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ABREVIATIONS

5-FU : fluorouracile

6-his : tag de 6 résidus histidines
A loop : boucle d’activation

AA : acide aminé
Ac : anticorps

ADCC : cytotoxicité cellulaire dépendante
des anticorps

ADN : acide désoxyribonucléique

AINS : anti-inflammatoires non stéroidiens
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 ymphoma 2 interacting
mediator of cell death

Boucle A : boucle d’activation

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

C helix : hélice de controle

Ca2+ :ion calcium

CaMKII : Ca2+/calmoduline-dépendante
protéine kinase |

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
pl6

CDR : complementarity determining
region

CH : domaine constant de la chaine lourde
d’un anticorps

CHK : Csk homologous kinase
CHO : cellule d’ovaire de hamster chinois
CHO-KL : cellules CHO sécrétant du SCF

Co-IP : co-immunoprécipitation
CSD : chronic sun-induced damage

CSF-1 : Colony stimulating factor 1
receptor

CTLAA4 : Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4

Cy : cyanine
DAG : diacylglyécrol

DAPI : 4',6'-diamidino-2-phénylindole
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DC : cellules dendritiques

DFG : motif Asp-Phe-Gly de la boucle
d’activation

DMSO : diméthylsulfoxyde
ECD : domaine extracellulaire

EGFP : enhanced green fluorescent
protein

EGFR : récepteur a I'endothelial growth
factor

ELISA : enzyme linked immunosorbent
assay

Endo H : N-acetylglucosaminidase H

EpCam : molécule d’adhésion des cellules
épithéliales

EPHA2 : ephrin type-A receptor 2

EPO : érythropoiétine

Erk : extracellular-signal-regulated kinase
ETO : eight twenty-one

Fab : fragment de liaison a I'antigene

Fc : fragment cristallisable d’un anticorps

FceRl : récepteur de haute affinité pour le
fragment Fc de I'lgkE

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
IP5 : inositol triphosphate

IPTG : Isopropyl! B-D-1-
thiogalactopyranoside

ITK : inhibiteur de tyrosine kinase
Jak : Janus kinase
JM : juxtamembranaire
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JNK : c-Jun N-terminal kinases
Kb : kilobase
KD : kinase dead

kDa : kilodalton

KID : kinase insert domain

LAM : leucémie aigué myéloide

LB : lymphocytes B

LLC : leucémies lymphoides chroniques
LMC : leucémie myéloide 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
Pip, : phosphatidyl inositol diphosphate

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

PKC : protein kinase C
PLCy : phospholipase Cy

PSMA : prostate specific membrane
antigen

pY : phospho-tyrosine
RE : réticulum endoplasmique

RTK : récepteur tyrosine kinase

SCF : stem cell factor
SCLC : cancer du poumon a petites cellules
SDH : succinate déshydrogénase

Sf9 : cellules d’insecte Spodoptora
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

SVF : sérum de veau feetal
Syk : Spleen tyrosine kinase
TGFp : 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 chaine lourde
VL : fragment variable de la chaine légere

W : white spotting

WT : wildtype
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AVANT-PROPOS

Ce travail de thése a été réalisé au sein de deux équipes situées au Laboratoire de Biologie et
de Pharmacologie Appliquée (LBPA) et a [l'Institut de Recherche en Cancérologie de
Montpellier (IRCM). L’équipe du Dr André Pelegrin a I'lRCM est spécialisée dans le ciblage de
différents récepteurs tyrosine kinase (RTK) comme la famille human epidermal growth factor
receptor (HER) et Axl par des anticorps thérapeutiques. Les thémes de recherche de I'équipe
du Pr Christian Auclair au LBPA portent sur I'inhibition de RTK, plus particulierement KIT, par
des molécules pharmacologiques.

L’objectif initial de cette these était le développement de nouvelles thérapeutiques visant a
inhiber la voie Stem Cell Factor (SCF)/KIT oncogénique. KIT est un récepteur tyrosine kinase
activé par la fixation de son ligand le SCF. lls 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.

