2008; Bauer et al., 2010). 

5. Validation des drogues sélectionnées 

La validation des drogues sélectionnées par notre test est actuellement en cours. Nous 

avons choisi de tester leurs effets sur les lignées HMC1, plus « relevantes » que les CHO au 

niveau physiopathologie car ce sont des cellules humaines et elles sont issues de patients. 

Nous avons commencé la caractérisation de 4 drogues sélectionnées, dont 3 non décrites 

comme inhibitrices de KIT dans la littérature : la génistéine, le ZM 336372 et le Ro 31-8220. 

De plus, Ŷous utilisoŶs le PKCϰϭϮ Đoŵŵe ĐoŶtƌôle positif. Nous aǀoŶs tout d͛aďoƌd testĠ 
l͛effet de Đes ϰ ŵolĠĐules suƌ la pƌolifĠƌatioŶ des ligŶĠes HMCϭ.ϭ et HMCϭ.Ϯ ;figuƌe ϱϭͿ. 
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Figure 51 : étude de l͛effet d͛ITK suƌ la pƌolifĠƌatioŶ Đellulaiƌe des lignées HMC1 par 
MTS. 
Les cellules HMC1.1 et HMC1.2 ont été ensemencées à 10000 cellules/puits et incubées 4 jours 

en milieu + 10 % SVF avec différentes drogues (génistéine, ZM 336372, PKC412 ou Ro 31-8220) 

aux concentrations indiquées. Les viabilités cellulaires sont exprimées en % par rapport aux 

cellules non traitées. 

Nous avons pu observer dans ce test de prolifération que le PKC412 diminuait la 

prolifération des 2 lignées dès 100 nM. Le Ro 31-8220 est également actif sur les 2 lignées à 

1 µM. Ce résultat est en accord avec ce que nous avons pu observer dans notre test pour le 

mutant D816V : ce mutant était relocalisé par le Ro 31-8220, il semble donc logique que la 

lignée HMC1.2, qui porte les 2 mutations V560G et D816V sur le même allèle, soit sensible à 

cet inhibiteur. En revanche, le Ro 31-ϴϮϮϬ Ŷ͛aǀait pas d͛effet suƌ la loĐalisatioŶ du ŵutaŶt 
V560G daŶs Ŷotƌe test ; il est doŶĐ plus suƌpƌeŶaŶt Ƌu͛il iŶhiďe la pƌolifĠƌatioŶ de la ligŶĠe 
HMC1.1 qui porte uniquement la mutation V560G. Le ZM 336372 inhibe la croissance 

Đellulaiƌe de la ligŶĠe HMCϭ.ϭ dğs ϭϬϬ ŶM et Ŷ͛a pas d͛effet suƌ la ligŶĠe HMCϭ.Ϯ. Loƌs du 
test de criblage, cet inhibiteur agissait uniquement sur la localisation du mutant V560G ; le 

ƌĠsultat de l͛expérience de viabilité cellulaire corrèle avec celui du test. La génistéine en 

ƌeǀaŶĐhe Ŷ͛a auĐuŶ effet suƌ la pƌolifĠƌatioŶ des Ϯ ligŶĠes. La ƌeloĐalisatioŶ des ŵutaŶts 
observée en cytométrie était peut-être liée à un effet non spécifique de la drogue ou encore 

à une métabolisation de la drogue par les lignées HMC1 non retrouvée dans les lignées CHO. 

Pouƌ pouƌsuiǀƌe la ǀalidatioŶ des dƌogues, Ŷous aǀoŶs ĠtudiĠ l͛effet de Đes ϰ iŶhiďiteuƌs suƌ 
l͛aĐtiǀatioŶ de KIT, Đ͛est-à-dire sur sa phosphorylation (figure 52). 
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Figure 52 : aŶalǇse paƌ WesteƌŶ ďlot de l͛effet des dƌogues suƌ la phosphoƌǇlatioŶ de 
KIT dans les lignées HMC1. 
Les cellules HMC1.1 et HMC1.2 ont été incubées 1h30 à 37°C avec les drogues indiquées à 1 

µM. NT, non traitées. 

Les ŵutatioŶs de KIT poƌtĠes paƌ les ligŶĠes HMCϭ l͛aĐtiǀeŶt de façoŶ ĐoŶstitutiǀe, il est 
doŶĐ phosphoƌǇlĠ à l͛Ġtat ďasal saŶs stiŵulatioŶ paƌ le “CF. IĐi eŶĐoƌe Ŷous aǀoŶs pu 
observer un effet du PKC412 sur les 2 lignées : il inhibe la phosphorylation de KIT dans les 2 

ĐoŶteǆtes ŵutatioŶŶels ;VϱϲϬG et VϱϲϬG/DϴϭϲVͿ. Tout Đoŵŵe daŶs l͛eǆpĠƌieŶĐe de 
pƌolifĠƌatioŶ, le )M ϯϯϲϯϳϳϮ Ŷ͛est aĐtif Ƌue daŶs la ligŶĠe HMCϭ.ϭ. OŶ Ŷote iĐi eŶ WesteƌŶ 
ďlot Ƌu͛il iŶhiďe la phosphoƌǇlatioŶ de KIT à ϭhϯϬ. Les ƌĠsultats obtenus avec la génistéine 

soŶt aussi ĐoŶĐoƌdaŶts aǀeĐ soŶ aďseŶĐe d͛effet suƌ la pƌolifĠƌatioŶ Đellulaiƌe puisƋu͛elle Ŷ͛a 
aucun effet sur la phosphorylation de KIT dans ces lignées. Enfin, le Ro 31-ϴϮϮϬ Ŷ͛a auĐuŶ 
effet sur la phosphorylation de KIT dans les 2 lignées. La diminution de la prolifération 

observée sur ces cellules et la relocalisation observée sur la lignée CHO-EGFP-KIT D816V 

étaient peut-être dues à un effet non spécifique de KIT de cet inhibiteur, par exemple 

l͛iŶhiďitioŶ d͛uŶe autƌe kiŶase Ƌue KIT. Toutefois, la croissance de ces cellules est décrite 

comme dépendante de KIT ; au vu des données obtenues lors du test de criblage, on peut 

tout de même penser que le Ro 31-8220 a un effet inhibiteur sur KIT mutant D816V, peut-

être de façon indirecte. Il peut par exemple déstabiliser le récepteur en régulant les 

protéines chaperonnes. En comparant les résultats des criblages sur KIT mutant et sur KIT 

WT aĐtiǀĠ, oŶ peut Ŷoteƌ Ƌu͛il Ǉ a plus d͛iŶhiďiteuƌs Ƌui soŶt aĐtifs suƌ les ŵutaŶts Ƌue suƌ 
KIT WT. Cela est peut-être dû à la plus faible stabilité des formes oncogéniques qui nécessite 

une action importante des protéines chaperonnes. Si la molécule sélectionnée agit sur ces 

protéines chaperonnes, elle aura un effet indirect prononcé sur KIT mutant mais pas sur KIT 

WT. Une étude du taux total de KIT en Western blot pourrait être réalisée à des temps 

d͛iŶĐuďatioŶ plus loŶgs pouƌ ǀĠƌifieƌ Đette hǇpothğse. Les dƌogues ŵodulaŶt les pƌotĠiŶes 
chaperonnes induiraient une dégradation de KIT mutant à long terme mais pas de KIT WT. 
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6. Conclusion / perspectives 

Pour conclure, nous avons sélectionné 14 drogues relocalisant un ou les 2 mutants 

oŶĐogĠŶiƋues ;VϱϲϬG et DϴϭϲVͿ de KIT gƌâĐe au Đƌiďlage d͛uŶe ĐhiŵiothğƋue paƌ Ŷotƌe test. 
Parmi ces molécules, 9 ne sont pas connues pour cibler KIT et représentent donc de 

nouveaux inhibiteurs potentiels. La caractérisation de ces molécules sur des lignées 

cellulaires issues de patients et mutées pour KIT est en cours. Nous avons déjà testé 3 de ces 

9 molécules et validé le ZM 336372, qui inhibe la phosphorylation de KIT V560G ainsi que la 

ĐƌoissaŶĐe d͛uŶe ligŶĠe de leuĐĠŵie à ŵastoĐǇtes dĠpeŶdaŶte de Đe ŵutaŶt de KIT. L͛aĐtioŶ 
potentiellement inhibitrice des 6 autres molécules reste à valider sur les lignées de leucémie 

à mastoĐǇtes HMCϭ. L͛utilisatioŶ de ligŶĠes de GI“T pouƌƌait ĠgaleŵeŶt Ŷous aideƌ à ŵieuǆ 
caractériser ces molécules, surtout celles qui relocalisent le mutant V560G, caractéristique 

des GIST. Nous avons récemment obtenus les lignées de GIST 48 et 882, résistante et 

seŶsiďle à l͛iŵatiŶiď, ƌespeĐtiǀeŵeŶt, Ƌui pouƌƌaieŶt s͛aǀĠƌeƌ ġtƌe des ŵodğles d͛Ġtude tƌğs 
intéressants (Tuveson et al., 2001; Bauer et al., 2006a). 

Ce test de Đƌiďlage pouƌƌa ġtƌe testĠ suƌ d͛autƌes ligŶĠes Đellulaiƌes eǆprimant KIT mutant 

Đoŵŵe les HMCϭ. Il pouƌƌait aussi ġtƌe adaptĠ à d͛autƌes ‘TK doŶt la loĐalisatioŶ Đellulaiƌe 
est altĠƌĠe loƌsƋu͛ils soŶt ŵutĠs, Đoŵŵe paƌ eǆeŵple le ƌĠĐepteuƌ FLTϯ. 
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II. GENERATION D’INTRABODIES ANTI-KIT 

 

Une des stratégies que nous avons adoptée pour cibler KIT est de générer des intrabodies, 

Đ͛est-à-dire des anticorps intracellulaires ou mini-anticorps, capables de lier leur cible ou 

aŶtigğŶe au Ŷiǀeau  iŶtƌaĐellulaiƌe, suite à l͛iŶtƌoduĐtioŶ d͛uŶ gğŶe ĐodaŶt pouƌ l͛aŶticorps 

dans la cellule d͛Ġtude. Nous aǀoŶs utilisĠ la teĐhŶiƋue du phage displaǇ pouƌ sĠleĐtioŶŶeƌ 
des fƌagŵeŶts d͛aŶtiĐoƌps auǆ foƌŵats sĐFǀ et VHH, spĠĐifiƋues du doŵaiŶe iŶtƌaĐellulaiƌe 
de KIT. L͛oďjeĐtif de Đette appƌoĐhe est d͛oďteŶiƌ des iŶtƌaďodies Ƌui, uŶe fois eǆpƌiŵés dans 

le cytoplasme des cellules, inhibent la signalisation KIT oncogénique. Deux mécanismes 

peuvent entrer en jeu pour parvenir à cette inhibition :  

 l͛iŶtƌaďodǇ pourrait se lieƌ au site de fiǆatioŶ de l͛ATP, et iŶhiďeƌ diƌeĐteŵeŶt 
l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de KIT. 

 L͛iŶtƌaďodǇ pourrait aussi iŶhiďeƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe KIT et les pƌotĠiŶes de 
signalisation qui lui sont associées ; ce tǇpe d͛iŶhiďitioŶ, plus iŶdiƌeĐt, peƌŵet de 

bloquer sélectivement certaines voies activées par le récepteur KIT oncogénique 

(figure 53). Une telle stratégie a déjà été reportée pour le ciblage par exemple de la 

spleen tyrosine kinase (Syk) iŵpliƋuĠe daŶs des ŵĠĐaŶisŵes d͛alleƌgie (Mazuc et al., 

2008). 

 
Figure 53 : ƌepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue des Ϯ ŵodes d͛aĐtioŶ possiďles des iŶtƌaďodies 
inhibiteurs. 
Gauche : L͛iŶtƌaďodǇ ;eŶ ƌoseͿ peut se fiǆeƌ et iŶhiďeƌ diƌeĐteŵeŶt l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de KIT. 
Droite : l͛iŶtƌaďodǇ peut empêcher le recrutement de partenaires de signalisation (en bleu) sur 

les tyrosines phosphorylées (rouge) du domaine intracellulaire de KIT. 

Les anticorps pourraient par ailleurs être spécifiques de la conformation active, ou inactive 

du domaine kinase de KIT. Il est possible aussi que le mutant D816V ait une conformation 
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dynamique spécifique, différente de la forme WT activée dans la mesure où il existe une 

dĠstaďilisatioŶ peƌŵaŶeŶte de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ Đhez le ŵutaŶt. DaŶs l͛aďsolu, le ďut du 
projet est de sĠleĐtioŶŶeƌ uŶ ou plusieuƌs fƌagŵeŶts d͛aŶtiĐoƌps spĠĐifiƋues du ŵutaŶt 
D816V, ou au moins de la forme active phosphorylée de KIT. Ainsi, cet outil pourrait servir à 

designer de nouveaux inhibiteurs pharmacologiques actifs contre le mutant D816V et 

comme outils de diagnostic en immunohistochimie. 

Dans un premier temps, nous avons travaillé avec une banque de phage scFv naïve (Sheets 

et al., 1998) puis, devant certains écueils, Ŷous Ŷous soŵŵes ƌappƌoĐhĠs de l͛ĠƋuipe du Dƌ. 
Daniel Baty, spécialiste des anticorps de camélidés : nous avons eu accès à des banques 

immunes de VHH obtenues à partir du répertoire B de lamas immunisés par différents 

variants du domaine intracellulaire de KIT (KIT-ICD). 

1. Production du domaine intracellulaire de KIT 

Pouƌ ƌĠaliseƌ Đes sĠleĐtioŶs, Ŷous aǀoŶs Đhoisi d͛utiliseƌ des pƌotĠiŶes ƌeĐoŵďiŶaŶtes ; la 

paƌtie iŶtƌaĐellulaiƌe de KIT est peu soluďle loƌsƋu͛elle est pƌoduite telle Ƌu͛elle 
(communication personnelle Dr. Laurent Gros, AB Sciences), elle a donc été fusionnée à la 

Maltose Binding Protein (MBP) grâce au plasmide pMAL-C2X (cf annexes 3 et 4). Cette fusion 

donne naissance à une protéine de 87 kDa dont la purification est facilitée grâce à la MBP 

fusionnée en N-terminal (figure 54). 

 

Figure 54 : représentation schématique de la protéine de fusion MBP-KIT-ICD. 
La MBP est insérée en N terminal du domaine juxtamembranaire (JMD). 

La protéine de fusion MBP-KIT-ICD D816V, un don du Dr Laurent Gros (AB Science - 

MaƌseilleͿ, Ŷous a peƌŵis de gĠŶĠƌeƌ Ϯ autƌes ǀaƌiaŶts de KIT à l͛aide d͛uŶ kit de ŵutagĠŶğse 
dirigée (Stratagene) : en révertant la mutation D816V, nous avons obtenu la forme WT ; la 

forme Kinase Dead (KD), correspondant à une conformation constitutivement inactive de la 

kiŶase, a ĠtĠ oďteŶue eŶ suďstituaŶt l͛aĐide aspaƌtiƋue à la positioŶ ϳϵϮ paƌ uŶe aspaƌagiŶe 
(D792N), par homologie avec la forme murine de KIT-KD (Tan et al., 1990).  

La production des protéines recombinantes se fait comme suit : 

- Transformation puis culture bactérienne en 200 mL pour la MBP, 500 mL pour MBP-KIT-

ICD. 
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- IŶduĐtioŶ à l͛isopƌopǇl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 0,3 mM : 3 h à 37°C pour la MBP, 

18 h à 4°C pour MBP-KIT-ICD. 

- Centrifugation et reprise du culot bactérien puis sonication de celui-ci. 

- PuƌifiĐatioŶ suƌ ƌĠsiŶe d͛aŵǇlose – élution par une solution de maltose 10 mM. 

Nous avons rencontré de nombreux problèmes de production (faibles rendements) et de 

conservation (dégradation) des 3 protéines de fusion MBP-KIT. Par la suite, nous avons 

adopté le protocole de production conseillé par Laurent Gros qui consiste à induiƌe à l͛IPTG 
durant 72 h à 4°C sur des cultures bactériennes de 5 L. Les lots de protéines ont été 

conservés en glycérol 30 % à -80°C. 

La pureté des productions a été analysée par SDS-PAGE et la fonctionnalité des protéines 

pƌoduites, Đ͛est-à-diƌe l͛aĐtiǀité kinase induisant la phosphorylation, a été vérifiée en 

Western blot (figure 55) :  

 

Figure 55 : analyse en gel SDS-PAGE et Western blot des différentes protéines 
recombinantes. 
5 µg de protéines ont été déposés sur gel SDS-PAGE puis transférés ou non sur membrane de 

nitrocellulose. Le SDS-PAGE est révélé par coloration au bleu de Coomassie. Les membranes 

ont été hybridées avec de anticorps anti-MBP, anti-KIT-ICD (C19, polyclonal de lapin) et anti-

phospho-KIT (Y719) de lapin, puis avec des anticorps secondaires couplés à la HRP. Les 

membranes sont révélées avec une solution de diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB – 

Sigma). 
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L͛aŶalǇse des pƌotĠiŶes ƌeĐoŵďiŶaŶtes paƌ “D“-PAGE et Western blot confirme les bonnes 

productions et tailles des protéines issues des constructions (42 kDa pour la MBP et 87 kDa 

pour les fusions MBP-KIT-ICD). On peut noter toutefois une dégradation des protéines MBP-

KIT-ICD en SDS-PAGE et en Western blot ; les bandes de plus bas poids moléculaire peuvent 

aussi ĐoƌƌespoŶdƌe à des iŵpuƌetĠs Đaƌ elles Ŷe soŶt pas ƌĠǀĠlĠes paƌ l͛aŶtiĐoƌps aŶti-KIT-

ICD. Il est intéressant de noter que la protéine MBP-KIT-ICD WT est phosphorylée (mais 

moins que MBP-KIT-ICD-DϴϭϲVͿ. CeĐi sigŶifie Ƌu͛uŶe paƌtie au ŵoiŶs de la pƌotĠiŶe est en 

ĐoŶfoƌŵatioŶ aĐtiǀe, Đe Ƌui Ŷ͛Ġtait pas atteŶdu. Cette phosphoƌǇlatioŶ est peut-être due aux 

conditions de production/purification ou à la fusion à la MBP ; il a été montré que les 

protéines fusionnées à la gluthation S-transférase (GST) étaient parfois retrouvées sous 

forme dimérique (Vinckier et al., 2011). La fusion à la MBP conduit peut-être au même 

phénomène : KIT WT alors sous forme de dimère, se transphosphorylerait en absence de 

SCF. 

C͛est Đette phosphoƌǇlatioŶ de KIT-ICD WT qui nous a conduit à construire le mutant KD, à 

priori toujours en conformation inactive ; en effet, le criblage des intrabodies après la 

sĠleĐtioŶ ŶĠĐessite uŶe foƌŵe iŶaĐtiǀe de KIT afiŶ d͛ĠliŵiŶeƌ les iŶtƌaďodies Ƌui se lieŶt auǆ Ϯ 
formes (phosphorylée et non phosphorylée) de KIT. 

2. Sélection de scFv anti-KIT-ICD 

Une première sélection a été réalisée sur une banque de scFv. Les scFv sont des fragments 

d͛aŶtiĐoƌps Ƌui ĐoƌƌespoŶdeŶt à ses paƌties ǀaƌiaďles. Les paƌties ǀaƌiaďles de la ĐhaîŶe 
légère (VL) et de la chaîne lourde (VH) sont reliées par un polypeptide souple (figure 56). 

 

Figure 56 : ƌepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue d͛uŶ sĐFǀ. 
Dans une IgG, les parties variables de la chaîne légère (VL) et de la chaîne lourde (VH) forment 

le paratope qui lie l͛Ġpitope. Le sĐFǀ est uŶe ŵolĠĐule Ƌui ƌelie le VH et le VL paƌ uŶ peptide. 

Nous avons utilisé la banque Sheets (Sheets et al., 1998), d͛uŶe diǀeƌsitĠ de ϳ.ϭϬ9 qui est une 

banque huŵaiŶe Ŷaïǀe, Đ͛est-à-diƌe ĐoŶstƌuite à paƌtiƌ de LB d͛iŶdiǀidus ŶoŶ iŵŵuŶisĠs paƌ 
la pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt. 

Une déplétion sur la MBP a été réalisée puis 3 tours de sélection ont été faits sur la protéine 

recombinante MBP-KIT-ICD D816V immobilisée sur plaque maxisorp (table 9). 
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 iŶput output output/iŶput eŶƌiĐhisseŵeŶt  

RouŶd ϭ ϭϬ
ϭϭ

 Ϯ,Ϯ ϭϬ
ϰ
 Ϯ,Ϯ ϭϬ

-ϳ
 ϭ 

RouŶd Ϯ ϱ ϭϬ
ϭϬ

 ϭ,Ϯ ϭϬ
ϱ
 Ϯ,ϰ ϭϬ

-ϲ
 ϭϬ 

RouŶd ϯ ϭϬ
ϭϭ

 ϯ ϭϬ
ϳ
 ϯ ϭϬ

-ϰ
 ϭϯϲϯ 

Table 9 : titres phagiques et enrichissements des différents tours de sélection de la 
banque Sheets sur MBP-KIT-ICD D816V. 
L͛iŶput et l͛output ĐoƌƌespoŶdeŶt à uŶe estiŵatioŶ du Ŷoŵďƌe de phages aǀaŶt et apƌğs 
sĠleĐtioŶ. L͛eŶƌiĐhisseŵeŶt est le ƌappoƌt des ƌatios ;output/iŶputͿ du touƌ Ŷ suƌ Đelui du touƌ 
1. 

Le criblage de la sélection a été réalisé par ELISA grâce au tag c-myc des scFv. Sur les 92 

clones testés, 18 étaient positifs sur MBP-KIT-ICD et négatifs sur la MBP. 15 de ces clones 

sont issus du 2e tour de sélection et 3 du 3e touƌ. Le sĠƋueŶçage Ŷous a peƌŵis d͛isoleƌ ϭϭ 
séquences différentes parmi ces 18 clones (cf annexe 5). Le clone D11 a été dans un premier 

temps éliminé car il contient un codon ambre, ce qui empêche son expression en cellule 

eucaryote. 

Nous avons donc sélectionnés 10 scFv et nous utilisons un scFv anti-NGF issu de la même 

banque comme contrôle négatif. 