Dans un premier temps, I'introduction présentera la physiologie du récepteur KIT et du SCF,
ainsi que leur implication dans différentes pathologies, notamment en oncologie. Par la
suite, nous aborderons les différentes stratégies de thérapie ciblée en oncologie, a savoir
I'utilisation de petites molécules pharmacologiques inhibitrices d’activité enzymatique clé
dans I'oncogenése et |'utilisation d’anticorps monoclonaux.

Nous présenterons ensuite les résultats obtenus par les 3 approches de ciblage de KIT
adoptées durant ce travail : tout d’abord nous décrirons la mise au point d’un test de
criblage de petites molécules inhibitrices ; par la suite nous détaillerons la génération
d’anticorps intracellulaires dirigés contre le domaine intracellulaire du récepteur KIT. Puis
nous finirons par exposer la caractérisation d’anticorps ciblant le domaine extracellulaire 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 I'activation de I'enzyme. La
signalisation qui en découle régule de nombreuses fonctions de I'organisme et peut parfois
étre impliquée dans des phénomenes d’oncogeneése.

1. Présentation de I’axe KIT/SCF

a) Roéle physiologique de I’axe KIT/SCF

Au sein d’'un étre vivant, les différentes fonctions biologiques sont régulées grace a des
systémes de communication entre les cellules. L’axe SCF/KIT représente une de ces voies de
signalisation ; la liaison du SCF permet a une cellule exprimant le récepteur KIT a sa surface
d’intégrer un signal venant de son environnement et de le traduire en réponse cellulaire. Le
SCF et KIT sont exprimés de fagon simultanée dans différents lieux de I'organisme et sont
essentiels au développement embryonnaire ; en effet, 'absence de KIT et/ou de SCF chez la
souris se traduit par une mort in utero ou périnatale due a une anémie macrocytaire (Motro
etal.,, 1991).

L’axe SCF/KIT permet également la régulation des fonctions de certains types cellulaires a
I’age adulte. L'étude des souris présentant des mutations naturelles aux loci Steel (S/) et
White spotting (W) (codant pour le SCF et KIT respectivement) a permis de mettre en
évidence les nombreuses fonctions du couple SCF/KIT. Ces souris, dont I'activité de I’axe
SCF/KIT est plus ou moins affectée en fonction des mutants, présentent un large spectre
d’altérations de leurs fonctions physiologiques : 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 phénomeénes inflammatoires
(Motro et al., 1991). Il a été montré par la suite qu’a I'état embryonnaire, KIT est exprimé
dans les cellules impliquées dans ces différentes fonctions: les cellules souches
hématopoiétiques, les mastocytes, les cellules germinales primordiales, les mélanocytes, les
cellules interstitielles de Cajal (intestin) et les neurones. Le SCF est exprimé dans
I’environnement de ces cellules lorsqu’elles migrent puis dans leur niche ; c’est-a-dire le lieu
ou se développera ce lighage par la suite, composé des cellules elles-mémes 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 role dans
I'ostéogénése. A I'dge adulte, KIT continue de jouer un réle dans I’hématopoiése, la
reproduction, I'immunité, le développement et les fonctions des mélanocytes et dans la
motricité digestive.
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e Hématopoiése et immunité

KIT joue un role primordial dans ’"hématopoiése foetale qui a lieu dans le foie, le sac vitellin
puis la moelle osseuse ; il participe notamment au maintien du réservoir de cellules souches
hématopoiétiques ainsi qu’a la formation du lignage érythroide dans lequel il coopére avec
I’érythropoiétine (EPO) (Munugalavadla and Kapur, 2005). On observe également une
expression de KIT au niveau des précurseurs lymphocytaires B et T au sein du foie foetal
(Broudy, 1997).