Pouƌ peƌŵettƌe l͛eǆpƌessioŶ des sĐFǀ daŶs le ĐǇtoplasŵe de Đellules euĐaƌǇotes, Ŷous les 
avons sous-clonés dans le vecteur scFv-express-cyto (cf annexe 6) (Persic et al., 1997). En 

tƌaŶsfeĐtaŶt tƌaŶsitoiƌeŵeŶt des Đellules CHO à l͛aide de Đes plasmides, nous avons observé 

une forte expression des intrabodies dans leur cytoplasme ; cependant, nous avons aussi 

ĐoŶstatĠ la foƌŵatioŶ d͛agƌĠgats, ǀisiďles sous la foƌŵe de poŶĐtuatioŶs ǀeƌtes eŶ IF ;figuƌe 
57). Ce problème de solubilité, déjà décrit dans la littérature, est dû au mauvais repliement 

des sĐFǀ daŶs l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ƌĠduĐteuƌ du ĐǇtoplasŵe Ƌui Ŷe peƌŵet pas la foƌŵatioŶ des 
ponts disulfures (Biocca et al., 1995). 
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Figure 57 : analyse en IF par microscopie confocale de l͛eǆpƌession cytoplasmique des 
scFv. 
Les cellules CHO ont été transfectées transitoirement (24 h) par le scFv anti-KIT D1 et le scFv 

contrôle anti-NGF. L͛eǆpƌessioŶ des sĐFǀ a ĠtĠ ƌĠǀĠlĠe paƌ uŶ aŶtiĐoƌps aŶti-c-myc (9E10) puis 

un anticorps anti-souris couplé alexa 488 (vert). Les noyaux des cellules sont marqués au 4',6'-

diamidino-2-phénylindole (DAPI) (bleu). 

Cette ŵauǀaise soluďilitĠ des sĐFǀ a ĠtĠ ĐoŶfiƌŵĠe paƌ aŶalǇse d͛eǆtƌaits Đellulaiƌes de CHO 
transfectées transitoirement par les scFv. Le Western blot de la figure 58 indique que peu de 

sĐFǀ soŶt pƌĠseŶts daŶs la fƌaĐtioŶ soluďle ;“Ϳ, aloƌs Ƌue l͛oŶ ƌetƌouǀe uŶe foƌte eǆpƌessioŶ 
daŶs la fƌaĐtioŶ iŶsoluďle, Đ͛est-à-dire le culot des extraits cellulaires après centrifugation (C). 

Seuls les scFv D2 et D8 ont une bonne solubilité. 

 
Figure 58 : aŶalǇse paƌ WesteƌŶ ďlot de l͛eǆpƌessioŶ ĐǇtoplasŵiƋue des iŶtƌaďodies. 
Les cellules CHO ont été transfectées transitoirement (24 h) par les 10 scFv. Les fractions 

soluble (S) et insoluble (C), correspondant au culot après centrifugation des extraits 

protéiques, ont été analysées par Western blot. NT, CHO non transfectées. 

Malgré ces problèmes de solubilité des scFv, nous avons tout de même essayé de mettre en 

ĠǀideŶĐe l͛iŶteƌaĐtioŶ in cellulo des scFv avec KIT par co-immunoprécipitation (co-IP). La 

mise au point de cette expérience nous a posé beaucoup de problèmes techniques. Nous 

aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌu͛eŶ tƌaŶsfeĐtioŶ tƌaŶsitoiƌe dans les CHO-EGFP-KIT WT, le scFv D8 se liait à 
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KIT (figure 59). Cela indique que le scFv D8 reconnait bien KIT dans un contexte cellulaire, 

ŵais Ƌu͛il Ŷ͛est pas spĠĐifiƋue du ŵutaŶt DϴϭϲV. 

 

Figure 59 : analyse par Western blot de la co-IP de KIT et des scFv. 
Les cellules CHO-EGFP-KIT WT ont été transfectées transitoirement (24 h) par les scFv, puis des 

eǆtƌaits pƌotĠiƋues oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠs. Nous aǀoŶs iŵŵuŶopƌĠĐipitĠ KIT aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps aŶti-KIT-

ECD de souris K44.2, déposé les IP sur gel, transféré sur membrane puis révélé les membranes 

avec un anticorps anti-KIT (H300) et un anticorps anti-c-myc (9E10). 

Puisque les cellules CHO-EGFP-KIT WT Ŷ͛oŶt pas ĠtĠ stiŵulĠes au “CF, KIT Ǉ est pƌĠseŶt sous 
forme inactive et non phosphorylé ; le sĐFǀ Dϴ Ŷ͛est doŶĐ Ŷi spĠĐifiƋue de KIT DϴϭϲV Ŷi 
ŵġŵe d͛uŶe foƌŵe aĐtiǀe phosphorylée du récepteur. 

Les nombreuses difficultés techniques que nous avons rencontrées, liées à la mauvaise 

soluďilitĠ des sĐFǀ, Ŷous oŶt poussĠ à Ŷous touƌŶeƌ ǀeƌs d͛autƌes foƌŵats d͛aŶtiĐoƌps plus 
solubles. 

3. Sélection de VHH anti-KIT-ICD  

DaŶs le ďut d͛obtenir des intrabodies ayant une meilleure solubilité, nous avons mis en place 

une collaboration aǀeĐ la platefoƌŵe ŶaŶoďodies daŶs l͛ĠƋuipe des Dƌ DaŶiel BatǇ et PatƌiĐk 
Chaŵes aiŶsi Ƌu͛aǀeĐ l͛ĠƋuipe “igŶalisatioŶ, HĠŵatopoïğse et MĠĐaŶisŵes de l͛OŶĐogeŶèse 

du Dr Patrice Dubreuil du CRCM à Marseille. La plateforme nanobodies a la particularité de 

gĠŶĠƌeƌ des fƌagŵeŶts d͛aŶtiĐoƌps issus de laŵas. EŶ effet, les ĐaŵĠlidĠs possğdeŶt uŶe 
Đlasse uŶiƋue d͛aŶtiĐoƌps dĠŶuĠs de ĐhaîŶes lĠgğƌes et doŶt la ĐhaîŶe lourde ne possède que 

les fragments CH2 et CH3 (Hamers-Casterman et al., 1993) ;figuƌe ϲϬͿ. C͛est l͛aďseŶĐe de 
domaine CH1 sur la chaîne lourde qui empêche la liaison de la chaîne légère, puisque ce 

domaine est le site d͛aŶĐƌage du doŵaiŶe ĐoŶstaŶt de la ĐhaîŶe lĠgğƌe. De paƌ l͛aďseŶĐe de 
ĐhaîŶe lĠgğƌe, l͛aŶtiĐoƌps se lie à l͛aŶtigğŶe paƌ uŶ seul doŵaiŶe ǀaƌiaďle, appelĠ VHH ou 
sdaď. Les VHH soŶt les plus petits fƌagŵeŶts d͛aŶtiĐoƌps dĠƌiǀĠs d͛Ig ;eŶǀiƌoŶ ϭϱ kDaͿ. 
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Figure 60 : ƌepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue d͛IgG ĐlassiƋue et d͛IgG à ĐhaîŶe louƌde 
retrouvée uniquement chez les camélidés (Muyldermans, 2001).  
L͛IgG ĐlassiƋue (gauche) possède 2 chaînes lourdes et 2 chaînes légères. Les chaînes légères 

soŶt foƌŵĠes d͛uŶ doŵaiŶe ǀaƌiaďle ;VLͿ et d͛uŶ doŵaiŶe ĐoŶstaŶt. Les ĐhaîŶes louƌdes soŶt 
foƌŵĠes d͛uŶ doŵaiŶe ǀaƌiaďle ;VHͿ et d͛uŶ doŵaiŶe ĐoŶstaŶt foƌŵĠ paƌ CHϭ, CHϮ et CHϯ. 
L͛IgG à ĐhaîŶe louƌde (droite) est formée de 2 chaînes lourdes dépourvues de domaines CH1.  

Dans les anticorps au format IgG classique, le fragment VH contient une région hydrophobe 

pouƌ se lieƌ au VL. Cette paƌtie Ŷ͛eǆiste pas daŶs les VHH, Ƌui soŶt doŶĐ plus hǇdƌophiles et 
plus solubles. Leurs CDR3 sont également plus longs que dans les VH pour compenser 

l͛aďseŶĐe de CD‘ du fƌagŵeŶt VL. Il eŶ ƌĠsulte des spĠĐifiĐitĠs de Đes aŶtiĐoƌps ƋuaŶt auǆ 
Ġpitopes Ƌu͛ils ƌeĐoŶŶaisseŶt : ce sont le plus souvent des épitopes plus enfouis que ceux 

reconnus par les anticorps classiques (Lauwereys et al., 1998). 

Nous sommes partis de banques immunes de VHH construites à partir de lamas immunisés 

aǀeĐ Ŷos pƌotĠiŶes d͛iŶtĠƌġt. Pouƌ ƌĠaliseƌ Đes tƌaǀauǆ, la platefoƌŵe ŶaŶoďodies a iŵŵuŶisĠ 
2 lamas, un avec MBP-KIT-ICD WT et un avec MBP-KIT-ICD D816V, puis a construit les 

banques de phages-VHH à partir des LB des lamas. 

J͛ai effeĐtuĠ uŶ sĠjouƌ de ϰ ŵois daŶs le Laďoƌatoiƌe de DaŶiel BatǇ pouƌ effeĐtueƌ les 
sélections. Nous avons réalisé 2 tours de sélectioŶ aǀeĐ ĐhaƋue ďaŶƋue suƌ l͛aŶtigğŶe 
ĐoƌƌespoŶdaŶt. ClassiƋueŵeŶt, l͛aŶtigğŶe d͛iŶtĠƌġt est iŵŵoďilisĠ suƌ uŶ suppoƌt plastiƋue 
type plaque maxisorp paƌ adsoƌptioŶ ; ĐepeŶdaŶt, Đe tǇpe d͛iŵŵoďilisatioŶ eŶgeŶdƌe uŶe 
ŵodifiĐatioŶ de la ĐoŶfoƌŵatioŶ de l͛aŶtigène. Le protocole utilisé sur la plateforme 

ŶaŶoďodies pƌĠĐoŶise de fiǆeƌ l͛aŶtigğŶe d͛iŶtĠƌġt suƌ des ďilles ĠpoǆǇ ; elles forment des 

liaisons covalentes avec les groupements amine, thiol et hydroxyl et ŵaiŶtieŶŶeŶt l͛aŶtigğŶe 
dans sa conformation naturelle. Après préparation des billes, nous avons réalisé une 

déplétion des banques sur des billes-MBP. Les phages-VHH non liés aux billes-MBP ont 

ensuite été utilisés pour réaliser les sélections à proprement parler. Durant la sélection, nous 

avons ajouté uŶ eǆĐğs de MBP soluďle afiŶ de liŵiteƌ au ŵaǆiŵuŵ l͛oďteŶtioŶ d͛aŶtiĐoƌps 
anti-MBP. 

Nous avons criblé le 2e tour de ces 2 premières sélections en ELISA contre les antigènes 

recombinants MBP, MBP-KIT-ICD WT, MBP-KIT-ICD KD et MBP-KIT-ICD D816V. Pour cela, 

nous avons utilisé des surnageants de production purs, contenant soit des VHH (induction 

par IPTG) soit des phages-VHH (infection par phage helper) (Even-Desrumeaux et al., 2010) ; 
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les VHH sont taggués avec 6 résidus histidines (6-his) ce qui permet leur détection par 

anticorps anti-6-his ainsi que leur purification sur colonne de cobalt. 

 La sĠleĐtioŶ suƌ la ďaŶƋue KIT WT Ŷous a peƌŵis d͛oďteŶiƌ 8 clones VHH de séquence 

différente qui se lient en ELISA à MBP-KIT-ICD WT et à MBP-KIT-ICD KD, mais pas à 

MBP-KIT-ICD D816V : ceci indique Ƌu͛ils seƌaieŶt spĠĐifiƋues de la ĐoŶfoƌŵatioŶ 
inactive de KIT (clones A12, B12, C1, C5, C8, G1, G6 et H5). 

 La sélection sur la banque KIT D816V Ŷous a peƌŵis d͛oďteŶiƌ uŶ VHH Ƌui se lie à 
MBP-KIT-ICD WT et MBP-KIT-ICD DϴϭϲV loƌsƋue l͛oŶ ƌĠalise le Đƌiďlage sur plaque 

maxisorp. De façon très intéressante, ce clone ne reconnaît que MBP-KIT-ICD D816V 

lorsque que le criblage est réalisé sur antigène immobilisé sur billes. On peut penser 

que la conformation des différents variants activés de KIT (D816V et la partie 

phosphoƌǇlĠe de KIT WTͿ loƌsƋu͛ils soŶt iŵŵoďilisĠs suƌ ŵaǆisoƌp Ŷ͛est pas tƌğs 
ǀaƌiaďle, aloƌs Ƌue l͛iŵŵoďilisatioŶ paƌ ďilles peƌŵet de ŵaiŶteŶiƌ les diffĠƌeŶĐes 
conformationnelles qui peuvent exister entre une forme KIT WT activée et une forme 

mutante de KIT constitutivement active (clone D10) (figure 61). 

 
Figure 61 : criblage de la sélection MBP-KIT-ICD D816V sur billes époxy. 
Une culture bactérienne réalisée à partir de la masterplate a été infectée par le phage helper 

KM13 puis incubée sur la nuit à 30°C. Les surnageants de production contenant les phages-

VHH oŶt ĠtĠ utilisĠs diƌeĐteŵeŶt pouƌ le Đƌiďlage suƌ ďilles. La ƌĠǀĠlatioŶ se fait à l͛aide d͛uŶ 
anticorps anti-M13. 

On peut noter que le criblage de cette sélection donne beaucoup de clones positifs sur la 

MBP (environ un tiers des clones criblés). La MBP représente la moitié de la protéine de 
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fusion utilisée pour immuniser les lamas (42 sur 87 kDa) ce qui explique sans doute pourquoi 

la déplétion et la sélection en pƌĠseŶĐe d͛eǆĐğs de MBP Ŷe suffit pas à dĠplĠteƌ la ďaŶƋue eŶ 
anti-MBP. Ces clones peuvent également être dirigés contre les billes ; un premier tour de 

sĠleĐtioŶ suƌ aŶtigğŶes iŵŵoďilisĠs suƌ ďilles suiǀi d͛uŶ seĐoŶd touƌ suƌ aŶtigğŶes 
immobilisés sur maxisorp permettrait de les éliminer. 

Afin de contourner ce problème, nous avons réalisé une sélection masquée, une stratégie 

ŵise au poiŶt daŶs l͛ĠƋuipe des Dƌ DaŶiel BatǇ et PatƌiĐk Chaŵes (Even-Desrumeaux et al., 

2014) ;figuƌe ϲϮͿ. Cette stƌatĠgie offƌe ĠgaleŵeŶt la possiďilitĠ thĠoƌiƋue d͛oďteŶiƌ des VHH 
spécifiques de KIT-ICD D816V ne reconnaissante pas les autres formes de KIT. 

 

Figure 62 : schéma décrivant la sélection masquée. 
Les antigènes non désirés (bleu) sont immobilisés sur une surface. La banque de phages-VHH 

est utilisée pour sélectionner des VHH contre les antigènes non désirés. Ces VHH sont produits, 

purifiés et ajoutĠs eŶ eǆĐğs duƌaŶt la sĠleĐtioŶ à paƌtiƌ de la ŵġŵe ďaŶƋue ĐoŶtƌe l͛aŶtigğŶe 
d͛iŶtĠƌġt ;Ġtoile ƌoseͿ. “eul l͛aŶtigğŶe d͛iŶtĠƌġt est dispoŶiďle pouƌ la liaisoŶ auǆ VHH. VHH ŶoŶ 
liants en orange, VHH contre les épitopes non désirés en bleu, VHH contre les épitopes 

d͛iŶtĠƌġt eŶ ƌose ;d͛apƌğs la thğse de Kleƌǀi EǀeŶ-Desrumeaux). 

Cette teĐhŶiƋue ĐoŶsiste à ŵasƋueƌ les Ġpitopes ŶoŶ dĠsiƌĠs à l͛aide de VHH afiŶ de 
faǀoƌiseƌ la sĠleĐtioŶ de VHH ĐoŶtƌe les Ġpitopes d͛iŶtĠƌġt loƌs d͛uŶe sĠleĐtioŶ paƌ phage 
display. 
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Dans notre cas, nous souhaitons isoler des clones spécifiques de KIT-ICD D816V qui ne 

reconnaissent pas les autres formes de KIT. Nous avons sélectionné des VHH anti-KIT-ICD KD, 

les avons produits en format soluble polyclonal, purifiés puis incubés avec la protéine 

d͛iŶtĠƌġt ;MBP-KIT-ICD D816V) pour masquer les épitopes communs à KIT KD et KIT D816V. 

Nous avons ensuite réalisé la sélection sur la protéine MBP-KIT-ICD D816V dont certains 

épitopes étaient masqués par les VHH polyclonaux anti KIT-ICD KD. Nous avons réalisé le 

premier tour de sélection sur antigènes immobilisés sur billes et le second sur antigènes 

iŵŵoďilisĠs suƌ ŵaǆisoƌp afiŶ de liŵiteƌ l͛oďteŶtioŶ d͛ĠǀeŶtuels ĐloŶes aŶti-billes. 

Par cette technique, nous avons réussi à diminuer nettement le nombre de clones anti-MBP 

ou anti-billes sélectionnés (un 10e des clones criblés ici contre 1/3 dans la sélection 

classique) (figure 63). De plus, nous avons isolé un clone (G3) qui ne reconnaît que MBP-KIT-

ICD D816V et faiblement MBP-KIT-ICD WT. Ceci laisse à peŶseƌ Ƌu͛il seƌait spĠĐifiƋue de la 
conformation active de KIT ; le plus faible signal obtenu sur MBP-KIT-ICD WT serait dû au fait 

que seule une partie de la protéine semble être active et phosphorylée. 

 
Figure 63 : criblage de la sélection MBP-KIT-ICD D816V masquée MBP-KIT-ICD KD sur 
billes époxy. 
Une culture bactérienne réalisée à partir de la masterplate a été infectée par le phage helper 

KM13 puis incubée sur la nuit à 30°C. Les surnageants de production contenant les phages-

VHH oŶt ĠtĠ utilisĠs diƌeĐteŵeŶt pouƌ le Đƌiďlage suƌ ďilles. La ƌĠǀĠlatioŶ se fait à l͛aide d͛uŶ 
anticorps anti-M13. Le puits A2 correspond au contrôle positif : les billes sont incubées avec un 

anticorps monoclonal de souris anti-KIT-ICD (C19). 
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Par ces différentes stratégies, nous avons donc sélectionné 8 VHH qui reconnaissent KIT WT 

et KIT KD (clones A12, B12, C1, C5, C8, G1, G6 et H5), un VHH qui reconnaît la conformation 

active de KIT WT et D816V (clone G3) et un clone spécifique du mutant KIT D816V (clone 

D10). 

Ces précédentes étapes ont été réalisées avec des surnageants de culture bactérienne 

totaux, contenant les phages-VHH ou les VHH sécrétés par les bactéries. Pour mieux 

ĐaƌaĐtĠƌiseƌ Ŷos ĐloŶes d͛iŶtĠƌġt, Ŷous les aǀoŶs pƌoduits daŶs des laƌges volumes de culture 

et purifiés sur colonne de cobalt (Talon – Clontech) grâce à leur tag 6-his (figure 64). 

 

Figure 64 : analyse de la production en grand volume et purification des VHH. 
Les 11 clones VHH ont été produits en cultuƌe ďaĐtĠƌieŶŶe de ϭϬϬ ŵL iŶduite paƌ l͛IPTG suƌ la 
nuit à 30°C. Les culots bactériens ont été lysés au bugbuster (Novagen) et purifiés sur colonne 

de Đoďalt. ϮϬ µL d͛ĠlutioŶ eŶ “D“-PAGE et  5 µg de protéines purifiées en Western blot, révélé 

par anti-6-his. 

Les 11 VHH ont bien été produits mais on remarque des bandes minoritaires de plus haut 

poids moléculaires. Les productions de VHH ont été faites à partir de bactéries TG1-TR, qui 

sont supE. Ces souches possèdent des ARN de transfert capables d͛iŶsĠƌeƌ un acide 

glutamique à la place du codon ambre UAG ; on retrouve alors des fusions p3-VHH dans 20 

% des cas. Les bandes minoritaires retrouvées à différentes tailles correspondent à ces 

fusions p3-VHH. 

Nous aǀoŶs ǀoulu ĐoŶfiƌŵeƌ la liaisoŶ de Ŷos ĐloŶes d͛intérêt au format VHH à des 

concentrations précises aux différentes protéines recombinantes. Pour cela, nous avons 

incubé les 11 VHH à 3 concentrations (0,3, 3 et 30 µg/mL) avec des billes couplées aux 4 

protéines recombinantes. Les résultats de ces expériences sont discordants et nous avons 

observé une mauvaise affinité de nos VHH pour les antigènes recombinants. Cette mauvaise 

affiŶitĠ Ŷ͛a pas ĠtĠ aŶtiĐipĠe daŶs les eǆpĠƌieŶĐes pƌĠĐĠdeŶtes Đaƌ Ŷous utilisioŶs le foƌŵat 
phage-VHH Ƌui pƌĠseŶte l͛iŶĐoŶǀĠŶieŶt d͛aŵplifieƌ les sigŶauǆ de dĠteĐtioŶ gƌâĐe à 
l͛utilisatioŶ d͛uŶ aŶtiĐoƌps aŶti-protéine p8 du phage M13, présente à 3000 copies sur la 

capside. 

Ces ƌĠsultats ŶĠĐessiteŶt d͛ġtƌe ƌepƌoduits pouƌ ĐoŶfiƌŵeƌ la liaisoŶ des VHH à KIT. 
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Les sélections ont été réalisées à une concentration en antigène cible de 100 nM ; il serait 

iŶtĠƌessaŶt d͛utiliseƌ des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ MBP-KIT-ICD D816V plus faibles lors de la 

sĠleĐtioŶ, afiŶ d͛oďteŶiƌ des ĐloŶes de ŵeilleuƌe affiŶitĠ pouƌ Ŷotƌe Điďle. 

4. Discussion et perspectives 

Les différentes sélections sur la banque de phages-VHH MBP-KIT-ICD D816V nous ont permis 

de sélectionner très peu de clones positifs, alors que la sélection sur la banque MBP-KIT-ICD 

WT a donné de bons résultats (70 % de clones positifs sur MBP-KIT-ICD WT lors du criblage). 

Ces ƌĠsultats Ŷous ŵğŶeŶt à peŶseƌ Ƌue l͛iŵŵuŶisatioŶ du laŵa aǀeĐ la pƌotĠiŶe MBP-KIT-

ICD DϴϭϲV Ŷ͛a peut-être pas induit de réponse immunitaire très importante chez cet animal 

et que la banque MBP-KIT-ICD D816V obtenue est de mauvaise qualité. Il serait intéressant 

d͛iŵŵuŶiseƌ uŶ seĐoŶd aŶiŵal afiŶ de pƌoduiƌe uŶe Ŷouǀelle ďaŶƋue de VHH MBP-KIT-ICD 

D816V. De plus, les clones anti-KIT isolés à travers ces sélections sont de mauvaise affinité 

pour leur cible. Les nouvelles sélections deǀƌoŶt ġtƌe ƌĠalisĠes suƌ ŵoiŶs d͛aŶtigğŶe ;< à ϭϬϬ 
nM) pour obtenir des VHH plus affins pour KIT-ICD D816V. 

La stratégie de sélection masquée a permis de limiter le nombre de clones non spécifiques 

de Ŷos Điďles, Đ͛est-à-dire liant les billes ou la MBP. Lors du criblage de la sélection masquée, 

Ŷous aǀoŶs ĐoŶstatĠ Ƌu͛il peƌsistait eŶǀiƌoŶ uŶ ϭϬe de clones anti-MBP ou billes. Pour limiter 

ce phénomène, nous pourrions réaliser la sélection sur KIT-ICD fusioŶŶĠ à d͛autƌes 
protéines, ce qui empêcherait la sélection de clones anti-MBP. La réalisation du premier tour 

de sélection sur antigène immobilisé sur billes puis du second sur antigène immobilisé sur 

maxisorp semble être une bonne solution visant à limiter la sélection de clones anti-billes. 

A plus long terme, les intrabodies présentant une bonne spécificité vis-à-vis de KIT-ICD 

D816V seront exprimés dans un contexte cellulaire pour caractériser leurs effets sur KIT 

endogène (lignées HMC1 par exemple). Leur interaction avec KIT sera analysée par co-IP et 

leur effet sur la phosphorylation de KIT sera étudié par Western blot. Les intrabodies ayant 

uŶ effet iŶhiďiteuƌ suƌ l͛aĐtiǀitĠ de KIT ou suƌ les ǀoies de sigŶalisatioŶ assoĐiĠes seƌoŶt 
évalués en prolifération cellulaire. 

L͛oďjeĐtif de Đette appƌoĐhe est d͛utiliser ces intrabodies inhibiteurs de la signalisation KIT 

oncogénique comme guides pour cribler des petites molécules chimiques. En effet, 

l͛utilisatioŶ des iŶtƌaďodies eŶ ĐliŶiƋue est liŵitĠe puisƋu͛ils Ŷe peuǀeŶt pas pĠŶĠtƌeƌ daŶs le 
cytoplasme des cellules. Nous sélectionnerons par ELISA des molécules chimiques qui 

iŶhiďeŶt l͛iŶteƌaĐtioŶ iŶtƌaďodǇ/KIT et Ƌui auƌoŶt doŶĐ poteŶtielleŵeŶt uŶ effet ŵiŵĠtiƋue 
de l͛iŶtƌaďodǇ suƌ KIT DϴϭϲV. Ce tǇpe d͛appƌoĐhe a dĠjà ŵoŶtƌĠ soŶ effiĐaĐitĠ à l͛I‘CM 
(Mazuc et al., 2008). 
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III. CARACTERISATION D’ANTICORPS AU FORMAT SCFV-FC DIRIGES 

CONTRE LE DOMAINE EXTRACELLULAIRE DE KIT 

1. Introduction 

EŶ paƌallğle de l͛appƌoĐhe de Điďlage de KIT paƌ iŶtƌaďodies, uŶe sĠleĐtioŶ d͛aŶtiĐoƌps plus 
classique, dirigée contre KIT-ECD a été réalisée au laboratoire. KIT-ECD a été produit grâce à 

uŶ sǇstğŵe d͛eǆpƌessioŶ eŶ Đellules d͛iŶseĐte ĠtaŶt doŶŶĠ Ƌue Đe sǇstğŵe offƌe des 
rendements satisfaisants et que cette technique a déjà été utilisée pour sélectionner des 

anticorps monoclonaux murins anti-KIT commerciaux. 

L͛eŶseŵďle de Đes tƌaǀauǆ fait l͛oďjet d͛uŶ ŵaŶusĐƌit pƌĠseŶtĠ eŶ fiŶ de Đhapitƌe Ƌui est suƌ 
le poiŶt d͛ġtƌe souŵis. Les ƌĠsultats pƌiŶĐipauǆ et les matériels et méthodes y sont indiqués. 

Un résumé de la méthode de sélection et de la caractérisation des anticorps obtenus est 

présenté ci-dessous. 

2. Résumé 

L͛ADNĐ ĐodaŶt pouƌ KIT-ECD taggué 6-his a été inséré dans un vecteur de transfert 

baculovirus. Les Đellules d͛iŶseĐte Spodoptora frugiperda (Sf9) ont été co-transfectées par ce 

ǀeĐteuƌ et l͛ADN de ďaĐuloǀiƌus. Les ďaĐuloǀiƌus ƌeĐoŵďiŶaŶts oŶt ĠtĠ pƌoduits paƌ plusieuƌs 
ĐǇĐles d͛iŶfeĐtioŶ des “fϵ. Des Đellules High fiǀe oŶt ĠtĠ iŶfeĐtĠes paƌ Đes ďaĐulovirus 

recombinants et le surnageant de culture, contenant KIT-ECD, a été dialysé puis purifié sur 

colonne de nickel. KIT-ECD purifié analysé en SDS-PAGE montre une bande de 60 kDa. 

Lorsque que KIT-ECD est produit en cellules de mammifères, sa taille est d͛eŶǀiƌoŶ ϭϬϱ kDa. 
Cette différence est liée à des variations de glycosylation entre les 2 types cellulaires. 

La sĠleĐtioŶ a ĠtĠ ƌĠalisĠe suƌ la ďaŶƋue “heets, Đ͛est-à-dire la même que nous avons utilisé 

pour la sélection des scFv anti-KIT-ICD. Trois tours de sélection ont été réalisés sur KIT-ECD et 

188 clones ont été criblés en ELISA : nous avons obtenus 20 scFv positifs qui, après 

séquençage, correspondent à 8 séquences différentes. Leur liaison à KIT endogène a été 

testée en cytométrie sur les cellules HMC1.2 : 5 des 8 scFv se lient aussi à KIT endogène. 

Nous avons sous-cloné ces 5 scFv dans le vecteur permettant leur expression au format scFv-

FĐ. Ce foƌŵat pƌĠseŶte Ϯ aǀaŶtages : la pƌĠseŶĐe d͛uŶe ƌĠgioŶ ĐoŶstaŶte peƌŵet d͛assoĐieƌ à 
la molécule les fonĐtioŶs d͛ADCC et de CDC, et le foƌŵat ďiǀaleŶt peƌŵet d͛augŵeŶteƌ 
l͛aǀiditĠ des aŶtiĐoƌps pouƌ KIT. Les sĐFǀ-Fc ont été produits en cellule HEK-T, purifiés sur 

protéine-A-agarose puis leur liaison à KIT-ECD a été validée en ELISA. Nous avons par la suite 

confirmé leur liaison à différentes lignées exprimant KIT et caractérisé leur liaison en 

présence du ligand : 2 scFv-FC, 2D1 et 3G1 voient leur liaison à KIT fortement diminuée en 

présence de SCF. 
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L͛Ġtude de l͛effet des sĐFǀ-Fc sur la signalisation KIT a été réalisée en Western blot. Aucun de 

ϱ aŶtiĐoƌps Ŷ͛a d͛effet agoŶiste suƌ KIT. EŶ ƌeǀaŶĐhe, les aŶtiĐoƌps ϮAϲ, ϮDϭ et ϯGϭ iŶhiďeŶt 
la phosphorylation induite par le SCF et la signalisation qui en découle in cellulo. Le 2A6 

ayant une mauvaise affinité, nous avons poursuivi notre étude en nous concentrant sur les 

aŶtiĐoƌps ϮDϭ et ϯGϭ. Nous aǀoŶs dĠŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŶhiďitioŶ de la sigŶalisatioŶ Ġtait ĐoƌƌĠlĠe 
à une inhibition de la prolifération SCF-dépendante de cellules exprimant KIT WT.  

L͛Ġtude des ŵĠĐaŶisŵes d͛aĐtioŶ de Ŷos aŶtiĐoƌps a ƌĠǀĠlĠ Ƌu͛ils iŶduisaieŶt uŶe foƌte 
internalisation de KIT, contexte WT (cellules érythroleucémiques UT-7) comme en contexte 

muté (lignées HMC1). Lorsque le récepteur est phosphorylé constitutivement (cas des 

ŵutaŶtsͿ, l͛iŶteƌŶalisatioŶ est suiǀie d͛uŶe dĠgƌadatioŶ ƌapide du ƌĠĐepteuƌ ;ǀisiďle dğs Ϯ 
heuƌesͿ. La dĠgƌadatioŶ est liŵitĠe si le ƌĠĐepteuƌ Ŷ͛est pas aĐtiǀĠ et ŶoŶ ǀisiďle apƌğs Ϯϰ 
heures de traitement, partielle après 72 heures. La diminution de KIT en surface en contexte 

WT liŵite doŶĐ l͛aĐĐğs du “CF au ƌĠĐepteuƌ KIT. De plus, daŶs les ligŶĠes de leuĐĠŵie à 
ŵastoĐǇtes HMCϭ dĠpeŶdaŶtes de la sigŶalisatioŶ oŶĐogĠŶiƋue KIT, l͛aŶtiĐoƌps ϮDϭ iŶduit 
uŶe iŶhiďitioŶ de pƌolifĠƌatioŶ. L͛aŶtiĐoƌps ϯGϭ ƋuaŶt à lui iŶhiďe la Đƌoissance de la lignée 

HMC1.2. 

Nos anticorps humains au format scFv-Fc représentent des outils thérapeutiques potentiels 

dans les pathologies impliquant KIT en inhibant la prolifération KIT-dépendante. 

 

3. Article 
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Abstract 

 

KIT is a cell surface type III tyrosine kinase receptor implicated in cancer through 

overexpression or oncogenic mutations that renders the kinase constitutively active. 

KIT ligand, the stem cell factor (SCF), triggers receptor homodimerization and 

phosphorylation and activates downstream effector pathways involved in cell survival, 

proliferation, homing or differentiation, depending on the cell type. KIT oncogenic 

signaling is involved in leukemia and gastrointestinal stromal tumors (GIST). In GIST 

patients, the KIT tyrosine kinase inhibitor (TKI) imatinib has proven to have 

therapeutic effect, but patients frequently develop resistance after long-term 

treatment. In this work, we used an antibody phage display selection to isolate single 

chain variable antibody fragments (scFv) specific for recombinant KIT. Five KIT scFv 

were obtained and reformatted as dimeric scFv fused to the Fc fragment of a human 

IgG1, i.e. scFv-Fc. Two scFv-Fc interfered with SCF binding and consequently, 

inhibited SCF-dependent KIT phosphorylation and downstream signaling. These 

properties translated into a functional effect since these antibodies reduced the 

viability of the SCF-dependent WT KIT expressing erythroleukemic cell line UT-

7/Epo, after 4 days of treatment. Interestingly, these anti-KIT scFv-Fc also reduced 

cell viability of two mast cell leukemia cell lines bearing activating KIT mutations, 

including the HMC1.1 imatinib sensitive cell line (with a V560G KIT activating 

mutation) and the HMC1.2 imatinib resistant cell line (with a V560G/D816V KIT 

activating mutation). This inhibition was due to intensive internalization and 

degradation of mutant KIT upon antibody treatment. These fully human antibody 

formats may represent therapeutic tools to target KIT signaling in leukemia or GIST, 

and to bypass TKI resistance of certain KIT mutants. 
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Introduction 

 

KIT is a 145 kDa type III tyrosine kinase receptor that functions as a growth factor receptor 

(Roskoski 2005). Type III tyrosine kinase receptors are characterized by the presence of five 

N-glycosylated immunoglobulin (Ig) domains in the extra-cellular region and by a split 

tyrosine kinase intra-cellular domain. The three N-terminal extra-cellular domains are 

involved in the binding of KIT ligand, SCF (Lev, Blechman et al. 1993)  while the fourth and 

fifth domains are implicated in receptor dimerization following SCF binding (Blechman and 

Yarden 1995). KIT intracellular region contains the catalytic domain composed of the ATP 

binding site and the phosphotransferase domain. KIT stimulation by SCF induces KIT 

dimerization and transphosphorylation which activates downstream effector proteins 

including phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/AKT, phospholipase C, signal transducer and 

activator of transcription (STAT) and RAS/MAP-kinase pathways (Roskoski 2005). SCF is a 

major cytokine for self-renewal, proliferation and differentiation of hematopoietic lineage, 

germ cells, melanocytes, gut and central nervous system in embryo (Orr-Urtreger, Avivi et al. 

1990). In adult mice KIT is expressed in a limited number of tissues and KIT defects induce 

impaired hematopoiesis, decreased number of tissue mast cells, decreased fertility and 

pigmentation, and defective development of interstitial cells of Cajal, which are responsible 

for intestinal pacemaker activity (for review see (Broudy 1997)). 

Abnormal KIT signaling is observed in cancer due either to overexpression SCF and/or KIT 

itself or to activating mutations that render KIT signaling independent of SCF. These 

mutations of KIT are major oncogenic drivers in gastrointestinal stromal tumors (GIST) 

(Demetri, von Mehren et al. 2002), that derive from Cajal cells, and in subsets of acute 

myeloid leukemia (Core-binding factor acute myeloid leukemia CBF-AML) (Wang, Zhao et al. 

2011) and melanoma (Hodi, Corless et al. 2013) and less frequently, in other cancers. 

Consequently, oncogenic KIT inhibition with tyrosine kinase inhibitors has proven successful 

in those pathologies (Lennartsson and Ronnstrand 2012) 

KIT gain-of-function mutations can be classified in two main categories corresponding to 

distinct structural and functional locations (Roskoski 2005). The catalytic mutant category 

displays point mutations located in the kinase domain, mainly in the activation loop. The 

mutation D816V has been shown to keep the activation loop in an extended conformation 

corresponding to a constitutive phosphotransferase activity (Mol, Lim et al. 2003). Catalytic 

KIT mutants are found in acute myeloid leukemias of the CBF type (Wang, Zhao et al. 2011), 

in germ cell tumors (Kemmer, Corless et al. 2004) and mast cell tumors and mastocytosis 
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(Orfao, Garcia-Montero et al. 2007). The regulatory mutant category displays point mutations 

or short deletions in the juxtamembrane domain involved in the negative regulation of the 

wild-type receptor. The V560G mutation frequently found in GIST was shown to induce 

constitutive dimerization responsible for permanent phosphorylation and activation of the 

receptor (Kitayama, Kanakura et al. 1995). Tumors usually co-express both WT and mutated 

alleles (Bachet, Tabone-Eglinger et al. 2013). 

Un-mutated KIT, is also involved in a number of malignant diseases derived from cell-types 

that generally expressed KIT transiently during embryogenesis (Bernex, De Sepulveda et al. 

1996). The SCF/KIT axis works as an autocrine or paracrine loop sustaining cancer cells to 

proliferate and/or to migrate. Indeed, KIT is present on 50% of AML (Ikeda, Kanakura et al. 

1991) and AML blasts frequently respond to SCF stimulation by increased proliferation 

(Pietsch, Kyas et al. 1992). Consistently, cases of AML patients, refractory to chemotherapy, 

can be cured by KIT inhibition by inhibitors of tyrosine kinase (TKI) (Schittenhelm, Aichele et 

al. 2003). A number of solid tumors also frequently express KIT and/or SCF including small 

cell lung cancer (SCLC), melanoma, semimoma (Went, Dirnhofer et al. 2004). Typically, 

seventy % of SCLC co-express SCF and KIT (Hibi, Takahashi et al. 1991; Rygaard, 

Nakamura et al. 1993; Krystal, Hines et al. 1996) and high KIT levels are associated with a 

poor prognosis (Micke, Basrai et al. 2003). Other solid tumors have been reported to express 

KIT including breast cancers (Hines, Organ et al. 1995), neuroblastomas (Cohen, Chan et al. 

1994), colon cancers (Toyota, Hinoda et al. 1994), gynecological tumors (Inoue, Kyo et 

al. 1994) gliomas (Stanulla, Welte et al. 1995)  and non small cell lung cancer (Lennartsson 

and Ronnstrand 2012). 

Pharmacologic inhibition of KIT is a potential approach to treat malignancies that are partly or 

completely dependent on KIT signaling. ATP-competitive tyrosine kinase inhibitors like 

imatinib (Heinrich, Blanke et al. 2002) or dasatinib (Schittenhelm, Shiraga et al. 2006) inhibit 

KIT kinase activity and interfere with cell growth or survival. Unfortunately, most KIT 

mutations located in the activating loop exhibit resistance to imatinib in the clinic (Zermati, De 

Sepulveda et al. 2003; Ma, Mali et al. 2012) and initially Imatinib sensitive regulatory mutants 

accumulate secondary mutations leading to patient resistance to treatment (Antonescu, 

Besmer et al. 2005).  

Because of their high specificity and affinity combined to their natural ability to recruit 

immune effectors or to their conjugation to toxic drugs or radio-isotopes, monoclonal 

antibodies (mAbs) (Adams and Weiner 2005) offer an attractive approach to target KIT. 

Therapeutic antibodies have long time proven efficient, for example in metastatic breast 

cancer patients with anti-ErbB2/Neu mAb (Emens 2005) and non-Hodgkin lymphomas with 
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anti-CD20 mAb (Grillo-Lopez, 2003). Independently of immune effector recruitment to KIT 

positive cells, inhibitory effect on KIT signaling with mAbs could be obtained by inhibition of 

SCF binding to KIT (by targeting domains D1 to D3), inhibition of KIT dimerization (targeting 

domains D4-D5) or induction of KIT degradation. 

We report here the generation and characterization of a panel of fully human anti-KIT single-

chain variable antibody fragment (scFv) selected by phage-display on a recombinant form of 

KIT-ECD produced in insect cells. Among the eight scFv obtained, five bound to endogenous 

KIT and were produced in fusion to the Fc fragment of a human IgG1 to form a dimeric scFv-

Fc format (Moutel, El Marjou et al. 2009). Three scFv-Fc were shown to compete with SCF 

binding and 2 of them modulated efficiently SCF-dependent KIT downstream signaling in UT-

7/Epo leukemia cells while inducing KIT rapid internalization without agonistic effects, leading 

to decrease cell viability in vitro. Most interestingly, an inhibitory effect was also observed on 

leukemia cells expressing oncogenic mutated forms of KIT. 

 

Materials and Methods 

 

Cells and cell culture conditions 

Ba/F3, Ba/F3-KIT and TF-1 cell lines (a gift from Dr. Patrice Dubreuil, INSERM U891, Institut 

Paoli-Calmettes, Marseille, France) were grown in RPMI (Gibco) containing 10 % fetal 

bovine serum (FBS; PAA) complemented with penicillin/streptomycin (Invitrogen). Ba/F3 and 

Ba/F3-KIT cells were supplemented with 0.1 % conditioned medium from X63-IL-3 (gift from 

Patrice Dubreuil) and TF-1 with GM-CSF (10 ng/mL) (Invitrogen). UT-7/Epo cell line, a 

subline of UT-7/Epo cells (a gift from Dr. Isabelle Dusanter-Fourt, INSERM U1016, Institut 

Cochin, Paris, France) were grown in IMDM containing FBS and antibiotics and 

supplemented either with Epo (2 U/mL, Abnova) or SCF. Recombinant human SCF (Cell 

Signaling) or CHO-KL (a CHO cell line modified to secrete mouse SCF) culture supernatant 

(a gift of Michel Arock, LBPA, ENS Cachan, Cachan, France) was used as a source of SCF. 

HMC1.1 and HMC1.2 cell lines, that bear a simple mutated V560G KIT allele or a double 

mutated V560G D816V KIT allele, respectively, are a gift of Michel Arock. HEK-T cell line 

was grown in DMEM - FBS 10 % - antibiotics supplemented with G418 (0.5 mg/mL) (Gibco). 

All these cells were cultured at 37°C in a humidified atmosphere enriched in CO2 (5 %). 
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Insect cells Sf9 and High Five cells (Invitrogen) were grown at 27°C in respectively Grace 

medium - 10 % FBS - or Express Five medium (both from Fisher Scientific) supplemented 

with 20 mM of L-Glutamine (Invitrogen) and antibiotics. 

 

Primary antibodies and pharmacological reagents 

For Western blot analysis, anti-KIT-ECD (H300) and anti-Erk 2 antibodies were obtained 

from Santa Cruz, anti-phospho-Akt (Ser 473) and anti-phospho-Erk (Thr 202/Tyr 204) from 

Cell Signaling, anti-Akt and anti-GAPDH from Millipore and anti-phospho-KIT (Y823) from 

Invitrogen. PE/Cy5-conjugated anti-human KIT 104D2 (Biolegend) and allophycocyanin 

(APC)-conjugated 104D2 (BD Biosciences) were used for flow cytometry analysis. Anti-KIT 

104D2 mAb does not inhibit SCF binding to KIT. Imatinib was a gift from Serge Roche 

(Centre de Recherche de Biochimie Macromoléculaire – CNRS UMR 5237, Montpellier, 

France) and dasatinib was obtained from Santa Cruz. 