A I'age adulte, 'activité de KIT reste requise dans la rate et la moelle osseuse pour
I’'hnématopoiese ; tout comme fms-like tyrosine 3 kinase (FLT3), un autre RTK de la méme
famille, il joue un role important dans I’'hématopoiese précoce chez la souris et chez
I'Homme. On peut noter certaines différences concernant I'expression de ces 2 RTK : chez la
souris, les cellules souches hématopoiétiques expriment KIT mais pas FLT3 ; leur survie est
donc dépendante de FL, le ligand de FLT3. La perte de I'expression de FLT3 est corrélée a la
perte d’auto-renouvélement des cellules qui deviennent alors des progéniteurs, c’est-a-dire
des cellules qui ont perdu la capacité d’auto-renouvélement mais qui donnent naissance a
plusieurs lignages. A linverse, chez I'Homme, les cellules souches hématopoiétiques
expriment faiblement KIT mais sont dépendantes de FL pour leur survie (Sitnicka et al.,
2003). Lorsque les cellules s’engagent dans une voie de différenciation (on parle alors de
précurseurs), certaines perdent I'expression de KIT. Les cellules hématopoiétiques matures
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 hématopoiétiques chez
'Homme.
+ : cellules exprimant KIT, +/- : KIT est exprimé par certaines sous-populations.

bright " <ont sensibles au SCF ;

La sous-population périphérique de NK exprimant KIT, les CD56
celui-ci agit en synergie avec I'IL-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
basophiles et les mastocytes sont des effecteurs des phénomeénes d’inflammation et
d’allergie ; ils partagent la méme morphologie et les mémes fonctions (Kocabas et al., 2005).
L'origine de ces deux types cellulaires n’est pas bien définie, certaines publications

proposant une origine commune, d’autres non (Voehringer, 2013).

Le rble de I'axe SCF/KIT est crucial pour le développement des mastocytes : les souris
déficientes pour l'un ou l'autre présentent une absence quasi totale de mastocytes
(Kitamura et al., 1978). En plus d’activer leur 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 a la matrice extracellulaire ainsi que la synthése 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 derniéres, qui présentent les antigenes aux lymphocytes T (LT),

18



promeuvent la différenciation et la polarisation des LT helper (Th). L'activation des DC par
certains stimuli peut induire I'expression de KIT et/ou du SCF par celles-ci ; elles vont alors
sécréter de I'lL-6 qui promeut la polarisation de Th en Th2 et Th17 (Krishnamoorthy et al.,
2008). De plus, il semblerait que KIT ait un réle dans la régulation de I'activité de DC. Le
gleevec ou imatinib, est un inhibiteur de kinases qui cible de KIT ; les DC expriment KIT et
I’activation de cette signalisation inhibe I'activation des NK par les DC. Le traitement des DC
par I'imatinib restaure leur capacité a activer les NK. Ces derniers expriment également KIT
mais ne sont pas sensibles au traitement pas I'imatinib (Borg et al., 2004).

e Mélanogéneése

Le role de I'axe SCF/KIT dans la mélanogénése a été décrit trés tot puisque les études sur le
locus W codant pour KIT chez la souris datant du début des années 1900 montraient un
défaut de pigmentation (Russell, 1949). L'expression du SCF et de KIT promeut la survie des
précurseurs des mélanocytes et leur permet de migrer de la créte neurale a I'épiderme
durant le développement de I'embryon murin et humain (Wehrle-Haller, 2003). A I'dge
adulte, le SCF n’est plus exprimé dans le derme murin et les mélanocytes sont présents
uniquement dans le bulbe pileux. Chez 'Homme en revanche, le couple KIT/SCF est
nécessaire a la survie des mélanocytes lors de la migration dans le derme et dans I'épiderme
(Yoshida et al., 2001) ; le SCF est exprimé par les kératinocytes de I'épiderme, maintenant la
stimulation des mélanocytes voisins qui expriment KIT.

e Reproduction

On observe une expression de KIT et du SCF par les cellules germinales primordiales
lorsqu’elles commencent a proliférer et migrer du mésentere dorsal vers les gonades
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, ou il est sécrété par les cellules de soutien, qui sont les cellules de Sertoli chez le
male et la granulosa chez la femelle (Sette et al., 2000). Chez la femelle, KIT et son ligand
sont exprimés par les ovogonies, c’est-a-dire les cellules en prolifération qui sont a I'origine
du stock de gametes. Une fois la phase de prolifération terminée, les cellules entrent dans
une phase de différenciation et on observe un arrét de I'expression de KIT ; chez la femelle,
cette étape correspond a I'entrée dans la méiose, on parle alors d’ovocytes primaires (Hgyer
et al., 2005).