 

Recombinant soluble KIT extra cellular domain (ECD) expression and purification 

Soluble recombinant KIT-ECD was produced in the baculovirus/insect cells system. The KIT-

ECD insert in fusion to a 6xHis tag was generated by polymerase chain reaction (PCR) 

amplification of plasmid pSKΔSapI c-Kit (a gift from Frédéric Subra, LBPA, ENS Cachan, 

Cachan, France) using 5’-AGG ATC CCC ATG AGA GGC GCT CGC GG-3’ and 5’-T TCT 

AGA CTA ATG ATG ATG ATG ATG ATG GGT GTG GGG ATG GAT TT-3’. The amplified 

product containing BamH I (5’ end) and Xba I (3’ end) restriction sites was cloned into the 

vector pGEM-T Easy (Promega) and analyzed by restriction analysis. Kit-ECD BamH I/Xba I 

was subcloned from pGEM-T Easy into the BD Baculogold™ transfer vector pVL1383 

(Beckton Dickinson). Recombinant Kit-ECD baculoviruses were produced in Sf9 cells 

following the BD Baculogold™ protocol. To produce soluble recombinant KIT-ECD protein, 

High Five cells were seeded in serum free medium, infected with recombinant baculoviruses 

and grown during four days in serum free medium. The culture medium, containing the 

secreted 6His-tagged KIT-ECD was collected and dialyzed in phosphate buffered saline 

(PBS) before purification with Ni-NTA affinity chromatography (Qiagen). The eluted fraction 

(elution buffer PBS-Imidazole 250 mM) was concentrated using Amicon concentrator device 

(Millipore) and buffered into PBS. Total protein concentration was determined by the BCA 

assay protein quantitation kit (Interchim) and purified proteins analyzed by SDS-PAGE in 

reducing conditions before Coomassie blue staining.   
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Selection of KIT-ECD specific phage antibodies 

One hundred µL of KIT-ECD at 50 µg/mL were used to coat a well of a maxisorp 96-well 

plate (Nunc) at 4°C overnight. The well was saturated with PBS-2 % milk for 2 hrs at room 

temperature (RT) before adding 1011 cfu of the phage library (Sheets, Amersdorfer et al. 

1998) diluted in PBS-2 % milk. After a 2 hr incubation at RT, the plate was washed 20 times 

with PBS-Tween 0.1 % and 10 times with PBS. Phages were eluted with triethylamine 100 

mM and neutralized with a solution of Tris 1M pH 7. Input phages and output phages were 

tittered by infection of Escherichia coli TG1 to monitor the selection as described (Marks, 

Hoogenboom et al. 1991). Bound phages were amplified for another round of selection. 

Three rounds of selection were performed. After two and three rounds of selection, soluble 

scFv were expressed from single colonies grown in 96-well plates and induced with IPTG 

1mM overnight as described (Marks, Hoogenboom et al. 1991). Crude culture supernatants, 

containing soluble scFv were tested by ELISA for their binding to recombinant KIT-ECD or 

bovine serum albumin (BSA) (Sigma) as described in (Schier, Bye et al. 1996). The diversity 

of positive clones on ELISA was determined by sequencing with the primer LMB3 5’-CAG 

GAA ACA GCT ATG ACC-3’.  

 

Human scFv-Fc expression and purification 

To express scFv in fusion with the Fc fragment of human Ig 1, scFv cDNA was Nco I/Not I 

digested from phagemid pHEN (Hoogenboom, Griffiths et al. 1991) and subcloned  into 

pFUSE-hFc2(IL2ss) vector (Moutel, El Marjou et al. 2009), a gift from Frank Perez, CNRS-

Institut Curie UMR144, Paris, France). Soluble 110 kDa scFv-Fc were produced after 

transient transfection of HEK-T cells cultivated into 150 cm² tissue culture dishes. When cells 

reached 80% confluence, culture medium was removed and replaced with DMEM - 

antibiotics. Transfection was performed using 30 µg of plasmid DNA and 200 µg of 

polyethylenimine (Polyscience). After 5 days at 37°C, cell supernatant was collected and 

scFv-Fc was purified with protein A-sepharose column (GE Healthcare). Eluted fractions 

were diluted in PBS and concentrated on Amicon ultra-4 centrifugal units. ScFv-Fc binding 

botulinum neurotoxin (Bot (Amersdorfer, Wong et al. 1997)) and CD71 (H7) (Crépin 2009) 

produced in the same conditions were used as irrelevant antibody fragment and anti-

proliferative positive control, respectively. 

 

Analysis of scFv-Fc binding to recombinant KIT-ECD by ELISA 
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A maxisorp 96-well plate was coated with KIT-ECD (or BSA) diluted at 5 µg/mL in PBS 

overnight at 4°C. Wells were saturated with 300 µL of PBS-BSA 1 % during 2 hrs at RT. 

ScFv-Fc were diluted in PBS-BSA 1 % and incubated 2 hrs at RT. The plate was washed 

twice with PBS-Tween 0.05 % and once with PBS before adding goat anti-human Fc 

fragment Ig conjugated to HRP (Sigma). The plate was revealed with a 2,2'-azino-bis(3-

ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) solution (Roche). Fits and EC50 were 

determined with GraphPad software. 

 

Flow cytometry 

Two hundred thousand of cells were resuspended in 100 µL of PBS-1 % FBS (FACS buffer) 

at 4°C.  scFv (crude bacteria supernatant) and purified scFv-Fc binding (10 µg/mL) (2 hrs at 

4°C) was detected using an anti-c-myc antibody (9E10; Sigma) followed by goat anti-mouse 

Ig conjugated to PE (Beckton Dickinson) or goat F(ab’)2 fragment anti-human Fc fragment 

conjugated to PE (Rockland) respectively. For competition experiments, cells were 

preincubated with SCF (1 µg/mL) during 40 min before adding the scFv-Fc. Fits and EC50 

were determined with GraphPad software. For internalization experiments, cells were 

seeded at 5.105 in 700 µL per well and incubated with antibodies (2D1-Fc, 3G1-Fc or Bot-Fc) 

at 10 µg/mL for 1, 4, 24 or 72 hrs at 37°C. KIT cell surface expression was detected with 

PE/Cy5-conjugated anti-KIT 104D2. Cells were analyzed with a FACS Quanta (Beckman 

Coulter). 

 

Western blot analysis 

Cells were rapidly washed with stop buffer [150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl (pH 6.7), 1 mM 

EDTA, 2 mM Na3VO4, 7.5 mM, Na4P2O7, 100 mM NaF] and lysed in stop buffer 

complemented with 1 mM PMSF, 0.25 % DOC, 1 % NP40 and protease inhibitor cocktail 

(Roche Diagnostic). Lysates were incubated for 30 min on ice and cleared by centrifugation 

at 13 000 x g for 10 min at 4°C. Fresh lysates were quantified with BCA assay (Interchim). 

Thirty µg of proteins were combined in reducing loading buffer [2M Tris (pH 6.7), 4% SDS, 40 

mM DTT, 40% glycerol, bromophenol blue], resolved by SDS-PAGE, and transferred onto a 

nitrocellulose membrane (Amersham Bioscience). 
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Proliferation assay 

UT-7/Epo were seeded at 104 per well and treated for 4 days with 2D1-Fc, 3G1-Fc, H7-Fc or 

Bot-Fc irrelevant antibody used at 5 or 50 µg/mL in presence of Epo or CHO-KL supernatant 

diluted 500 times. HMC1.1 and 1.2 were treated the same but for 7 days and with 1 % FBS 

and without cytokines. Cell viability was estimated with MTS assay (Promega) as 

recommended by the manufacturer. 

 

Results 

 

Selection and initial characterization of KIT-ECD-specific single chain Fv antibodies 

The goal of this study was to isolate fully human KIT-specific antibodies that could inhibit KIT 

signaling to interfere with cancer cell growth in KIT dependent tumors. We proceeded with an 

antibody phage-display selection against a recombinant form of human KIT-ECD (amino acid 

26 to 509, P10721 UniProtKB/Swiss-Prot), that we produced in insect cells by baculovirus 

infection. The purified C-terminal 6His-tagged recombinant KIT-ECD was analyzed on a 

reducing SDS-PAGE gel (Fig. 1A) and showed a major protein of 60 kDa also detected by 

Western blot with an antibody directed against KIT-ECD (Fig. 1B) which validated the 

production. 

For selections, phages were prepared from a 7.0 x 109 member human scFv phage naïve 

antibody library (Sheets, 1998). After 3 rounds of selection (Table 1), 94 clones from the 

second and third rounds were tested for binding to recombinant KIT-ECD by soluble scFv 

ELISA. Positive clones (7/94 for the second round; 13/94 for the third round) were 

sequenced and analyzed, identifying 8 different scFv that presented different frequency of 

selection, 2D1 being the most frequent (Fig. 1C). Five of these clones were present since the 

second round of selection (2D1, 2A3, 2B8, 2B12, 2A6), 3 appeared only after 3 rounds of 

selection (3G1, 3C12, 3A12). Because these clones had been selected for their affinity for a 

recombinant form of human KIT produced in insect cells, that have distinct N-glycosylation 

enzymatic machineries compared with mammalian cells (Shi and Jarvis 2007), we tested 

whether they could also bind to endogenous KIT using the highly expressing KIT human 

mastocytoma cell line HMC1.2. Five antibodies out of eight (2D1, 2A3, 3G1, 2B12, 2A6) in a 

scFv soluble format, were found to stain HMC1.2 cells -and therefore to detect endogenous 

KIT with enough sensitivity- (Fig. 1D) and processed for further analysis. 
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Conversion into a bivalent scFv-Fc formats 

In order to increase the avidity for KIT, the 5 anti-KIT monovalent scFv were converted into a 

bivalent scFv-Fc format (Moutel et al., 2009) consisting of a fusion at the C-terminal end of 

the scFv of the hinge domain and the 2 constant domains of the human 1 Ig isotype. Single 

chain Fv-Fc molecules were produced in HEK-T cells and purified using protein A affinity 

chromatography. SDS-PAGE analysis of recovered molecular species showed proteins with 

the expected 110 kDa molecular weight corresponding to covalently linked scFv-Fc 

homodimers (55 kDa each) (Fig. 2A). We next validated the 5 scFv-Fc by testing their 

binding to recombinant KIT-ECD by ELISA. Kd (apparent affinity constant or EC50) (Table 2) 

were in the nmolar range except for 2A6-Fc, for which no saturation of the ELISA signal was 

obtained suggesting a poor binding capacity. Within the antibodies tested, 2D1-Fc displayed 

the lowest apparent Kd (EC50 of 0,067 µg/mL or 0.6 nM) (Fig. 2B). Therefore, reformatting 

from scFv to scFv-Fc and production in mammalian cells instead of bacteria conserved 

antibody specificity since all scFv-Fc bound to the receptor while Bot-Fc, an irrelevant 

antibody fragment of the same format produced in the same conditions, did not. 

 

ScFv-Fc binding on cells and competition with SCF binding to KIT 

We tested the binding of the 5 anti-KIT scFv-Fc to cell lines expressing different levels of 

surface KIT using the commercial 104D2 mouse mAb (Broudy, Lin et al. 1998) including the 

human HMC1.2 cell line (high levels of KIT), the human erythroleukemic cell line TF-1 

(medium levels of KIT) and the murine pro-B Ba/F3 cell line modified to express human KIT 

(low levels of KIT) (Fig. 3A). The parental Ba/F3 cell line, that does not express endogenous 

mouse KIT, was used as a negative control. FACS analysis showed KIT detection on 

HMC1.2 cells using all 5 anti-KIT scFv-Fc (10 µg/mL), 2A6-Fc showing lower staining, but 

only 2B12, 2D1 and 3G1-Fc stained Ba/F3-KIT cells, while staining was negative on the 

Ba/F3 cell line (Fig. 3B). Since, unexpectedly 2A3 scFv-Fc did not stain the Ba/F3 KIT cell 

line, we also tested its binding to TF-1 cells, that expresses endogenously KIT at medium 

levels (Fig. 3A). All anti-KIT scFv-Fc including 2A3 stained TF-1, 2A6 showing minor staining 

(Fig. 3B). 

We tested then if the selected antibodies could block SCF binding to KIT. HMC1.2 cells were 

maintained at 4°C and incubated with SCF (1 µg/mL) or not before adding the anti-KIT scFv-

Fc (10 µg/mL) and bound antibodies were detected by FACS (Fig. 3C). 2A6, 2D1 and 3G1 

binding was significantly reduced by a pre-incubation with SCF suggesting that SCF and 
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antibodies bind overlapping sites on the receptor. Alternatively, SCF could induce a 

conformational change in KIT that prevents further binding of the anti-KIT antibodies. 

Antibody interference with WT KIT signaling 

Because KIT activation results from dimerization induced by SCF binding, anti-KIT scFv-Fc 

might activate KIT in an agonistic manner due to their dimeric format. We tested this 

hypothesis on the TF-1 cell line that displays 2 alleles of WT KIT. TF-1 cells were starved 

overnight before incubation with the scFv-Fc (10 µg/mL). Western blot analysis of crude 

protein extracts showed that none of the scFv-Fc induced KIT phosphorylation (data not 

shown). Alternatively, we tested whether the scFv-Fc could prevent KIT stimulation by SCF. 

Starved TF-1 cells were incubated with scFv-Fc (45 min) before stimulation with recombinant 

SCF (100 ng/mL, 5 min). Western blot revealed that 2A6, 2D1 and 3G1 inhibited SCF 

induced KIT phosphorylation on tyrosine 823 (Y823), 2D1 and 3G1 being the most effective 

while irrelevant antibody Bot-Fc did not (Fig. 4A). AKT phosphorylation was also reduced by 

the same antibodies, with stronger reduction with 2D1 and 3G1. In the rest of the study, we 

focused on 2D1 and 3G1 scFv-Fc formats. 

To investigate if the antagonistic effect of 2D1 and 3G1 scFv-Fc antibody formats on SCF-

dependent KIT signaling translated into functional effects, we used the UT-7/Epo cell line 

which is dependent on either Epo or SCF for its proliferation in vitro (Fig. S1: growth of UT-

7/Epo in the presence of Epo or CHO-KL and effects on KIT levels) (Erickson-Miller, Pelus et 

al. 2000). UT-7/Epo cells were incubated 4 days with antibodies and the effect on cell 

viability was measured. 2D1-Fc and 3G1-Fc alone did not sustain the growth of the UT-7/Epo 

cell line (not shown) and had no effect on cells grown with Epo (Fig. 4B left). 2D1-Fc and 

3G1-Fc decreased cell viability in a dose dependent manner when cells were cultivated with 

SCF (Fig. 4B right), while H7-Fc, an anti-TfR1 (transferring receptor 1) antibody in the same 

format, decreased cell viability both in Epo and SCF cultivated cells and irrelevant antibody 

Bot-Fc had no effect (Fig. 4B). Also, like in TF-1 cells, the anti-KIT antibodies inhibited 

downstream KIT signaling pathways (phosphorylation of KIT on Y823, phosphorylation of 

AKT and ERK1/2) and when used alone did not stimulate KIT signaling (Fig. 4C). 

These results show that KIT specific 2D1 and 3G1 scFv-Fc antibodies inhibit SCF-dependent 

KIT signaling and cell viability in cells expressing WT KIT and that this effect is likely in part 

due to do the blockade of SCF binding to KIT. To complete the characterization of 2D1 and 

3G1, their intrinsic affinity for KIT-ECD was determined by surface Plasmon resonance (173 

and 66 nM, respectively) (Fig. S2). 

 



135 
 

Antibody modulation of KIT levels in a WT context 

In a therapeutic orientated strategy, one way to reduce WT KIT signaling in cancer cells 

would be to decrease KIT levels at the cell surface in order to reduce its access to SCF.. 

SCF binding to KIT at the cell surface has been shown to rapidly induce internalization and 

degradation of KIT (Masson, Heiss et al. 2006) and reexpression at the cell surface required 

neosynthesis of KIT (Shimizu, Ashman et al. 1996). We wondered if the 2D1 and 3G1 anti-

KIT scFv-Fc, despite not inducing KIT phosphorylation, would trigger KIT internalization and 

degradation like SCF and would have a long term effect on KIT levels at the cell surface. We 

analyzed the effect of antibody treatment on KIT surface level by FACS using the 104D2 

anti-KIT mAb that does not interfere with 2D1 and 3G1 for KIT binding (Fig. S3). 

First, we analyzed short term effect of anti-KIT antibodies compared to SCF treatment. 

Addition of 2D1 or 3G1 scFv-Fc formats to UT-7/Epo cultivated in the presence of Epo (and 

no SCF) rapidly initiated drastic KIT cell surface down-regulation (Fig. 5A) but did not affect 

total KIT levels (Fig. 5B). The kinetics of surface decrease were similar when cells were 

treated with SCF but lower maximal reduction was obtained with antibodies than with SCF 

(50 % versus 70 %, respectively). Cell surface down-regulation remained stable after 24 h, 

both in the presence of antibodies or ligand even though after 4 hrs of treatment, KIT surface 

levels started to increase slightly, due to increased neosynthesis (data not shown). 

Altogether these data show that both antibodies induced internalization of non 

phosphorylated KIT (Fig. 4C). 

Then, we analyzed long term effect of mAb treatment in the same conditions (i.e. cells 

cultivated with Epo as a source of cytokine). We observed that KIT surface levels were 

maintained low with 2D1 or 3G1 scFv-Fc formats after 3 days of treatment (Fig. 5C) and 

accompanied this time with a slight decrease of KIT total levels (Fig. 5D), compared to non 

treated cells or cells treated with both Epo and SCF. In contrast, SCF treatment alone 

resulted in an upregulation of KIT surface and total levels, consistent with published data 

showing that the stimulation of the Epo/EpoR axis decreases KIT expression (Kosmider, 

Buet et al. 2009). Since in the same cell model, KIT TKI Imatinib was recently shown to 

decrease KIT levels (D'Allard, Gay et al. 2013), we tested a combination treatment of anti-

KIT antibody and Imatinib. Interestingly, the combination had an additive effect to KIT surface 

level reduction (Fig. 5E). Therefore, the anti-KIT scFv are able to downregulate KIT levels at 

the cell surface when it is not stimulated and combination with Imatinib treatment increases 

this effect. 
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Antibody interference with oncogenic KIT signaling and surface levels 

Mastocytoma HMC1.1 and HMC1.2 cell lines express constitutively active oncogenic KIT 

mutants (KIT V560G and KIT V560G D816V, respectively) and depend on KIT signaling for 

growth and survival (Shah, Lee et al. 2006). In these cell lines, KIT signaling is SCF-

independent but since 3G1 and 2D1-Fc were able to induce KIT internalization in UT-7/Epo 

cells, we tested their effect on HMC1 cell lines. As expected, imatinib and dasatinib were 

toxic to HMC1.1 cells but only dasatinib was toxic to HMC1.2 cells due to the resistance of 

the D816V mutant to imatinib (Fig. S4). HMC1.1 and HMC1.2 cell lines were treated with the 

antibodies at 5 and 50 µg/mL for 7 days and cell viability was quantified. Only 2D1 antibody 

decreased the viability of HMC1.1 cell and both 2D1 and 3G1-Fc decreased the viability of 

HMC1.2 cells (Fig. 6A) while irrelevant antibody had no effect. Iron depriving anti-TfR1 H7 

antibody (Crepin et al. 2010) decreased viability of HMC1.2 cells but had no effect on 

HMC1.1 cells which are less proliferative than HMC1.2 in these conditions (not shown), likely 

because iron metabolism is essential for more proliferating cells.  

To understand the mechanism of inhibition of cell viability, surface level KIT modulation 

kinetics were analyzed like on UT-7/Epo cell line. In both mastocytoma cell lines, after 1 h, 

both 2D1 and 3G1 induced a strong decrease of KIT levels similar to SCF treatment (Fig. 6B 

left). Upon a 72 hr treatment, the down-regulation of KIT surface expression was maintained 

with the two antibodies on both HMC1 cell lines (Fig. 6C) and unlike in UT-7/Epo cells, 

surface down-regulation of KIT was associated with strong decrease of total KIT levels after 

4 hrs (Fig. 6D) which was maintained after 72 hrs in both cell lines (Fig. 6E). On the contrary, 

SCF treatment induced only transient decrease of KIT surface levels and total KIT levels 

were not affected (Fig. 6C, D, E) due to rapid KIT neosynthesis since decrease was 

maintained in the presence of cycloheximide (not shown). Additionally, inhibition of kinase 

activity reversed KIT degradation (Fig. 6F, G). 

Altogether these data show that, the 2D1 and 3G1-Fc inhibit viability of mastocytoma cell 

lines including HMC1.2 cells that are resistant to imatinib. On these cells that are dependent 

of oncogenic KIT signaling for their growth and survival, 2D1 and 3G1-Fc induce a strong KIT 

degradation, contributing to reducing oncogenic KIT downstream signaling. Moreover, 

mechanisms involved in reduced cell viability are different in WT and mutant backgrounds: 

2D1 and 3G1-Fc affect UT-7/Epo growth by blocking SCF binding to KIT, decreasing KIT 

surface levels and inducing a slight KIT degradation. In mastocytoma cell lines, growth 

inhibition is due to a strong antibody induced KIT degradation dependent on KIT 

phosphorylation. 
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Discussion 

Phage antibody libraries have become useful tools to isolate and develop antibodies 

suitable for diagnostic or therapeutic uses. Most of antibodies selected from combinatorial 

libraries expressed on phage have been isolated using purified antigens immobilized on 

artificial surfaces. This approach might select antibodies that recognize or not the native 

protein in a physiological context. In this work we generated 8 antibodies against the KIT-

ECD produced in insect cells (Fig. 1). The antibody 2D1-Fc represented 40 % of the binders 

recovered in this selection. Three out of 8, when expressed as soluble monovalent scFv, did 

not detect endogenous KIT on HMC1.2 cells even though they bound recombinant KIT, 

maybe due to a low affinity for KIT or to the recognition a N-glycosylation specific to insect 

cells (Shi and Jarvis 2007). When reformatted into a bivalent scFv-Fc format and produced in 

mammalian cells, all 5 remaining antibodies bound to high KIT expressing HMC1.2 cells but 

2 did not detect KIT on Ba/F3 cells transfected to express WT human KIT (Fig. 3B). This lack 

of binding is likely due to lower affinity for KIT in the case of 2A6 (Table 2) but the reason is 

unclear for 2A3 since its affinity for KIT (Table 2) and staining intensity of KIT on TF-1 and 

HMC1.2 cells (Fig. 3B) were in the same order of magnitude than the other 3 antibodies 

2B12, 2D1 and 3G1 that indeed detect KIT on Ba/F3-KIT cells. 