Puis chez I’adulte, I'expression de KIT est nécessaire a la production de gameétes matures en
réponse aux hormones gonadotrophiques : chez le male cela correspond a la prolifération et
la survie des spermatogonies (seules cellules qui proliferent pendant la spermatogénése) et
les cellules de Leydig, et chez la femelle a la croissance et la différenciation des ovocytes. De
plus, les cellules de soutien aux cellules germinales, c’est-a-dire les cellules de Sertoli et de Ia
granulosa, expriment le SCF.
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Il existe une forme tronquée de KIT, tr-KIT (cf c) i. le géne c-kit) qui est exprimée a la fin de Ia
spermatogéneése (a partir du stade spermatocyte) et semble étre localisé au niveau de la téte
du spermatozoide; il joue un rble dans l'activation de l'ovocyte en stimulant la
phosphorylation de la phospholipase y (PLCy), bien qu’il soit dépourvu d’activité kinase, ce
qui suggére qu’il interagit avec une autre kinase (Rossi et al., 2003).

e Motricité intestinale

KIT est également impliqué dans la formation de cellules particulieres du tractus digestif, les
cellules interstitielles de Cajal (ICC). Ces cellules d’origine mésenchymateuse sont situées
dans les couches musculaires de I'cesophage jusqu’au rectum. Elles sont organisées en
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 car elles sont dotées d’une activité électrique spontanée.

Figure 2 : visualisations d’ICC par microscopie.

Gauche : culture primaire d’ICC murines observée par microscope a contraste de phase. SMC,
cellules du muscle lisse, barre = 25 um. (Lee et al.,, 1999). Droite: observation par
microscopie confocale d’ICC (en rouge) et de neurones (en vert) de coupe d’intestin humain
(Chen et al., 2007).

Aprés la naissance, les précurseurs mésenchymateux communs aux ICC et aux cellules
musculaire lisses se différencient en I'un ou l'autre, en fonction de la présence de SCF ou
non respectivement (Ward and Sanders, 2001). Chez les personnes présentant des pertes de
fonction de KIT, comme dans le piébaldisme, un des symptomes est une constipation
chronique, liée a I'absence de ces cellules.

e Systéme nerveux

L'implication du couple SCF/KIT dans le développement et le fonctionnement du systéeme
nerveux n’est pas encore bien définie.

Lors du développement murin, I’axe KIT/SCF est impliqué dans I'organisation du tube neural
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 I'adulte, on observe une co-expression du SCF et de KIT dans le cerveau au niveau du
bulbe olfactif, du cortex cérébral, de I'hippocampe et du cervelet (Motro et al.,, 1991).
L'expression de KIT semble étre présente dans les neurones et dans la glie, alors que celle du
SCF serait restreinte aux neurones. La migration des axones des neurones des ganglions de la
racine dorsale semble étre influencée par son expression au niveau de leurs cibles (peau,
motoneurone de la moelle épiniere).

On observe une implication de I'axe SCF/KIT lors de réparation d’une blessure au cerveau
(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 a 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) ne I'est pas
(Lourenssen et al., 2000).

Cependant, a ce jour peu de défauts du systeme nerveux ont été reliés a une perte de KIT ou
du SCF. En plus d’une capacité réduite des axones a repeupler une blessure, il a été montré
gu’une perte de KIT entraine un défaut d’apprentissage spatial dépendant de I'hippocampe
(Katafuchi et al., 2000). Il y a sans doute peu d’autres défauts neurologiques majeurs
observés car les neurones sensibles au SCF sont également dépendants d’autres facteurs,
notamment le NGF.

b) Le SCF, le ligand de KIT
i. LegeneduSCF

Le SCF est le ligand du récepteur KIT. Son géne est situé au locus S/ du chromosome 12
humain et 10 chez la souris et est composé de 9 exons.