Wild type KIT dimerization induced by SCF is required to transphosphorylate its intracellular 

domain. Because of the scFv-Fc dimeric format we used, we expected a possible agonist 

activity of this format on KIT. Nevertheless, none of the 5 anti-KIT scFv-Fc induced KIT 

phosphorylation or were able to maintain the growth of SCF-dependent cell lines (TF-1, UT-

7/Epo) in cytokine free medium (data not shown). On the contrary, 3 antibodies (2A6-Fc, 

2D1-Fc and 3G1-Fc) inhibited SCF-dependent KIT phosphorylation likely by competing with 

SCF for binding to KIT. The best competitors (2D1 and 3G1) reduced cell viability of UT-

7/Epo cells when grown in the presence of SCF as a source of cytokine but not in the 

presence of Epo, demonstrating that they specifically and efficiently inhibited KIT signaling. 

Therefore this strategy allowed the isolation of antibodies that block SCF access to KIT and 

WT KIT downstream signaling in the presence of SCF. 

KIT level at the cell surface, independently of neosynthesis variations, depends on KIT 

catalytic activity since inhibition of KIT mutant activity with pharmacological drugs relocalizes 

KIT at the cell surface within minutes (Bougherara, Subra et al. 2009). In normal mast cells, 

upon SCF stimulation, KIT is rapidly degraded (within hours) and its surface expression 

totally renewed at the cell surface after 48 hrs exclusively by neosynthesis (Shimizu, Ashman 

et al. 1996). No recycling has been described for KIT. Receptor kinase activity is required for 
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SCF-induced efficient degradation of KIT which involves Cbl-dependent ubiquitinylation of 

KIT and both lysosomal and proteasomal pathways (Yee, Hsiau et al. 1994). 

Oncogenic mutated forms of KIT display a modified subcellular localization compared to WT 

KIT with a substantial fraction of the protein being linked to intracellular vesicles and able to 

initiate signaling from inside the cell (Xiang, Kreisel et al. 2007). It is unclear if KIT mutant 

expression at the cell surface is required for oncogenic signaling in vivo and how mutated 

KIT interacts with co-expressed WT KIT in cancer cells (Bachet, Tabone-Eglinger et al. 

2013), and influences WT KIT intracellular trafficking. 

Since WT KIT was not activated (not phosphorylated on tyrosine823) by the anti-KIT 

antibodies 2D1 and 3G1 while binding to an overlapping epitope with SCF, we addressed the 

question of the modulation of KIT at the cell surface and its degradation upon antibody 

treatment. Interestingly, internalization of KIT was observed independently of a WT or 

mutated context (either catalytic or juxtamembrane mutant) but not degradation, which was 

much stronger in a mutant context (Fig. 5 and 6). Indeed, the degradation of KIT by 2D1 and 

3G1 antibodies required that KIT is activated and phosphorylated since it only occurred on 

mutant KIT and was reversed by kinase inhibition by Dasatinib. Recently, D’allard et al. 

showed that the occupation of the KIT intracellular kinase domain ATP binding site by an TKI 

could induce KIT internalization and degradation, in the absence of stimulation by SCF 

(D'Allard, Gay et al. 2013). Interestingly, we observed on the same cell model that anti-KIT 

antibodies 2D1 and 3G1 but not SCF treatment associated with imatinib have an additive 

effect on KIT cell surface reduction (Fig. 5E). 

Recently, a few studies using anti-KIT antibodies for cancer therapy have been reported. 

Edris and colleagues studied the effect of SCF competing anti-KIT antibody SR1 

(Papayannopoulou, Brice et al. 1991) on GIST cell lines presenting various KIT mutant 

alleles but did not observed KIT degradation after long time treatment (Edris, Willingham et 

al. 2013), suggesting a different mechanism than 2D1 and 3G1 antibodies. In a mouse 

model, SR1 was reported to limit GIST progression by a macrophage-dependent mechanism 

(Edris, Willingham et al. 2013) It would be interesting to test KIT degrading 2D1 and 3G1 

anti-KIT antibodies on GIST cell models with an expected increased inhibitory effect 

compared to SR1 antibody. An antibody able to inhibit KIT dimerization (targeting domains 

D4-D5) (Reshetnyak, Nelson et al. 2013) has also been described. The 2D1 and 3G1 display 

a specific mechanism of KIT inhibition compared to these antibodies. Finally, a radiolabelled 

anti-KIT antibody (12A8 mAb) was shown to decrease SCLC progression in a mouse model 

(Yoshida, Tsuji et al. 2013). 
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Compared to small inhibitors, antibody based immunotherapy of tumors have the 

advantage to recruit immune effectors through the Fc part of the antibody (Adams and 

Weiner 2005). Because the scFv we selected were engineered to have an Fc fragment, they 

can theoretically recruit immune effectors like NK cells for ADCC (antibody-dependent cell 

cytotoxicity) or mediate cell lysis through the complement cascade (CDC). Antigen level on 

target cells is one of the parameter that is involved in efficiency of effector functions of mAbs 

used for therapeutics. To our knowledge, of the blocking anti-KIT antibodies published or 

commercially available, of mouse (like ACK2 rat mAb (Ogawa, Matsuzaki et al. 1991)) or 

human (like 12A8 mouse mAb (Yoshida, Tsuji et al. 2013)) KIT specificity, none has been 

described to mediate ADCC or CDC. The SR1 antibody (a chimeric anti-human KIT antibody, 

of human gamma 1 isotype like 2D1 and 3G1 scFv-Fc of this study, and also competing with 

SCF for KIT binding) was shown to mediated phagocytosis by macrophages of mutant KIT 

expressing GIST cell lines in vitro (Edris, Willingham et al. 2013). We have not been able to 

observe scFv-Fc anti-KIT mediated ADCC and CDC using as targets the high KIT expressing 

HMC1.1 and HMC1.2 cells (unpublished data). High expression of the antigen on cells is not 

the only factor that is required for efficient ADCC, epitopes that retarget the antigen in lipid 

rafts, are required for optimum complement activity (Natsume, Niwa et al. 2009), that might 

not be the case for 2D1 and 3G1. The inability of anti-KIT antibodies to mediate ADCC or 

CDC are probably linked to their mild toxicity observed in animal models. In early studies, the 

SCF blocking rat anti mouse KIT ACK2 (devoided of ADCC and CDC functions) has been 

used as a tool to target KIT signaling dependent tissues (Ogawa, Matsuzaki et al. 1991). A 

treatment with 100 µg every day for 12 days inhibited totally spermatogenesis but only 

partially hematopoiesis and had no effect on oocytes showing distinct sensitivities to ACK2 of 

KIT-dependent tissues. In a more recent study, testing a combination of irradiation and KIT 

targeting for pretransplantation conditioning for bone marrow, ACK2 used alone induced a 

strong but reversible reduction of hematopoietic stem cells (HSC) number confirming that 

inhibition of KIT does not impair irreversibly HSC functional capacity (Xue, Pech et al. 2010). 

Together with the fact that in GIST patients, Imatinib does not induce profound hematological 

toxicity, these observations let anticipate that anti-KIT treatment using antibodies might not 

display strong side effects. 

To conclude, we isolated the 2D1 and 3G1-Fc inhibiting cell viability of mastocytoma cell 

lines including cells that are resistant to imatinib due to the presence of the D816V mutation 

on KIT. On these cells, that are dependent on oncogenic KIT signaling for their growth and 

survival, 2D1 and 3G1-FC induce a strong and long term KIT degradation, reducing 

oncogenic downstream signaling. In leukemic cells dependent of KIT WT signaling for their 

survival, in addition to block SCF binding to KIT, anti-KIT antibodies induced KIT 
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internalization which contributed to decrease efficiently SCF-dependent KIT signaling. These 

fully human antibodies, that do not elicit immune effector function targeted to KIT expressing 

cells, therefore anticipating limited toxicity in vivo, represent promising molecules for 

targeting cancer cells depending on KIT signaling for their survival.  

 

Bibliography 

 

Adams, G. P. and L. M. Weiner (2005). "Monoclonal antibody therapy of cancer." Nat 

Biotechnol 23(9): 1147-1157. 

Amersdorfer, P., C. Wong, et al. (1997). "Molecular characterization of murine humoral 

immune response to botulinum neurotoxin type A binding domain as assessed by using 

phage antibody libraries." Infect Immun 65(9): 3743-3752. 

Antonescu, C. R., P. Besmer, et al. (2005). "Acquired resistance to imatinib in 

gastrointestinal stromal tumor occurs through secondary gene mutation." Clin Cancer Res 

11(11): 4182-4190. 

Bachet, J. B., S. Tabone-Eglinger, et al. (2013). "Gene expression patterns of hemizygous 

and heterozygous KIT mutations suggest distinct oncogenic pathways: a study in NIH3T3 

cell lines and GIST samples." PLoS One 8(4): e61103. 

Bernex, F., P. De Sepulveda, et al. (1996). "Spatial and temporal patterns of c-kit-expressing 

cells in WlacZ/+ and WlacZ/WlacZ mouse embryos." Development 122(10): 3023-3033. 

Blechman, J. M. and Y. Yarden (1995). "Structural aspects of receptor dimerization. c-kit as 

an example." Ann N Y Acad Sci 766: 344-362. 

Bougherara, H., F. Subra, et al. (2009). "The aberrant localization of oncogenic kit tyrosine 

kinase receptor mutants is reversed on specific inhibitory treatment." Mol Cancer Res 7(9): 

1525-1533. 

Broudy, V. C. (1997). "Stem cell factor and hematopoiesis." Blood 90(4): 1345-1364. 

Broudy, V. C., N. L. Lin, et al. (1998). "Analysis of c-kit receptor dimerization by fluorescence 

resonance energy transfer." Blood 91(3): 898-906. 

Cohen, P. S., J. P. Chan, et al. (1994). "Expression of stem cell factor and c-kit in human 

neuroblastoma. The Children's Cancer Group. Blood 84, 3465-3472." Blood 84: 3465-3472. 

Crépin, R., Poul, M.-A., Marks, J. D. (2009). "ANTICORPS HUMAINS CYTOTOXIQUES 

CIBLANT LE RECEPTEUR DE LA TRANSFERRINE."  09/06090. 



141 
 

D'Allard, D., J. Gay, et al. (2013). "Tyrosine kinase inhibitors induce down-regulation of c-Kit 

by targeting the ATP pocket." PLoS One 8(4): e60961. 

Demetri, G. D., M. von Mehren, et al. (2002). "Efficacy and safety of imatinib mesylate in 

advanced gastrointestinal stromal tumors." N Engl J Med 347(7): 472-480. 

Edris, B., S. B. Willingham, et al. (2013). "Anti-KIT monoclonal antibody inhibits imatinib-

resistant gastrointestinal stromal tumor growth." Proc Natl Acad Sci U S A 110(9): 3501-

3506. 

Emens, L. A. (2005). "Trastuzumab: targeted therapy for the management of HER-2/neu-

overexpressing metastatic breast cancer." Am J Ther 12(3): 243-253. 

Erickson-Miller, C. L., L. M. Pelus, et al. (2000). "Signaling induced by erythropoietin and 

stem cell factor in UT-7/Epo cells: transient versus sustained proliferation." Stem Cells 18(5): 

366-373. 

Heinrich, M. C., C. D. Blanke, et al. (2002). "Inhibition of KIT tyrosine kinase activity: a novel 

molecular approach to the treatment of KIT-positive malignancies." J Clin Oncol 20(6): 1692-

1703. 

Hibi, K., T. Takahashi, et al. (1991). "Coexpression of the stem cell factor and the c-kit genes 

in small-cell lung cancer." Oncogene 6(12): 2291-2296. 

Hines, S. J., C. Organ, et al. (1995). "Coexpression of the c-kit and stem cell factor genes in 

breast carcinomas." Cell Growth Differ. 6: 769-779. 

Hodi, F. S., C. L. Corless, et al. (2013). "Imatinib for melanomas harboring mutationally 

activated or amplified KIT arising on mucosal, acral, and chronically sun-damaged skin." J 

Clin Oncol 31(26): 3182-3190. 

Hoogenboom, H. R., A. D. Griffiths, et al. (1991). "Multi-subunit proteins on the surface of 

filamentous phage: methodologies for displaying antibody (Fab) heavy and light chains." 

Nucleic Acids Res 19(15): 4133-4137. 

Ikeda, H., Y. Kanakura, et al. (1991). "Expression and functional role of the proto-oncogene 

c-kit in acute myeloblastic leukemia cells." Blood 78(11): 2962-2968. 

Inoue, M., S. Kyo, et al. (1994). "Coexpression of the c-kit receptor and the stem cell factor in 

gynecological tumors." Cancer Res. 54: 3049-3053. 

Kemmer, K., C. L. Corless, et al. (2004). "KIT mutations are common in testicular 

seminomas." Am J Pathol 164(1): 305-313. 

Kitayama, H., Y. Kanakura, et al. (1995). "Constitutively activating mutations of c-kit receptor 

tyrosine kinase confer factor-independent growth and tumorigenicity of factor-dependent 

hematopoietic cell lines." Blood 85(3): 790-798. 

Kosmider, O., D. Buet, et al. (2009). "Erythropoietin down-regulates stem cell factor receptor 

(Kit) expression in the leukemic proerythroblast: role of Lyn kinase." PLoS One 4(5): e5721. 



142 
 

Krystal, G. W., S. J. Hines, et al. (1996). "Autocrine growth of small cell lung cancer mediated 

by coexpression of c-kit and stem cell factor." Cancer Res 56(2): 370-376. 

Lennartsson, J. and L. Ronnstrand (2012). "Stem cell factor receptor/c-Kit: from basic 

science to clinical implications." Physiol Rev 92(4): 1619-1649. 

Lev, S., J. Blechman, et al. (1993). "Interspecies molecular chimeras of kit help define the 

binding site of the stem cell factor." Mol Cell Biol 13(4): 2224-2234. 

Ma, P., R. S. Mali, et al. (2012). "Role of intracellular tyrosines in activating KIT-induced 

myeloproliferative disease." Leukemia 26(7): 1499-1506. 

Marks, J. D., H. R. Hoogenboom, et al. (1991). "By-passing immunization. Human antibodies 

from V-gene libraries displayed on phage." J Mol Biol 222(3): 581-597. 

Masson, K., E. Heiss, et al. (2006). "Direct binding of Cbl to Tyr568 and Tyr936 of the stem 

cell factor receptor/c-Kit is required for ligand-induced ubiquitination, internalization and 

degradation." Biochem J 399(1): 59-67. 

Micke, P., M. Basrai, et al. (2003). "Characterization of c-kit expression in small cell lung 

cancer: prognostic and therapeutic implications." Clin Cancer Res 9(1): 188-194. 

Mol, C. D., K. B. Lim, et al. (2003). "Structure of a c-kit product complex reveals the basis for 

kinase transactivation." J Biol Chem 278(34): 31461-31464. 

Moutel, S., A. El Marjou, et al. (2009). "A multi-Fc-species system for recombinant antibody 

production." BMC Biotechnol 9: 14. 

Natsume, A., R. Niwa, et al. (2009). "Improving effector functions of antibodies for cancer 

treatment: Enhancing ADCC and CDC." Drug Des Devel Ther 3: 7-16. 

Ogawa, M., Y. Matsuzaki, et al. (1991). "Expression and function of c-kit in hemopoietic 

progenitor cells." J Exp Med 174(1): 63-71. 

Orfao, A., A. C. Garcia-Montero, et al. (2007). "Recent advances in the understanding of 

mastocytosis: the role of KIT mutations." Br J Haematol 138(1): 12-30. 

Orr-Urtreger, A., A. Avivi, et al. (1990). "Developmental expression of c-kit, a proto-oncogene 

encoded by the W locus." Development 109(4): 911-923. 

Papayannopoulou, T., M. Brice, et al. (1991). "Isolation of c-kit receptor-expressing cells from 

bone marrow, peripheral blood, and fetal liver: functional properties and composite antigenic 

profile." Blood 78(6): 1403-1412. 

Pietsch, T., U. Kyas, et al. (1992). "Effects of human stem cell factor (c-kit ligand) on 

proliferation of myeloid leukemia cells: heterogeneity in response and synergy with other 

hematopoietic growth factors." Blood 80: 1199-1206. 



143 
 

Reshetnyak, A. V., B. Nelson, et al. (2013). "Structural basis for KIT receptor tyrosine kinase 

inhibition by antibodies targeting the D4 membrane-proximal region." Proc Natl Acad Sci U S 

A. 

Roskoski, R., Jr. (2005). "Signaling by Kit protein-tyrosine kinase--the stem cell factor 

receptor." Biochem Biophys Res Commun 337(1): 1-13. 

Roskoski, R., Jr. (2005). "Structure and regulation of Kit protein-tyrosine kinase--the stem cell 

factor receptor." Biochem Biophys Res Commun 338(3): 1307-1315. 

Rygaard, K., T. Nakamura, et al. (1993). "Expression of the proto-oncogenes c-met and c-kit 

and their ligands, hepatocyte growth factor/scatter factor and stem cell factor, in SCLC cell 

lines and xenografts." Br J Cancer 67(1): 37-46. 

Schier, R., J. Bye, et al. (1996). "Isolation of high-affinity monomeric human anti-c-erbB-2 

single chain Fv using affinity-driven selection." J Mol Biol 255(1): 28-43. 

Schittenhelm, M., O. Aichele, et al. (2003). "Complete remission of third recurrence of acute 

myeloid leukemia after treatment with imatinib (STI-571)." Leuk Lymphoma 44(7): 1251-

1253. 

Schittenhelm, M. M., S. Shiraga, et al. (2006). "Dasatinib (BMS-354825), a dual SRC/ABL 

kinase inhibitor, inhibits the kinase activity of wild-type, juxtamembrane, and activation loop 

mutant KIT isoforms associated with human malignancies." Cancer Res 66(1): 473-481. 

Shah, N. P., F. Y. Lee, et al. (2006). "Dasatinib (BMS-354825) inhibits KITD816V, an 

imatinib-resistant activating mutation that triggers neoplastic growth in most patients with 

systemic mastocytosis." Blood 108(1): 286-291. 

Sheets, M. D., P. Amersdorfer, et al. (1998). "Efficient construction of a large nonimmune 

phage antibody library: the production of high-affinity human single-chain antibodies to 

protein antigens." Proc Natl Acad Sci U S A 95(11): 6157-6162. 

Shi, X. and D. L. Jarvis (2007). "Protein N-glycosylation in the baculovirus-insect cell 

system." Curr Drug Targets 8(10): 1116-1125. 

Shimizu, Y., L. K. Ashman, et al. (1996). "Internalization of Kit together with stem cell factor 

on human fetal liver-derived mast cells: new protein and RNA synthesis are required for 

reappearance of Kit." J Immunol 156(9): 3443-3449. 

Stanulla, M., K. Welte, et al. (1995). "Coexpression of stem cell factor and its receptor c-Kit in 

human malignant glioma cell line." Acta Neuropathol. 89, 158-165 89: 158-165. 

Toyota, M., Y. Hinoda, et al. (1994). "Complementary DNA cloning and characterization of 

truncated form of c-kit in human colon carcinoma cells." Cancer Res. 54: 272-275. 

Wang, Y. Y., L. J. Zhao, et al. (2011). "C-KIT mutation cooperates with full-length AML1-ETO 

to induce acute myeloid leukemia in mice." Proc Natl Acad Sci U S A 108(6): 2450-2455. 



144 
 

Went, P. T., S. Dirnhofer, et al. (2004). "Prevalence of KIT expression in human tumors." J 

Clin Oncol 22(22): 4514-4522. 

Xiang, Z., F. Kreisel, et al. (2007). "Neoplasia driven by mutant c-KIT is mediated by 

intracellular, not plasma membrane, receptor signaling." Mol Cell Biol 27(1): 267-282. 

Xue, X., N. K. Pech, et al. (2010). "Antibody targeting KIT as pretransplantation conditioning 

in immunocompetent mice." Blood 116(24): 5419-5422. 

Yee, N. S., C. W. Hsiau, et al. (1994). "Mechanism of down-regulation of c-kit receptor. Roles 

of receptor tyrosine kinase, phosphatidylinositol 3'-kinase, and protein kinase C." J Biol 

Chem 269(50): 31991-31998. 

Yoshida, C., A. B. Tsuji, et al. (2013). "Therapeutic efficacy of c-kit-targeted 

radioimmunotherapy using 90Y-labeled anti-c-kit antibodies in a mouse model of small cell 

lung cancer." PLoS One 8(3): e59248. 

Zermati, Y., P. De Sepulveda, et al. (2003). "Effect of tyrosine kinase inhibitor STI571 on the 

kinase activity of wild-type and various mutated c-kit receptors found in mast cell 

neoplasms." Oncogene 22(5): 660-664. 

  



145 
 

Table 1: Monotoring of phage antibody selection by titration. Input and output are 

expressed in pfu (particle forming units). 

 

 Round 1 Round 2 Round 3 

input 1.2 1012 1.0 1012 2 1014 

output 3.0 104 1.86 105 1.338 

output/input 2.5 10-8 1.86.10-7 6.65.10-7 

 

 

Table 2: EC50 of the scFv-Fc binding to KIT-ECD by ELISA. Concentration (µg/mL) of 

scFv-Fc antibody format giving 50% of maximal OD at 405 nm. Fits and EC50 were 

determined with GraphPad software. NA, non appropriate 

2A3-Fc 2A6-Fc 2B12-Fc 2D1-Fc 3G1-Fc 

0.150 NA 0.480 0.067 0.24 

 

  



146 
 

FIGURES LEGENDS 

 

 

Figure 1: Selection and initial characterization of a panel of anti-KIT scFvs 

A, SDS-PAGE analysis of KIT-ECD produced in High Five cells infected by a recombinant 

baculovirus and purified after Ni-NTA affinity chromatography. B, Western blot analysis of   

purified KIT-ECD with an anti-KIT N-terminal antibody. C, analysis of the phage antibody 

diversity obtained in the 2nd and 3rd rounds of selection. Clones of phage antibody that were 

positive on ELISA for binding to KIT-ECD were sequenced. D, FACS analysis of scFv 

binding to HMC1.2 cells. ScFvs were induced with IPTG from TG1 bacterias containing 

pHEN phagemid. Supernatant were collected, concentrated and incubated with HMC1.2 cells 

at 4°C. ScFv binding to cells was detected with an anti-c-myc antibody and PE-anti-mouse 

Ig. Fluorescence was measured by FACS. MFI signal greater than 9 (MFI obtained with non-

specific Bot-Fc) was considered positive. 