Apres transcription, le pré-ARN messager (ARNm) subit un épissage alternatif qui produit 2
ARNm : ’ARNm SCF**® contient I'exon 6 qui code pour un site de clivage protéolytique et
produit une protéine de 248 acides aminés (AA) aprés traduction; en revanche sur ’ARNm
SCF*?, I’exon 6 est éliminé, on obtient aprés traduction une protéine de 220 AA (Broudy,
1997).

ii. Laprotéine SCF

La traduction de 'ARNm SCF248 donne naissance a une protéine membranaire 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 dimére non covalent de 28 a 40 kDa en
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fonction de son taux de glycosylation. Sa concentration dans le sérum est d’environ 3,3
ng/mL (Langley et al., 1993).

La traduction de ’ARNm SCF** produit le SCF membranaire, dépourvu du site de clivage et
retrouvé sous forme de dimeéres (figure 3).

A Transmembrane

1 c-Kit binding domain 220

SCF?20 N =f} Cc
Exon 6
R

1 165 248

scre N—] ) e —c
A

Cleavage site

1 165
SCF'® N ={] j—C
B SCF1%
mSCF sSCF
(membrane bound) (soluble)

< Proteolysis

SCF2#2 SCE2:8

Figure 3 : représentation schématique des épissages alternatifs du SCF et différentes
protéines produites.

A : 2 ARNm sont produits aprés épissage alternatif et donnent naissance aux protéines SCF
et SCF*®. L’ARNm du SCF*® ne contient pas I'exon 6 qui code pour le site de clivage
protéolytique. L'ARNm du SCF**® contient I'exon 6 qui code pour le site de clivage
protéolytique ; le clivage du SCF** produit une protéine de 165 AA. B : le SCF**° reste ancré
dans la membrane plasmique ou il dimérise. Le SCF**® est clivé au niveau de son domaine
extracellulaire pour étre libéré puis va dimériser (Lennartsson and Rénnstrand, 2012).
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Les deux formes de SCF peuvent se lier a 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 PLCy n’est activée que par le SCF membranaire (Gommerman et al., 2000).
Les deux formes de SCF présentent des patterns d’expression différents: dans les
fibroblastes, le thymus, la moelle et le cerveau, la forme soluble est prédominante alors que
dans la rate, les testicules, le placenta, le coeur et le cervelet, on retrouve une expression des
deux formes (Huang et al., 1992).

Il existe des souris portant une mutation dans le géne 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 suggere que les rbéles des deux formes de SCF ne sont pas
redondants au sein de I'organisme (Brannan et al., 1991).

c) Le récepteur tyrosine kinase KIT
i. Legene c-kit

Le géne c-kit a été décrit pour la premiére fois en 1986 chez le chat, ’humain et la souris,
comme étant I’équivalent cellulaire de I'oncogéene viral porté par le rétrovirus félin HZ4-FeSV
(Hardy-Zukerman 4 Feline Sarcoma Virus) étant a 'origine de fibrosarcome (Besmer et al.,
1986). Le role du géne c-kit chez la souris était en réalité déja bien caractérisé car il est situé
au locus W présentant des mutations naturelles dont les phénotypes associés étaient
étudiés des les années 60 (MCCULLOCH et al.,, 1964); mais l'identification du locus W
comme codant pour le gene c-kit n’a été fait qu’en 1988 (Chabot et al., 1988).

C-kit est un géne de 82 Kb, situé sur le bras long du chromosome 4 chez 'Homme
(chromosome 5 chez la souris) et composé de 21 exons: les exons 2 a 9 codent pour le
domaine extracellulaire, 'exon 10 pour le domaine transmembranaire et les exons 11 a 20
pour le domaine intracellulaire (figure 4).