 

Figure 2: Conversion of the phage antibody format into a dimeric scFv-Fc format 

A, SDS-PAGE analysis of the 5 anti-KIT-ECD scFv-Fc and the irrelevant scFv-Fc Bot-Fc in 

non-reducing condition, left panel versus reducing conditions, right panel. ScFv-Fcs are 

produced in HEK-T cells and purified on protein A-agarose. B, ELISA analysis of purified 

scFv-Fc binding to recombinant KIT-ECD (see Table 1 for EC50 calculation). 

 

Figure 3: FACS analysis of scFv-Fc binding to HMC1.2, TF-1, Ba/F3-KIT and Ba/F3 cell 

lines 

A, Cells were resuspended in FACS buffer and were incubated for 15 min at 4°C with 104D2 

anti-KIT antibody conjugated to APC to determine KIT cell surface expression (black lane), 

isotype control (shaded). B, Cells were resuspended in FACS buffer and were incubated 

scFv-Fc (10 µg/mL) for 2 hrs at 4°C. Antibody binding to cells (black line) was detected with 

anti-human Fc fragment coupled to PE. Negative control experiment with Bot-Fc (shaded). C, 

Cells were incubated with recombinant SCF (1 µg/mL) at 4°C before incubation with scFv-Fc 

(10 µg/mL) and revelation as in B. Dashed lane, secondary antibody only, shaded, scFv-Fc 

binding and black lane, scFv-binding with SCF pre-incubation. 
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Figure 4: Antibody interference with WT KIT signaling 

A, TF-1 cells were starved overnight in serum-free medium and incubated with scFv-Fc (10 

µg/mL) before 5 min stimulation with SCF (100 ng/mL). KIT and AKT phosphorylation were 

analyzed by Western blot with phospho-specific antibodies. Total KIT and AKT levels were 

visualized after stripping the membranes and reprobing with anti-KIT and anti-AKT 

antibodies. B, UT-7/Epo cells were incubated in Epo (left panel) or CHO-KL supernatant 

(right panel) in the presence of anti-KIT antibodies or control antibody as indicated at 5 

µg/mL (dashed) or 50 µg/mL (grey). Cell viability was measured by MTS assay and is 

expressed in % compared to non-treated cells (black). C, UT-7/Epo cells were starved 

overnight in serum-free medium and incubated with scFv-Fc (10 µg/mL) before 5 min 

stimulation with SCF (100 ng/mL). KIT, AKT and ERK1/2 phosphorylation were analyzed by 

Western blot with phospho-specific antibodies. Total KIT and ERK2 levels were visualized 

after stripping the membranes and reprobing with anti-KIT, anti-AKT and anti-ERK2 

antibodies. 

 

Figure 5: Antibody modulation of WT KIT in UT7/EPO cell line 

UT-7/Epo cells were incubated in IMDM 10% FCS and EPO and treated for (A, B) 1, 4, 24 

hrs (C, D), 72 hrs or (E) 4 hrs with scFv-Fc antibodies (10 µg/mL), CHO-KL (diluted 500 

times) and Imatinib (2 µM) as indicated. (A, C, E) KIT surface levels were estimated by FACS 

upon treatment. Results expressed in MFI (Mean fluorescence intensity). (B, D) Total KIT 

levels were determined by Western blot using KIT and GAPDH specific antibodies as 

indicated. 

Figure 6: Antibody modulation of oncogenic KIT in HMC1 cell lines 

A, HMC1 cell lines were incubated for 7 days in IMDM 1% FCS in presence of anti-KIT (2D1 

and 3G1-Fc) or control scFv-Fc antibodies (H7- and Bot-Fc) at 5 µg/mL (dashed) or 50 

µg/mL (grey). Cell viability is expressed in % compared to non-treated cells (black). (B-F) 

HMC1 cells were incubated in IMDM 10% FCS in presence of scFv-Fc antibodies (10 

µg/mL), CHO-KL (diluted 500 times) and dasatinib (1 µM) as indicated for 1, 2 and 24 hrs (B, 

D), 72 hrs (C, E) or 4 hrs (F, G). Treated cells were analyzed by FACS using 104D2 anti-KIT 

antibody (B, C, G) or by Western blot using anti-KIT and GAPDH antibodies (D, E, F). 

Representative data of 3 independent experiments each time. 
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Supplemental Figures 

 

S1: Characterization of UT-7/Epo cell line cytokines dependency 

A, UT-7/Epo cells were seeded at 105 cells/mL in IMDM 10% FCS in Epo 2 U/mL or CHO-KL 

cell supernatant diluted 500 times. After 4 days cell viability was measured by MTS assay. 

(B, C) UT-7/Epo were grown as above for 3 days and analyzed for KIT surface expression by 

FACS (B) and KIT total expression by Western blot (C). 

S2: Analysis of scFv-Fc binding to recombinant KIT-ECD by SPR and determination of 

kinetics data 

A, B, Kinetic measurements were performed by real time SPR analysis. Each scFv-Fc was 

injected at 20 µg/mL over 3 min and followed by an injection of KIT-ECD at different 

concentrations (from 20 nM to 330 nM). An irrelevant scFv-Fc (Bot-Fc) was used as negative 

control. A 2D1-Fc and 3G1-Fc sensorgrams were fitted with a Langmuir 1:1 plot. B, Intrinsic 

affinity of 2D1 and 3G1 were of 173 nM and 66 nM, respectively. 

 

S3: 2D1 and 3G1-Fc do not compete with 104D2 mAb binding to KIT 

UT-7/Epo, HMC1.1 and HMC1.2 were incubated with 1 or 10 µg/mL of 2D1 or 3G1-Fc at 

4°C, or without antibodies (NT) before incubation with anti-KIT 104D2-PE/Cy7 antibody and 

FACS analysis. Staining was not modified by 2D1 or 3G1-incubation showing that 104D2 is a 

suitable tool to measure surface KIT in the presence of 2D1or 3G1-Fc. 

 

S4: Sensibility of HMC1. cell lines to TKI 

HMC1.1 and HMC 1.2 were grown in IMDM 10% FCS with imatinib or dasatinib (1 µM) for 5 

days. Cell viability was measured by MTS assay. 
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Supplemental Material and methods: 

 

 

Analysis of scFv-Fc binding to recombinant KIT-ECD by SPR and determination of 

kinetics data 

 

Kinetic measurements were performed by real time Surface Plasmon Resonance (SPR) 

analysis using a BIACORE 3000 apparatus (GE Healthcare, Biacore AB, Uppsala, Sueden). 

Anti-Human IgG (Fc) antibody was immobilized on a flow cell of a CM5 sensor chip following 

the anti-human capture kit protocol GEHealthcare. A reference flowcell was prepared with 

the same chemical treatment but without the antibody. All analysis were performed on the 

two flowcells, at 25 °C at a flow rate of 30 µL/min using HBS-EP (10 mM HEPES pH 7.4, 150 

mM NaCl, 3.4 mM EDTA and 0.005 % BiacoreTM surfactant) as running buffer. Each scFv-

Fc was injected at 20 µg/mL over 3 min and followed by an injection (90 µL) of KIT-ECD at 

different concentrations (from 20 nM to 330 nM). After dissociation step of 400s, 3M MgCl2 

solution was used to regenerate the flowcell surfaces between each run. For each scFv a run 

with buffer instead of KIT-ECD was performed to correct the decaying surface effect. All 

sensorgrams were corrected by subtracting the signal of the reference flowcell and globally 

fitted using BIAevaluation 3.2 software. 
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4. Résultats supplémentaires 

a) Association des anticorps avec le dasatinib 

Les assoĐiatioŶs d͛ITK et d͛aŶtiĐoƌps ŵoŶoĐloŶauǆ oŶt dĠjà fait leuƌs pƌeuǀes suƌ plusieuƌs 
cibles et dans plusieurs types de cancers. On peut citer par exemple la combinaison erlotinib 

et Đetuǆiŵaď Ƌui ĐiďleŶt tous Ϯ l͛EGF‘ ; cette association a donné de bons résultats en phase 

clinique notamment dans cancer bronchique non à petites cellules (Wheler et al., 2013) et 

dans le cancer colorectal (Weickhardt et al., 2012). On peut également citer la combinaison 

lapatinib et trastuzumab qui a amélioré la réponse des patients atteints de cancer du sein 

HER2+ par rapport au traitement par trastuzumab seul (Baselga et al., 2012). 

De la même façon, Ŷous aǀoŶs ǀoulu testeƌ l͛assoĐiatioŶ de Ŷos aŶtiĐoƌps aǀeĐ le dasatiŶiď 
daŶs le ďut de poteŶtialiseƌ leuƌs effets. Nous aǀoŶs ŵesuƌĠ l͛apoptose iŶduite paƌ les 
anticorps et le dasatinib, seuls ou en association sur la lignée HMC1.2. Pour cela, nous avons 

incubé les cellules pendant 48 h avec le dasatinib (500 nM) seul, les anticorps (10 µg/mL) 

seuls, ou l͛assoĐiatioŶ dasatiŶiď + aŶtiĐoƌps ;figuƌe ϲϱͿ. 

 

Figure 65 : Ġtude de l͛effet des aŶtiĐoƌps suƌ l͛apoptose des Đellules HMCϭ.Ϯ. 
Les cellules HMC1.2 ont été incubées en présence de dasatinib (500 nM) et/ou des anticorps 

(2D1-Fc, 3G1-Fc, Bot-FĐͿ à ϭϬ µg/ŵL peŶdaŶt ϰϴ h. L͛eǆpĠƌieŶĐe a ĠtĠ ƌĠǀĠlĠe à l͛aide d͛uŶ kit 
daŶs leƋuel l͛apoptose pƌĠĐoĐe est dĠteĐtĠe paƌ uŶ ŵaƌƋuage à l͛aŶŶeǆiŶe et l͛apoptose 
tardive par le 7AAD. 

Nous aǀoŶs ĐoŶfiƌŵĠ Ƌue le dasatiŶiď iŶduit ďieŶ l͛apoptose des Đellules HMCϭ.Ϯ. Nos 
anticorps 2D1 et 3G1, qui inhibent par ailleurs la prolifération de cette même lignée (figure 6 
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de l͛aƌtiĐleͿ apƌğs ϳ jouƌs, aiŶsi Ƌue l͛aŶtiĐoƌps ĐoŶtƌôle Bot, Ŷ͛oŶt pas d͛effet suƌ l͛apoptose 
des Đellules à ϰϴ h, loƌsƋu͛utilisĠs seuls. De ŵaŶiğƌe suƌpƌeŶaŶte, l͛assoĐiatioŶ du dasatiŶiď 
aux anticorps anti-KIT annule son effet pro-apoptotique. Pour comprendre cet effet, nous 

avons analysé les taux de KIT et de KIT phosphorylé sur ces mêmes cellules après 4 heures de 

traitement. La figure 66 montre que le traitement par anticorps et le traitement par 

dasatinib diminuent tous deux le taux de KIT phosphorylé par cellule, avec une 

augmentation plus importante pour le traitement par dasatinib ; eŶ ƌeǀaŶĐhe, l͛assoĐiation 

des deux ramène le niveau de KIT phosphorylé à celui des cellules non traitées, ce qui 

eǆpliƋue l͛effet Ŷul de Đette assoĐiatioŶ suƌ l͛iŶduĐtioŶ d͛apoptose. Nous avons émis 

l͛hǇpothğse Ƌue la fiǆatioŶ des aŶtiĐoƌps à KIT eŶtƌaîŶe uŶe ŵodifiĐatioŶ de sa ĐoŶfoƌŵatioŶ 
qui empêche la fixation du dasatinib sur celui-ci. Nous avons donc réalisé la même 

eǆpĠƌieŶĐe eŶ iŶĐuďaŶt les Đellules Ϯϰ h aǀeĐ le dasatiŶiď afiŶ d͛iŶduiƌe de l͛apoptose le 

premier jour puis en ajoutant les anticorps pendant 24 h. De façon très surprenante, des 

résultats similaires ont été obtenus. 

 

Figure 66 : quantification des signaux de Western blot. 
Les cellules HMC1.2 ont été incubées 4 h en présence de dasatinib (1 µM) et/ou des anticorps 

2D1 et 3G1 (10 µg/mL). Les extraits protéiques ont été déposés sur gel SDS-PAGE puis 

transférés sur membrane ; les signaux obtenus avec les différents anticorps ont été quantifiés 

avec le logiciel ImageJ. 
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b) Cross-réactivité 

Nous avons étudié la liaison de nos anticorps anti-KIT à la lignée P815 de mastocytome 

murin exprimant KIT. La figure 67 indique que nos anticorps se fixent également à KIT murin, 

ďieŶ Ƌu͛oŶ oďseƌǀe aussi uŶ faible sigŶal aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps contrôle Bot-Fc, peut-être dû à la 

présence de récepteurs aux fragments Fc sur ces cellules. 

 

Figure 67 : analyse par cytométrie en flux de la liaison des anticorps à la lignée p815. 
Les cellules p815 ont été incubées 1 h à 37°C avec les anticorps 2D1, 3G1 et Bot-Fc à 20 µg/mL. 

La liaison des anticorps a été détectée par un anticorps secondaire anti-Fc humain couplé FITC. 

NM, ŵaƌƋuage paƌ l͛aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌe. 

La cross-ƌĠaĐtiǀitĠ de Ŷos aŶtiĐoƌps peƌŵettƌa d͛Ġvaluer leur toxicité in vivo lors des 

expériences de xénogreffes sur souris. 

5. Perspectives 

Pour tirer parti des propriétés de dégradation des anticorps, il serait intéressant de tester 

uŶe assoĐiatioŶ sĠƋueŶtielle, Đ͛est-à-diƌe l͛iŶĐuďatioŶ aǀeĐ les aŶtiĐoƌps seuls puis l͛ajout de 

dasatinib. Cela permettrait peut-ġtƌe de dĠgƌadeƌ tout d͛aďoƌd uŶe paƌtie de KIT gƌâĐe auǆ 
aŶtiĐoƌps pouƌ seŶsiďiliseƌ les Đellules à l͛apoptose, puis de Điďleƌ la phosphoƌǇlatioŶ du peu 
de KIT restant avec le dasatinib. 

Nous allons également tester l͛assoĐiatioŶ aŶtiĐoƌps + ITK suƌ les Đellules HMCϭ.ϭ. Cette 
ligŶĠe Ŷous peƌŵettƌa de testeƌ, eŶ plus du dasatiŶiď, l͛iŵatiŶiď auƋuel les HMCϭ.Ϯ soŶt 
ƌĠsistaŶtes. Nous pouƌƌoŶs aiŶsi ǀoiƌ si l͛iŶhiďitioŶ de l͛apoptose iŶduite paƌ le dasatiŶiď 
observée avec l͛ajout des aŶtiĐoƌps aŶti-KIT est spĠĐifiƋue d͛uŶe ligŶĠe ou d͛uŶ Đouple 
lignée/ITK. 
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Depuis sa découverte en 1986, KIT a largement été étudié et un nombre considérable de 

données à son sujet a été accumulé ; ceci a permis de de comprendre sa structure, sa 

fonction de tyrosine kinase et le rôle physiologique et pathologique de la voie SCF/KIT. Il est 

notamment apparu que cette voie de signalisation pouvant conduire à la prolifération 

cellulaire jouait un rôle clé dans différents cancers. 

Le dĠďut des aŶŶĠes ϮϬϬϬ a ĐoŶŶu l͛essoƌ de la thĠƌapie ĐiďlĠe aǀeĐ le dĠǀeloppeŵeŶt d͛uŶe 
nouvelle classe de petites molécules pharmacologiques, appelées inhibiteurs de tyrosine 

kinases. Ces drogues ont révolutionné le traitement des cancers en limitant les effets 

secondaires qui peuvent être observés avec les chimiothérapies classiques. Parmi ces 

inhibiteurs, plusieurs ont pour cible le récepteur KIT et ont nettement amélioré la prise en 

Đhaƌge des GI“T, pathologie doŶt l͛ĠlĠŵeŶt pƌĠĐuƌseuƌ est tƌğs fƌĠƋuemment une mutation 

activatrice de KIT. 

Malheureusement, les molécules actuellement utilisées en clinique présentent certaines 

liŵites. Les ITK Ŷ͛ĠtaŶt jaŵais totaleŵeŶt spĠĐifiƋues d͛uŶe seule kiŶase, des effets 
secondaires sont observés chez les patients. De plus, les patients initialement répondeurs 

finissent par développer presque systématiquement une résistance acquise au traitement 

par mutation secondaire. Enfin, certaines pathologies comme la mastocytose systémique 

liée à la mutation D816V de KIT, ne sont traitées que de façon symptomatique. En effet, 

l͛iŶhiďitioŶ du mutant D816V de KIT représente encore à ce jour un défi important. 

C͛est pouƌƋuoi Ŷous aǀoŶs aǆĠ Đe pƌojet de thğse suƌ le dĠǀeloppeŵeŶt de plusieuƌs 
approches pour cibler la voie SCF/KIT oncogénique : 

 

Tout d͛aďoƌd, Ŷous aǀoŶs ŵis au poiŶt uŶ test de Đƌiďlage de Ŷouǀelles petites ŵolĠĐules 
inhibant potentiellement KIT mutant. Pour cette étude, nous avons établi un modèle 

Đellulaiƌe CHO eǆpƌiŵaŶt ϯ ǀaƌiaŶts de KIT fusioŶŶĠs à l͛EGFP daŶs le ďut d͛Ġǀalueƌ la 
dégradation et la localisation du récepteur grâce à la fluorescence des protéines de fusion. 

Toutefois, la localisation majoritairement intracellulaire des mutants de KIT nous a 

confrontés à la première limite majeure de notre modèle : l͛EGFP ĠtaŶt seŶsiďle aux 

variations de pH, l͛utilisatioŶ du tag EGFP daŶs les ligŶĠes CHO-EGFP-KIT mutant, où KIT est 

localisé dans le cytoplasme acide, pour estimer la quantité totale de KIT s͛est aǀĠƌĠe liŵitĠe. 
L͛utilisatioŶ d͛uŶ tag fluoƌesĐeŶt ŶoŶ seŶsible au pH pourrait être un outil utile dans le 

contexte KIT mutant. 

Le Đƌiďlage d͛uŶe ĐhiŵiothğƋue d͛iŶhiďiteuƌs de kiŶases Ŷous a peƌŵis, en mesurant la 

variation de KIT à la surface cellulaire, de sélectionner 14 molécules qui relocalisent un ou les 

2 ŵutaŶts de KIT. Paƌŵi Đes dƌogues, ϵ Ŷ͛oŶt jaŵais ĠtĠ dĠĐƌites Đoŵŵe iŶhiďaŶt KIT et 
représentent par conséquent des nouveaux inhibiteurs potentiels du récepteur. Nous avons 

validé une de ces molécules, le ZM 336372 qui inhibe la phosphorylation de KIT V560G à 1 

µM dans la lignée de leucémie à mastocytes HMC1.1 ; il inhibe également la prolifération KIT 
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mutant V560G-dépendante de cette lignée dès 100 nM. Une autre molécule très 

intéressante a été isolée de la chimiothèque, le Ro 31-8220 qui relocalise uniquement le 

ŵutaŶt DϴϭϲV. De façoŶ ĠtƌaŶge, Đette ŵolĠĐule Ŷ͛iŶhiďe pas la phosphoƌǇlatioŶ de KIT 
DϴϭϲV daŶs la ligŶĠe HMCϭ.Ϯ à ϭ µM ŵais iŶhiďe sa pƌolifĠƌatioŶ. Les diffĠƌeŶĐes d͛effiĐaĐitĠ 
obtenues entre les résultats de criblage sur les CHO-EGFP-KIT D816V et les études de 

phosphoƌǇlatioŶ de KIT suƌ les HMCϭ.Ϯ peuǀeŶt ġtƌe attƌiďuaďles à la pƌĠseŶĐe d͛uŶe douďle 
mutation de KIT dans les HMC1.2. Ces cellules présentent un allèle doublement muté V560G 

et D816V, ce qui modifie peut-être la sensibilité de KIT à cette molécule comparé au simple 

mutant D816V.  

Nous pouvons également penser que cette molécule agit de façon indirecte sur KIT D816V, 

par exemple en régulant des protéines chaperonnes comme hsp90. En effet, les 

oncoprotéines sont des molécules instables Ƌui ŶĠĐessiteŶt d͛ġtƌe staďilisĠes paƌ de 
nombreuses protéines chaperonnes. Les drogues qui inhibent ces protéines chaperonnes 

déstabilisent donc de façon indirecte les oncoprotéines associées. 

D͛autƌes ŵĠĐaŶisŵes alteƌŶatifs peuǀeŶt eŶtƌeƌ eŶ jeu daŶs la localisation cellulaire de KIT 

mutant. Nous avons observé ce même phénomène de relocalisation en traitant les cellules 

CHO-EGFP KIT mutant au MG132, un inhibiteur du protéasome. Son action sur la localisation 

du récepteur est probablement indirecte. Des études ont déjà démontré des effets 

inhibiteurs du bortezomib, un autre inhibiteur du protéasome utilisé en clinique pour le 

traitement des myélomes multiples, sur les lignées HMC1 et différentes lignées de GIST 

seŶsiďles et ƌĠsistaŶtes à l͛iŵatiŶiď. Les ŵĠcanismes de down-régulation de KIT par le 

bortezomib ne sont pas bien compris, mais il est suggéré que, dans les cas des lignées de 

GIST, il inhiberait sa transcription (Bauer et al., 2010). L͛hǇpothğse pƌoposĠe daŶs le Đas de la 
ligŶĠe HMCϭ.Ϯ est Ƌue KIT DϴϭϲV diŵiŶue l͛eǆpƌessioŶ du faĐteuƌ pƌo-apoptotique Bim ; le 

traitement au bortezomib induit une augmentation de la transcription de Bim dans ces 

cellules, ce qui restaure leur apoptose (Aichberger et al., 2009). 

Si notre hypothèse selon laƋuelle les dƌogues sĠleĐtioŶŶĠes paƌ Ŷotƌe test Ŷ͛agisseŶt pas 
nécessairement directement sur KIT mutant est avérée, nous pourrions cribler des banques 

ŵolĠĐules ŵoiŶs ĐiďlĠes. Pouƌ l͛iŶstaŶt, Ŷous Ŷ͛aǀoŶs ĐƌiďlĠ Ƌu͛uŶe ĐhiŵiothğƋue oƌieŶtĠe 
ne contenant que des inhibiteurs de kinases. Ce choix était le plus raisonnable pour un 

premier criblage lors duquel nous avions toutes les chances de sélectionner des molécules 

inhibant potentiellement KIT. Toutefois nous pourrions cribler des banques de molécules 

plus diǀeƌses afiŶ de sĠleĐtioŶŶeƌ des ŵolĠĐules Ƌui Ŷ͛iŶhiďeŶt pas diƌeĐteŵeŶt l͛aĐtiǀitĠ 
kiŶase de KIT, ŵais Ƌui pouƌƌaieŶt d͛uŶe façoŶ plus iŶdiƌeĐte Điďleƌ sa staďilitĠ ou sa 
dégradation.  

La bonne utilisation de notre test implique de cribler des molécules Ƌui Ŷ͛ĠŵetteŶt pas de 
fluorescence ; en effet le signal de fluorescence émis par une drogue est analysé par le 

ĐǇtoŵğtƌe de la ŵġŵe façoŶ Ƌue s͛il pƌoǀeŶait de l͛aŶtiĐoƌps de ŵaƌƋuage. Les ƌĠsultats 
obtenus avec ces drogues sont ininterprétables dans la ŵesuƌe où l͛oŶ Ŷe peut diffĠƌeŶĐieƌ 
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le signal provenant à la dƌogue de Đelui spĠĐifiƋue à l͛aŶtiĐoƌps de ŵaƌƋuage. Il est iŵpoƌtaŶt 
de réaliser systématiquement un criblage sur des cellules contrôles (par exemple les cellules 

CHO non transfectées) non maƌƋuĠes paƌ l͛aŶtiĐoƌps aŶti-KIT afiŶ d͛ĠliŵiŶeƌ les dƌogues 
émettant une fluorescence. 

Il est important de garder en tête que les résultats des criblages sont obtenus à partir de 

lignées modèles CHO et non de lignées issues de patients. Malgré la validation fonctionnelle 

de ces lignées (activation et internalisation de KIT WT par le ligand, phosphorylation 

constitutive des mutants de KIT conduisant à un avantage prolifératif), nous avons pu 

observer certaines différences avec des lignées issues de patients. Par exemple, lors de la 

caractérisation des anticorps anti-KIT-ECD, nous avons réalisé les premières expériences 

d͛iŶteƌŶalisatioŶ suƌ les ligŶĠes CHO-EGFP-KIT WT ; l͛iŶĐuďatioŶ de Đes Đellules aǀeĐ les 
anticorps 2D1-Fc et 3G1-FĐ de ϯϬ ŵiŶutes à Ϯϰ h Ŷ͛a entraîné aucune internalisation de KIT. 

CeĐi iŶdiƋue Ƌu͛il eǆiste des diffĠƌeŶĐes Ŷotaďles de ĐoŵpoƌteŵeŶt de KIT eŶtƌe uŶe 
expression endogène et un modèle cellulaire transfecté (ici la lignée CHO). Les données 

obtenues sur ces lignées modèles sont donc à prendre avec précaution et nécessitent une 

validation systématique sur des lignées de patients, plus relevantes en termes de 

physiopathologie. 

Une ƌĠĐeŶte oďseƌǀatioŶ de l͛iŶteƌŶalisatioŶ de KIT WT loƌsƋue sa poĐhe ATP est oĐĐupĠe 
paƌ l͛iŵatiŶiď a été faite dans les cellules UT-7 ;D͛allaƌd et al., ϮϬϭϯͿ. Nous pensons réaliser 

un criblage de la chimiothèque sur ces cellules ; l͛iŶteƌŶalisation du récepteur WT par des 

molécules peut être liée à leur fixation dans sa poche ATP, ce qui en fait des inhibiteurs 

poteŶtiels de l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de KIT. Toutefois, toutes les ŵolĠĐules ĐiďlaŶt le site de liaisoŶ 
à l͛ATP de KIT WT Ŷe soŶt pas aĐtiǀes suƌ les ŵutaŶts de KIT. De plus, l͛oďteŶtioŶ de dƌogues 
inhibitrices par criblage sur les cellules UT-7 serait limitée à des drogues ciblant toutes les 

formes de KIT (WT et mutantes) et donc moins spécifiques. Notre test sur les modèles CHO 

présente l͛aǀaŶtage de pouǀoiƌ sĠleĐtioŶŶeƌ des dƌogues iŶhiďaŶt spĠĐifiƋueŵeŶt uŶ seul 
mutant de KIT. 

Nous pensons également cribler la chimiothèque sur les cellules HMC1. La relocalisation de 

KIT par des drogues dans les HMC1.2 ne permettrait pas de distinguer si elles sont actives 

sur le mutant V560G, D816V ou le 2. Les HMC1.1 seraient donc plus adaptées à ce test pour 

isoler des molécules relocalisant spécifiquement le mutant V560G. Cependant, les lignées 

HMC1 expriment un fort taux de KIT à leur surface. Les différentes expériences de 

relocalisation que nous avons réalisées sur les HMC1 étaient plus difficilement exploitables ; 

eŶ effet, la ƌeloĐalisatioŶ iŶduite paƌ l͛iŵatiŶiď ou le dasatiŶiď Ġtait de faiďle aŵplitude, due 
au foƌt tauǆ d͛eǆpƌessioŶ ďasale de KIT en surface, ce qui rend le seuil de positivité plus 

difficile à fixer. 

Le pƌeŵieƌ Đƌiďlage suƌ la ĐhiŵiothğƋue d͛iŶhiďiteuƌs de kiŶases a sĠleĐtioŶŶĠ ϵ Ŷouǀeauǆ 
iŶhiďiteuƌs poteŶtiels de KIT ŵutaŶt. Nous aǀoŶs ĐoŵŵeŶĐĠ à ǀalideƌ l͛effet de Đes 
molécules sur les lignées de patients HMC1 : le ZM 336372 et le Ro 31-8220 semblent être 
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des candidats intéressants pour poursuivre les études. Nous allons finir la validation des 

dernières drogues sur les lignées HMC. Nous avons également mis au point la xénogreffe 

sous-cutanée de la lignée HMC1.2 sur souris nude ; les drogues validées en inhibition de 

prolifération cellulaire des HMC1 pourront être testées in vivo. 

 

Dans un second temps, nous avons adopté une technique originale consistant à générer des 

anticorps intƌaĐellulaiƌes iŶhiďaŶt l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de KIT ou le ƌeĐƌuteŵeŶt de paƌteŶaiƌes 
de signalisation sur le domaine intracellulaire de KIT. Le but de cette approche était de 

sĠleĐtioŶŶeƌ, daŶs l͛idĠal, des iŶtƌaďodies spĠĐifiƋues du doŵaiŶe iŶtƌaĐellulaiƌe de KIT 

ŵutaŶt DϴϭϲV. Cette stƌatĠgie est doŶĐ ďasĠe suƌ l͛hǇpothğse seloŶ laƋuelle il eǆiste uŶe 
conformation spécifique du mutant D816V, différente de la conformation active de KIT WT. 

CepeŶdaŶt, Đette diffĠƌeŶĐe Ŷ͛a jaŵais ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠe ĐlaiƌeŵeŶt. EŶ effet, les structures 

statiques de cristallographie des deux formes de KIT, WT et D816V, ne semblent pas 

pƌĠseŶteƌ de diffĠƌeŶĐes Ŷotaďles. Mais l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe sigŶalisatioŶ paƌtiĐuliğƌe assoĐiĠe 
au ŵutaŶt DϴϭϲV, aiŶsi Ƌu͛uŶe dĠstaďilisatioŶ peƌŵaŶeŶte de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ de la 
kiŶase, laisseŶt à peŶseƌ Ƌu͛eŶ ĐoŶteǆte Đellulaiƌe, KIT WT et DϴϭϲV Ŷe soŶt pas ideŶtiƋues. 

“i uŶe telle diffĠƌeŶĐe Ŷ͛est pas dĠteĐtaďle paƌ uŶ aŶtiĐoƌps, Ŷous souhaitioŶs au ŵoiŶs 
obtenir des anticorps spécifiques de la conformation active de KIT. 

La pƌeŵiğƌe sĠleĐtioŶ paƌ phage displaǇ a ĠtĠ ƌĠalisĠe à paƌtiƌ d͛uŶe ďaŶƋue huŵaiŶe Ŷaïǀe 
de scFv (Sheets et al., 1998) suƌ aŶtigğŶe ƌeĐoŵďiŶaŶt. Ce foƌŵat d͛aŶticorps présente 

l͛iŶĐoŶǀĠŶieŶt d͛ġtƌe peu soluďle daŶs le ĐǇtoplasŵe Đellulaiƌe. Nous aǀoŶs toutefois ƌĠussi à 
ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe l͛iŶteƌaĐtioŶ in cellulo entre un intrabody et KIT ; cependant cet 

anticorps est un anti-KIT global, reconnaissant les formes WT non activé et mutante D816V 

de KIT. En raison des nombreux problèmes techniques auxquels nous avons été confrontés, 

liés à la mauvaise solubilité des scFv issus de cette banque, nous nous sommes tournés vers 

une banque humaine synthétique de scFv hyperstaďles ŵise au poiŶt paƌ l͛ĠƋuipe du Dƌ 
Pieƌƌe MaƌtiŶeau à l͛I‘CM (Philibert et al., 2007). Cette banque a été construite à partir 

d͛uŶe ossatuƌe soluďle eŶ dĠgĠŶĠƌaŶt les CD‘ϯ. Nous aǀoŶs ƌĠalisĠ uŶe sĠleĐtioŶ suƌ MBP-

KIT-ICD DϴϭϲV ŵais les Đƌiďlages de Đette sĠleĐtioŶ Ŷ͛ĠtaieŶt pas ƌepƌoduĐtiďles, 
pƌoďaďleŵeŶt liĠs à des pƌoďlğŵes de pƌoduĐtioŶ, Đ͛est pourquoi nous avons abandonné les 

sélections sur cette banque. 

“uite à Đes diffiĐultĠs, Ŷous Ŷous soŵŵes touƌŶĠs ǀeƌs l͛ĠƋuipe du Dƌ DaŶiel BatǇ, spĠĐialisĠe 
daŶs les aŶtiĐoƌps siŵple doŵaiŶe issus de ĐaŵĠlidĠs. Ce tǇpe d͛aŶtiĐoƌps a ĠtĠ dĠĐƌit 
comme étant soluble en environnement réducteur et présentant une affinité particulière 

pour les cavités, zones rarement fixées par les anticorps classiques. En effet, les VHH issus de 

camélidés présentent un CDR3 plus long que ceux des domaines variables classiques, 

permettant de fixer des épitopes enfouis dans la molécule cible.  
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MalgƌĠ les pƌĠĐautioŶs pƌises pouƌ liŵiteƌ le Ŷoŵďƌe d͛aŶtiĐoƌps aŶti-MBP (tag ajouté à KIT-

ICD pour le rendre plus soluble et facilitant également sa purification), nous avons obtenu un 

ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe de ĐloŶes ƌeĐoŶŶaissaŶt la MBP. L͛utilisatioŶ du ŵasƋue MBP-KIT-ICD KD 

nous a permis de réduire nettement cette proportion, mais pour de prochaines sélections, la 

meilleure stratégie à adopter serait de réaliser les criblages sur KIT recombinant fusionné à 

d͛autƌes pƌotĠiŶes Ƌue la MBP Đaƌ Đelle-Đi s͛aǀğƌe assez « immunogène » in vitro. 

Les anticorps VHH anti-KIT que nous avons obtenus après les différentes sélections 

présentent malheureusement une mauvaise affinité. Nous avons réalisé les sélections sur 

ϭϬϬ ŶM d͛aŶtigğŶe ĐouplĠ auǆ ďilles ĠpoǆǇ ; la diminution de cette concentration pour les 

pƌoĐhaiŶes sĠleĐtioŶs peƌŵettƌait d͛oďteŶiƌ des ĐloŶes plus affiŶs pouƌ l͛aŶtigğŶe d͛iŶtĠƌġt. 
De plus, un criblage directement en format VHH soluble, plutôt Ƌu͛eŶ foƌŵat phage-VHH, 

Ŷous peƌŵettƌait pƌoďaďleŵeŶt d͛ĠliŵiŶeƌ les ĐloŶes de ŵauǀaise affiŶitĠ. EŶ effet, le 
criblage en format phage-VHH peƌŵet de s͛affƌaŶĐhiƌ des pƌoďlğŵes de pƌoduĐtioŶ de VHH, 
ŵais il pƌĠseŶte ĠgaleŵeŶt l͛iŶĐoŶǀĠŶieŶt d͛aŵplifieƌ les signaux : la liaison des phages-VHH 

aux antigènes est détectée par un anticorps anti-protéine p8 du phage, présente à 3000 

copies sur la capside de celui-ci. 

Les différentes sélections réalisées sur la banque MBP-KIT-ICD D816V donnaient peu de 

clones positifs lors des criblages ; oŶ peut peŶseƌ Ƌue l͛iŵŵuŶisatioŶ du laŵa paƌ MBP-KIT-

ICD DϴϭϲV Ŷ͛a pas eŶgeŶdƌĠ de ƌĠpoŶse iŵŵuŶitaiƌe assez iŵpoƌtaŶte. Il seƌait doŶĐ 
iŶtĠƌessaŶt d͛iŵŵuŶiseƌ uŶ seĐoŶd laŵa aǀeĐ MBP-KIT-ICD D816V pour produire une 

banque de phages-VHH de meilleure qualité. 

La stratégie de sélection masquée semble être idéale pour notre approche : elle permet de 

masquer les épitopes communs à MBP-KIT-ICD KD et MBP-KIT-ICD D816V lors de la sélection 

afiŶ d͛isoleƌ des VHH ƌeĐoŶŶaissaŶt uŶiƋueŵent les épitopes spécifiques de la conformation 

KIT DϴϭϲV. Cette stƌatĠgie pouƌƌa ġtƌe appliƋuĠe apƌğs iŵŵuŶisatioŶ d͛uŶ Ŷouǀeau laŵa 
avec la protéine MBP-KIT-ICD D816V. 

Si nous arrivons à sélectionner un ou des intrabodies spécifiques de la conformation KIT 

D816V, leurs effets in cellulo seƌoŶt ĐaƌaĐtĠƌisĠs. Nous ĠtudieƌoŶs s͛ils soŶt Đapaďles de 
dĠphosphoƌǇleƌ KIT ŵutaŶt ;iŶtƌaďodies iŶhiďaŶt l͛aĐtiǀitĠ kiŶaseͿ et/ou des pƌotĠiŶes de 
signalisation associées (intrabodies inhibant le recrutement des partenaires protéiques). 

L͛iŶhiďitioŶ de la sigŶalisatioŶ KIT oŶĐogĠŶiƋue seƌa ĐoŶfiƌŵĠe paƌ test d͛iŶhiďitioŶ de 
prolifération sur des lignées dépendantes de cette signalisation (HMC1, GIST). 

Les intrabodies inhibiteurs que nous obtiendrons seront, à plus long terme, utilisés comme 

guides pouƌ Đƌiďleƌ des ďaŶƋues de petites ŵolĠĐules ĐhiŵiƋues. EŶ effet, l͛utilisatioŶ des 
iŶtƌaďodies eŶ ĐliŶiƋue est liŵitĠe puisƋu͛ils Ŷe peuǀeŶt pas pĠŶĠtƌeƌ daŶs le ĐǇtoplasŵe des 
cellules. Le but est de cribler par ELISA des moléĐules Ƌui iŶhiďeŶt l͛iŶteƌaĐtioŶ iŶtƌaďodǇ/KIT 
et Ƌui auƌoŶt doŶĐ poteŶtielleŵeŶt le ŵġŵe effet iŶhiďiteuƌ Ƌue l͛iŶtƌaďodǇ. 
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De plus, l͛oďteŶtioŶ d͛uŶ tel VHH permettrait de détecter en IF la présence de KIT D816V 

avec des applications diagnostiques dans diverses pathologies. Il pourrait également être 

utilisé dans le suivi du trafic de la kinase active en le fusionnant à un tag fluorescent. 

Pouƌ ĐoŶĐluƌe, le Điďlage ĐǇtoplasŵiƋue d͛iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶe-protéine a déjà montré son 

efficacité par exemple dans l͛iŶhiďitioŶ de la sigŶalisatioŶ oŶĐogĠŶiƋue iŵpliƋuaŶt ‘as paƌ 
uŶ iŶtƌaďodǇ se fiǆaŶt à la foƌŵe aĐtiǀe de l͛eŶzǇŵe (Tanaka et al., 2007). Peu de molécules 

issues de Đette stƌatĠgie eǆisteŶt pouƌtaŶt eŶ ĐliŶiƋue Đaƌ la zoŶe où a lieu l͛iŶteƌaĐtioŶ 
protéique est souvent formée par une cavité et donc difficile à cibler.  Dans de nombreux cas 

de sigŶalisatioŶ oŶĐogĠŶiƋue, l͛iŶteƌaĐtoŵe pƌotĠiƋue s͛oƌgaŶise de façoŶ aŶoƌŵale autouƌ 
de la kinase ; il en résulte une signalisation particulière différente de la signalisation WT. 

L͛appƌoĐhe iŶtƌaďodies représente un outil puissant pour caractériser et cibler ces 

interactions intracellulaires protéine-protéine et les kinases, particulièrement avec 

l͛utilisatioŶ de VHH Ƌui oŶt aĐĐğs auǆ ĐaǀitĠs. Elle ƌeste ĐepeŶdaŶt uŶe teĐhŶiƋue tƌğs 
délicate à maîtriser. 

 

La dernière stratégie que nous avons choisie pour le ciblage de KIT est une approche plus 

ĐlassiƋue paƌ aŶtiĐoƌps ŵoŶoĐloŶal. C͛est uŶe stƌatĠgie siŵple, ďasĠe suƌ la sĠleĐtioŶ suƌ 
protéine recombinante de scFv par phage display comme utilisée précédemment pour les 

iŶtƌaďodies. Nous aǀoŶs Đhoisi d͛eǆpƌiŵeƌ KIT-ECD eŶ Đellules d͛iŶseĐte ďieŶ Ƌu͛elles 
possèdent une machinerie de N-glycosylation différente des cellules mammifères. Cette 

souƌĐe d͛aŶtigğŶe a dĠjà ĠtĠ utilisĠe aǀeĐ suĐĐğs puisƋue plusieuƌs aŶtiĐoƌps aŶti-KIT 

commerciaux ont été isolés grâce à ce type de production de KIT-ECD. Nous avons généré 8 

anticorps reconnaissant KIT-ECD immobilisé sur plastique, dont 5 se liaient aux cellules 

HMC1.2 exprimant un fort taux de KIT membranaire. Il est possible que les 3 anticorps ne se 

liant pas à KIT des HMC1.2 reconnaissent une forme glycosylée de KIT spécifique à la 

pƌoduĐtioŶ eŶ Đellules d͛iŶseĐte. 

Ces 5 anticorps ont été sous-clonés dans le vecteur pFUSE-hFc2(IL2ss) permettant la 

production au format scFv-Fc. Ce reformatage ainsi que la production des scFv-Fc en cellules 

HEK-T ont été très simples à réaliser. En revanche, nous avons observé des problèmes de 

conservation des anticorps à long terme avec une certaine dégradation en fonction des lots 

produits. 

Nous aǀoŶs ĐaƌaĐtĠƌisĠ Ϯ aŶtiĐoƌps aŶtagoŶistes du “CF, ϮDϭ et ϯGϭ Đapaďles d͛iŶhiďeƌ la 

croissance de lignées dépendante du SCF pour leur prolifération et également capables de 

limiter la prolifération de lignées exprimant KIT mutant activé constitutivement et induisant 

sa dĠgƌadatioŶ dĠpeŶdaŶte de sa phosphoƌǇlatioŶ. Nous Ŷ͛aǀoŶs pas dĠteƌŵiŶĠ l͛Ġpitope 
exact ciblé par 2D1 et 3G1. Nous avons juste observé que la liaison du 2D1 et du 3G1 était 

déplacée par le SCF mais pas celle du 2A3 et 2B12. Pour aller plus loin dans notre étude, il 

seƌait iŶtĠƌessaŶt de dĠteƌŵiŶeƌ l͛Ġpitope pƌĠĐis ƌeĐoŶŶus par nos anticorps. 
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Nous avons testé ensuite différentes associations anticorps + ITK. Sur la lignée UT-7 

eǆpƌiŵaŶt KIT WT, l͛assoĐiatioŶ des aŶtiĐoƌps aŶti-KIT à l͛iŵatiŶiď a uŶ effet additif suƌ 
l͛iŶteƌŶalisatioŶ du ƌĠĐepteuƌ. “euls, les aŶtiĐoƌps et l͛iŵatiŶiď iŶteƌŶalisaŶt KIT ; en 

association, ils diminuent de façon encore plus importante le taux de KIT en surface. Cette 

association pourrait être intéressante dans le traitement de pathologies impliquant des 

boucles auto ou paracrines SCF/KIT en limitaŶt de façoŶ iŵpoƌtaŶte l͛aĐĐğs du “CF à KIT eŶ 
plus de l͛effet iŶhiďiteuƌ iŶduit suƌ la sigŶalisatioŶ paƌ la ĐoŵpĠtitioŶ eŶtƌe les aŶtiĐoƌps et le 
SCF. 

Sur la lignée HMC1.2 mutée pour KIT, nous avons combiné les anticorps anti-KIT au dasatinib 

dans le but de potentialiser son effet pro-apoptotique. Contre toute attente, nous avons 

oďteŶus des ƌĠsultats iŶǀeƌses à Đeuǆ atteŶdus puisƋue les aŶtiĐoƌps iŶhiďeŶt l͛apoptose 
iŶduite paƌ le dasatiŶiď. Il seƌait iŶtĠƌessaŶt de dĠteƌŵiŶeƌ si Đette iŶhiďitioŶ d͛apoptose est 

liĠe à l͛assoĐiatioŶ des aŶtiĐoƌps ϮDϭ et ϯGϭ uŶiƋueŵeŶt au dasatiŶiď ou à tous les ITK. Nous 
planifions également de tester la combinaison des anticorps à différents ITK sur la lignée 

HMCϭ.ϭ. Nous pouƌƌoŶs aiŶsi dĠteƌŵiŶeƌ si l͛iŶhiďitioŶ paƌ les aŶtiĐoƌps de l͛apoptose iŶduit 
paƌ uŶ ITK est spĠĐifiƋue d͛uŶe dƌogue, d͛uŶ ŵutaŶt de KIT, de l͛assoĐiatioŶ d͛uŶe dƌogue à 
un mutant ou si cet effet est observé dans tous les cas. 

Les différents anticorps anti-KIT décrits dans la littérature ne sont pas connus pour induire 

de l͛ADCC ou de la CDC. Le seul anticorps connu pour activer une fonction effectrice immune 

est l͛anticorps murin SR1, qui induit in vitro la phagocytose de lignées de GIST par 

l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe des ŵaĐƌophages. Nous Ŷ͛aǀoŶs pas oďseƌǀĠ d͛ADCC ni de CDC induites par 

nos anticorps sur les lignées HMC1. Ces différentes expériences sont à reproduire, mais si 

Đes ƌĠsultats pƌĠliŵiŶaiƌes soŶt ĐoŶfiƌŵĠs, la toǆiĐitĠ suƌ l͛hĠŵatopoïğse et la gaŵĠtogeŶğse 
assoĐiĠe à l͛utilisatioŶ de Ŷos aŶtiĐoƌps in vivo serait limitée. 

Les Ϯ aŶtiĐoƌps Ƌue Ŷous aǀoŶs Đhoisis d͛Ġtudieƌ plus eŶ dĠtail, ϮDϭ-Fc et 3G1-Fc, présentent 

uŶe affiŶitĠ assez faiďle pouƌ leuƌ Điďle. Nous aǀoŶs ƌĠalisĠ des eǆpĠƌieŶĐes d͛iŶhiďitioŶ de 
prolifération sur les lignées UT-7/Epo et HMC1 aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps ĐoŵŵeƌĐial Kϰϰ.Ϯ ŵuƌiŶ 
dirigé contre KIT humain et inhibant la fixation du SCF à KIT (Sigma). Cet anticorps diminue la 

viabilité cellulaire des UT-7/Epo cultivées en présence de SCF de 80 % à 4 jours à une 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de Ϭ,Ϭϱ µg/ŵL, Đ͛est-à-dire 100 fois moins que nos anticorps. Il en est de 

même sur les lignées HMC1 sur lesquelles le K44.2 diminue la viabilité cellulaire de 70 % à 5 

µg/mL à 7 jours. 

L͛affiŶitĠ de Ŷos aŶtiĐoƌps ϮDϭ et ϯGϭ-FĐ, Ƌui soŶt d͛oƌigiŶe huŵaiŶe, ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt au 
K44.2, peut être améliorée en mimant le pƌoĐessus Ŷatuƌel de ŵatuƌatioŶ d͛affiŶitĠ des 
anticorps qui a lieu lors de la production d͛aŶtiĐoƌps in vivo. Cette technique consiste à 

générer des mutaŶts de l͛aŶtiĐoƌps d͛iŶtĠƌġt puis à sélectionner ce nouveau répertoire sur 

l͛aŶtigğŶe cible (Hoogenboom and Chames, 2000). Cette teĐhŶiƋue a peƌŵis d͛oďteŶiƌ des 
aŶtiĐoƌps aǀeĐ des affiŶitĠs pouƌ leuƌ Điďle de l͛oƌdƌe du piĐoŵolaiƌe (Luginbühl et al., 2006). 
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Nous Ŷ͛aǀoŶs ƌĠalisĠ la ĐaƌaĐtĠƌisation fonctionnelle que de 2 anticorps des 5 validés après 

sélection. Nous ne continuerons pas les études sur le clone 2A6 qui a une mauvaise affinité, 

mais nous envisageons de reprendre la caractérisation des 2 autres clones. Ces anticorps, 

2A3 et 2B12-Fc, n͛iŶhiďeŶt pas la phosphoƌǇlatioŶ de KIT iŶduite paƌ la fiǆatioŶ du “CF. De 
plus, leuƌ liaisoŶ auǆ Đellules HMCϭ.Ϯ Ŷ͛est pas ŵodifiĠe paƌ le “CF. Ces aŶtiĐoƌps peuǀeŶt 
tout de ŵġŵe s͛aǀĠƌeƌ iŶtĠƌessaŶts s͛ils iŶduiseŶt uŶe iŶteƌŶalisatioŶ et uŶe dĠgƌadatioŶ de 

KIT ou s͛ils iŶhiďeŶt la diŵĠƌisatioŶ de KIT paƌ eǆeŵple. Ils pouƌƌaieŶt aǀoiƌ uŶ effet additif 
ou sǇŶeƌgiƋue aǀeĐ les ITK, au ĐoŶtƌaiƌe de l͛effet aŶtagoŶiste oďseƌǀĠ paƌ l͛assoĐiatioŶ ϮDϭ 
ou 3G1 avec le dasatinib sur les cellules HMC1.2. 

 

 

Pour concluƌe, les ŵĠĐaŶisŵes liĠs à l͛appaƌtitioŶ d͛uŶe pathologie pƌolifĠƌatiǀe et à sa 
sensibilité vis-à-vis des traitements la ciblant sont de mieux en mieux compris. Ils impliquent 

très fréquemment des mutations activatrices de proto-oncogènes, dont KIT fait partie. Cette 

meilleure compréhension de la biologie moléculaire des tumeurs permet le développement 

de nouvelles stratégies de plus en plus spécifiques qui améliorent la prise en charge de ces 

pathologies et permettent d͛outre-passer certaines résistances. Cependant, les thérapies 

disponibles actuellement présentent certaines limites, c͛est pourquoi il est important encore 

aujourd͛hui d͛en développer de nouvelles ciblant spécifiquement les formes oncogéniques 

des protéines impliquées dans les pathologies tumorales. 
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Annexe 1 : carte du plasmide codant pour KIT WT fusionné à 
l’EGFP 

 

 

 

 

Annexe 2 : chimiothèque Screen-Well® Kinase Inhibitor Library  
(Enzo Life Sciences) 

Screen-Well® Kinase Inhibitor Library 

BML-2832 Version 2.2 

       

Plate 
Location 

Cat. 
No. 

CAS # Name M.W. Solvent Conc. 

B1 EI-
360 

167869-
21-8 

PD-98059 267,3 DMSO 10mM 

B2 EI-
282 

109511-
58-2 

U-0126 380,5 DMSO 10mM 

B3 EI-
286 

152121-
47-6 

SB-203580 377,4 DMSO 10mM 

B4 EI-
148 

84477-
87-2 

H-7·2HCl 364,3 DMSO 10mM 

B5 EI-
195 

116970-
50-4 

H-9·HCl 287,8 DMSO 10mM 

B6 EI-
156 

62996-
74-1 

Staurosporine 466,5 DMSO 10mM 
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B7 EI-
228 

133550-
35-3 

AG-494 280,3 DMSO 10mM 

B8 EI-
267 

149092-
50-2 

AG-825 397,5 DMSO 10mM 

B9 EI-
185 

125697-
92-9 

Lavendustin A 381,4 DMSO 10mM 

B10 EI-
253 

136831-
49-7 

RG-1462 275,1 DMSO 10mM 

B11 EI-
191 

118409-
57-7 

Tyrphostin 23 186,2 DMSO 10mM 

B12 EI-
187 

118409-
58-8 

Tyrphostin 25 202,2 DMSO 10mM 

C1 EI-
257 

122520-
85-8 

Tyrphostin 46 204,2 DMSO 10mM 

C2 EI-
188 

122520-
86-9 

Tyrphostin 47 220,2 DMSO 10mM 

C3 EI-
189 

122520-
90-5 

Tyrphostin 51 268,2 DMSO 10mM 

C4 EI-
190 

2826-26-
8 

Tyrphostin 1 184,2 DMSO 10mM 

C5 EI-
335 

116313-
73-6 

Tyrphostin AG 1288 231,2 DMSO 10mM 

C6 EI-
277 

175178-
82-2 

Tyrphostin AG 1478 315,8 DMSO 10mM 

C7 AC-
1133 

71897-
07-9 

Tyrphostin AG 1295 234,3 DMSO 10mM 

C8 EI-
215 

10537-
47-0 

Tyrphostin 9 282,4 DMSO 10mM 

C9 EI-
247 

  Hydroxy-2-
naphthalenylmethylphosphonic 
acid 

238,2 DMSO 10mM 

C10 EI-
370 

120685-
11-2 

PKC-412 570,6 DMSO 10mM 

C11 EI-
271 

10083-
24-6 

Piceatannol 244,2 DMSO 10mM 

C12 EI-
275 

172889-
26-8 

PP1 281,4 DMSO 10mM 

D1 EI-
272 

133550-
30-8 

AG-490 294,3 DMSO 10mM 

D2 EI-
263 

118409-
62-4 

AG-126 215,2 DMSO 10mM 

D3 EI-
229 

134036-
53-6 

AG-370 259,3 DMSO 10mM 

D4 EI-
258 

148741-
30-4 

AG-879 316,5 DMSO 10mM 

D5 ST- 154447- LY 294002 307,3 DMSO 10mM 
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420 36-6 

D6 ST-
415 

19545-
26-7 

Wortmannin 428,4 DMSO 10mM 

D7 EI-
246 

133052-
90-1 

GF 109203X 412,5 DMSO 10mM 

D8 EI-
226 

548-04-9 Hypericin 504,4 DMSO 10mM 

D9 EI-
283 

138489-
18-6 

Ro 31-8220 mesylate 553,7 DMSO 10mM 

D10 EI-
155 

123-78-4 D-erythro-Sphingosine 299,5 DMSO 10mM 

D11 EI-
196 

127243-
85-0 

H-89·2HCl 519,3 DMSO 10mM 

D12 EI-
158 

84478-
11-5 

H-8 265,3 DMSO 10mM 

E1 EI-
184 

91742-
10-8 

HA-1004·2HCl 366,3 DMSO 10mM 

E2 EI-
233 

103745-
39-7 

HA-1077·2HCl 364,3 DMSO 10mM 

E3 EI-
232 

125697-
93-0 

2-Hydroxy-5-(2,5-
dihydroxybenzylamino)benzoic 
acid 

275,3 DMSO 10mM 

E4 EI-
230 

127191-
97-3 

KN-62 721,8 DMSO 10mM 

E5 EI-
268 

139298-
40-1 

KN-93 501,0 DMSO 10mM 

E6 EI-
197 

109376-
83-2 

ML-7·HCl 452,7 DMSO 10mM 

E7 EI-
153 

105637-
50-1 

ML-9·HCl 361,3 DMSO 10mM 

E8 CC-
100 

452-06-2 2-Aminopurine 135,1 DMSO 10mM 

E9 CC-
202 

158982-
15-1 

N9-isopropyl-olomoucine 326,4 DMSO 10mM 

E10 CC-
200 

101622-
51-9 

Olomoucine 298,3 DMSO 10mM 

E11 CC-
201 

101622-
50-8 

Iso-olomoucine 298,3 DMSO 10mM 

E12 CC-
205 

186692-
46-6 

Roscovitine 354,4 DMSO 10mM 

F1 EI-
293 

24386-
93-4 

5-Iodotubericidin 392,1 DMSO 10mM 

F2 EI-
295 

62004-
35-7 

LFM-A13 360,0 DMSO 10mM 

F3 EI-
294 

152121-
30-7 

SB-202190 331,3 DMSO 10mM 
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F4 EI-
297 

172889-
27-9 

PP2 301,8 DMSO 10mM 

F5 EI-
298 

208260-
29-1 

ZM 336372 389,4 DMSO 10mM 

F6 EI-
306 

5812-07-
7 

SU 4312 264,3 DMSO 10mM 

F7 EI-
303 

146535-
11-7 

AG-1296 266,3 DMSO 10mM 

F8 EI-
307 

220904-
83-6 

GW 5074 520,9 DMSO 10mM 

F9 AC-
1121 

6865-14-
1 

Palmitoyl-DL-carnitine 436,1 DMSO 10mM 

F10 EI-
270 

82-08-6 Rottlerin 516,5 DMSO 10mM 

F11 EI-
147 

446-72-0 Genistein 270,2 DMSO 10mM 

F12 ST-
110 

486-66-8 Daidzein 254,2 DMSO 10mM 

G1 EI-
146 

63177-
57-1 

Erbstatin analog 194,2 DMSO 10mM 

G2 AC-
1142 

6151-25-
3 

Quercetin·2H2O 338,3 DMSO 10mM 

G3 AC-
1293 

  SU1498 390,5 DMSO 10mM 

G4 EI-
357 

4452-06-
6 

ZM 449829 182,2 DMSO 10mM 

G5 EI-
278 

195462-
67-7 

BAY 11-7082 207,2 DMSO 10mM 

G6 EI-
231 

53-85-0 5,6-dichloro-1-β-D-
ribofuranosylbenzimidazole 

319,1 DMSO 10mM 

G7 EI-
273 

  2,2',3,3',4,4'-Hexahydroxy-1,1'-
biphenyl-6,6'-dimethanol 
dimethyl ether 

338,3 DMSO 10mM 

G8 EI-
305 

129-56-6 SP 600125 220,2 DMSO 10mM 

G9 CC-
206 

479-41-4 Indirubin 262,3 DMSO 10mM 

G10 CC-
207 

160807-
49-8 

Indirubin-3'-monooxime 277,3 DMSO 10mM 

G11 EI-
299 

146986-
50-7 

Y-27632·2HCl 320,3 DMSO 10mM 

G12 EI-
310 

142273-
20-9 

Kenpaullone 327,2 DMSO 10mM 

H1 EI-
328 

121-40-4 Terreic acid 154,1 DMSO 10mM 

H2 EI- 35943- Triciribine 320,3 DMSO 10mM 
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332 35-2 

H3 EI-
336 

32387-
96-5 

BML-257 326,3 DMSO 10mM 

H4 EI-
343 

354812-
17-2 

SC-514 224,3 DMSO 10mM 

H5 EI-
344 

267654-
00-2 

BML-259 260,4 DMSO 10mM 

H6 EI-
345 

520-36-5 Apigenin 270,2 DMSO 10mM 

H7 EI-
346 

  BML-265 305,3 DMSO 10mM 

H8 A-
275 

53123-
88-9 

Rapamycin 914,2 DMSO 10mM 

 

 

Annexe 3 : carte du plasmide pMal – C2X (New England 
Biolabs) 
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Annexe 4 : carte du plasmide pMAL-KIT-ICD D816V 

 

 

 

Annexe 5 : séquences des CDR des 11 scFv anti-KIT-ICD 

 CDR-H1 CDR-H2 CDR-H3 CDR-L1 CDR-L2 CDR-L3 

D1 SYAMH  VISYDGSNKYYADSVKG  RHMGRDSGGGMDV  QGDSLRSYYAS  GKNNRPL  NSRDSSSNPWV  

D2 NYGMH  VISYDGSKIYYADSVKG  DPRRSGSYLDY  QGDSLRTYYAS  GKNNRPS  SSRDSSGNHPHWV  

D3 SYWMS  NIKHDGGDKYFLDSVKG  DRGYFDL  QGDSLKSYYAS  GKNNRPS  NSRDSSGNPRV  

D4 SYGMH  VISYDGSNKYYADSVKG  MSLSSGFDY RASEGIYHWLA  KASSLAS  QQYHTISRT 

D5 NYWMS  IIKQDGSEKYYVDSVRG  AGIPLSGKGKYYFDS QGDSLRSYYAS  NKNNRPS  NSRDSSSTHRGV 

D6 SFAMS  AISGSGGSTYYADSVKG  EQGPITD  QGDSLRSYYAS  GKNNRPS  QAWDSSTSIV 

D7 SYAMH  VISYDGSNKYYADSVKG  RLPGKGYFDY RASQGISTWLA  TASSLQR  QQANSFPYT  

D8 NYGLH  FIGRDGDNKYYADSVKG  DHYGGNKFNWYFDL  QGDSLRSYYAS  GENNRPS  NSRDNTGNHVV  

D9 SYSMN  VISGSGGSTYYADSVKGR  RGWFGDPPIDY  QGDSLRSYYAS  ANTHRPS  NSRDNSGNHLV  

D10 SYAMS  AISGSGASKYYADSVKGR  RGMASGVTGRHYFDY  QGDSLKSYYAS  GENRRPS  NSRDSSGNRV  

D11 NYGIH  VISYDGSYKYYTDFVKG  RGGTRYPEAFDI  TGTSSDVGGYNYVS  EVGKRPS  SSYTSTSTLVV 
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Annexe 6 : Đaƌte du plasŵide d’eǆpƌessioŶ eukaƌǇote des sĐFv  
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Abstract : 

When overexpressed or constitutively active by mutation, the tyrosine kinase receptor KIT is 

involved in some proliferative diseases such as gastro-intestinal stromal tumors (GIST), 

mastocytosis and some leukemia. Therefore, KIT signaling represents a major target in 

oncology. Development of a new therapeutic class called tyrosine kinase inhibitors is in full 

expansion. A major example of TKI is imatinib which targets KIT and is efficient in the 

majority of GIST cases. However, TKI treatment is often unpaired by primary or acquired 

resistance due to secondary mutations. That is why we aim to develop new compounds to 

target KIT or associated signaling pathways by three strategies. 

We have recently shown that oncogenic KIT mutants are intracellularely localized whereas 

WT KIT is expressed at the cell surface. Kinase activity inhibition leads to membrane 

mutants͛ relocalization. Based on this finding, we developed and validated a screening assay 

ŵeasuƌiŶg ŵutaŶts͛ ƌeloĐalizatioŶ ďǇ ĐǇtoŵetƌǇ. CheŵiĐals liďƌaƌǇ sĐƌeeŶiŶg alloǁs us to 
select new KIT signaling inhibitors active on KIT mutant cell lines. 

We used phage display to generate scFv and VHH antibodies which are specific to KIT 

intracellular domain. When expressed in cytoplasm (they are called intrabodies), their 

ďiŶdiŶg oŶ KIT iŶhiďits kiŶase aĐtiǀitǇ diƌeĐtlǇ oƌ sigŶaliŶg paƌtŶeƌs͛ ƌecruitment. Selected 

intrabodies are specific to various KIT isoforms and their functional characterization is 

ongoing. KIT inhibitory intrabodies will be used to screen chemical libraries by ELISA for 

drugs that block intrabodies binding on KIT intracellular domain. We will then select 

molecules that potentially inhibit KIT oncogenicity. 

We developed scFv-Fc antibodies by phage display that recognize KIT extracellular domain. 

Two selected antibodies inhibit SCF induced signaling. In WT KIT expressing leukemic cell 

lines, we showed that antibody treatment reduces cell viability. Moreover, they also 

diminish cell proliferation of 2 imatinib sensitive and resistant mast cell leukemia cell lines 

(HMC1.1 and HMC1.2, respectively). They represent potential therapeutic tools for 

treatment of KIT involved diseases and for bypass TKI resistance of some mutants. 

Keywords: KIT – tyrosine kinase inhibitor – monoclonal antibody – phage display – 

intrabodies – gastro-intestinal stromal tumors – mastocytosis – leukemia 
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Résumé : 

LoƌsƋu͛il est suƌeǆpƌiŵĠ ou aĐtiǀĠ ĐoŶstitutiǀeŵeŶt paƌ ŵutatioŶ, le ƌĠĐepteuƌ tyrosine 

kinase KIT est impliqué dans le développement de pathologies prolifératives comme les 

mastocytoses, les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) et certaines leucémies. La 

voie de signalisation KIT représente donc une cible thérapeutique majeure en oncologie. Le 

dĠǀeloppeŵeŶt d͛uŶe nouvelle classe de molécules pharmacologiques appelées inhibiteurs 

de tyrosine kinase (ITK) est en plein essor. Un exemple majeuƌ d͛ITK est l͛iŵatiŶiď qui cible, 

entre autre, KIT et est efficace dans la plupart des GIST. Cependant, le traitement aux ITK est 

souvent confronté au phénomène de résistance primaire ou acquise par mutation 

secondaire. C͛est pouƌƋuoi Ŷous ĐheƌĐhoŶs à dĠǀelopper de nouveaux composés ciblant KIT 

ou les voies de transductions activées par ses formes oncogéniques, et ce par 3 approches. 

 

Nous avons récemment montré que les mutants oncogéniques de KIT ont une localisation 

intracellulaire alors que KIT sauvage est eǆpƌiŵĠ à la ŵeŵďƌaŶe. L͛iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀitĠ 
kinase des mutants restaure une localisation normale. A partir de cette observation, nous 

avons créé et validé un test de criblage par cytométrie mesurant la relocalisation de KIT 

muté à la surface cellulaiƌe. Le Đƌiďlage d͛uŶe ĐhiŵiothğƋue Ŷous a peƌŵis de sélectionner 

de nouveaux inhibiteurs de la signalisation KIT actifs sur des lignées cellulaires mutées pour 

KIT. 

Nous avons utilisé la technique du phage display pour sélectionner des anticorps au format 

scFv et VHH spécifiques de la partie intracellulaire de KIT mutant. Lors de leur expression 

daŶs le ĐǇtosol ;oŶ paƌle aloƌs d͛iŶtƌaďodiesͿ, leuƌ fiǆatioŶ au Ŷiǀeau de KIT iŶhiďe soit 
diƌeĐteŵeŶt l͛aĐtiǀitĠ kiŶase, soit le ƌeĐƌuteŵeŶt de partenaires de signalisation. Nous avons 

obtenu des intrabodies de différentes spécificités vis-à-vis des formes de KIT dont la 

caractérisation fonctionnelle est en cours Les intrabodies inhibiteurs seront utilisés pour 

cribler des chimiothèques par ELISA. Les molécules chimiques recherchées empêcheront la 

fixation des intrabodies sur la région intracellulaire de KIT. On sélectionnera donc des 

ŵolĠĐules iŶhiďaŶt poteŶtielleŵeŶt l͛oŶĐogĠŶiĐitĠ de KIT. 

Nous avons développé des anticorps au format scFv-Fc par phage display qui reconnaissent 

le domaine extracellulaire de KIT. Deux des anticorps sélectionnés inhibent donc la 

signalisation induite par le SCF. Dans des lignées de leucémie exprimant KIT WT, nous avons 

ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛utilisation de ces anticorps entraîne une diminution de la viabilité cellulaire. De 

plus, ils diminuent également la prolifération de lignées de leucémie à mastocytes sensibles 

et ƌĠsistaŶtes à l͛iŵatiŶiď (HMC11 et HMC12, respectivement). Ils représentent donc des 

outils thérapeutiques potentiels pour le traitement des pathologies impliquant KIT ainsi que 

pour contourner la résistance aux ITK de certains mutants. 

Mots-clés : KIT – inhibiteur de tyrosine kinase – anticorps monoclonal – phage display – 

intrabodies – tumeurs stromales gastro-intestinales – mastocytose – leucémie 