Transcrit y — y — T TF e
(5,2 Kb) 2 4150 6 417781 8 Ja

Protéine
(976 AA, 145kDa) N m - ¢
|

Domaine Domaine Domaine
extracellulaire Ig-like  transmembranaire intracellulaire kinase

Membrane

D 114 123 12

Figure 4 : organisation schématique de I’ARNm et de la structure de la protéine KIT.

En haut, découpage des différents exons de I’ARNm codant pour KIT. En bas, organisation
structurale de la protéine KIT de I'extrémité N-terminale (N) extracellulaire a I'extrémité C-
terminale (C) cytoplasmique.

La transcription du gene c-kit produit au moins 4 transcrits d’environ 5 Kb dont les deux plus
décrits sont les formes GNNK™ et GNNK" : ils résultent de I'épissage alternatif de I'exon 9,
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 correspond a I'extrémité
cytoplasmique du récepteur, de I'intron 16 a la queue C-terminal. Il a été montré que cette
forme particuliére de KIT est exprimée a la fin de la spermatogénese (a partir du stade
spermatocyte) au niveau de la téte du spermatozoide et joue un réle dans la fécondation ;
en effet il a été montré que l'injection de cette forme tronquée dans un ovocyte induit son
activation (Rossi et al., 2003).
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ii. LaprotéineKIT

La protéine KIT est un récepteur transmembranaire a activité tyrosine kinase qui fait partie
de la famille des RTK de type Il comme les platelet derived growth factor receptor (PDGFR)
o et B, 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
fonction de son état de glycosylation. En partant de I'extrémité COOH, on trouve d’abord la
partie extracellulaire composée de 5 domaines Ig-like (Qiu et al., 1988; Blechman et al.,
1993), un domaine transmembranaire unique et un domaine intracellulaire portant I'activité
kinase (figure 5).
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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 a activité tyrosine
kinase (Mol et al., 2003).

e Le domaine extracellulaire (524 AA) : on trouve tout d’abord une séquence signal de 25
AA qui permet d’adresser la protéine au Golgi puis est rapidement éliminée.
Il est ensuite composé de 5 domaines Ig-like contenant des résidus cystéines qui
permettent de stabiliser leur structure en boucle grace 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 role important dans la répulsion des monomeres de KIT
en absence de SCF.
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Le domaine extracellulaire possede 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).
e Le domaine transmembranaire (21 AA) est formé d’une hélice o hydrophobe.
e 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 3
et d’'une hélice a (hélice controle ou C helix) qui fixe 'adénosine triphosphate (ATP) et le
grand lobe en C-terminal, composé d’hélices a. et qui contient la boucle d’activation (A loop)
et fixe les substrats (figure 6). La famille des RTK de type Il se différencie des autres par la
présence d’un insert (KID) au milieu du domaine kinase (77 AA pour KIT) (Severinsson et al.,
1990). Le site catalytique se situe a l'interface des 2 lobes ; leur mouvement relatif permet
I’entrée et la sortie de I’ATP, ainsi que des substrats phosphorylables.

A

C-Helix

KID

Activated Autoinhibited

Figure 6 : représentation des structures secondaires du domaine intracellulaire de KIT.
A I'extrémité N-terminale, on trouve le domaine juxtamembranaire (rouge), puis le lobe N qui
est essentiellement formé de feuillets B (jaune foncé) et d’'une hélice a, I’hélice de contrdle (C-
Helix en jaune clair). Le lobe C est constitué d’hélices a (bleu) et contient la boucle d’activation
(A loop en vert). A : conformation active de KIT, avec la boucle d’activation déployée. Le KID
n‘est pas représenté car ne peut étre cristallisé. B: conformation inactive, ou la boucle
d’activation sert de pseudo-substrat dans le site catalytique (Mol et al., 2004).

Le domaine juxtamembranaire (JM) présente une activité auto-inhibitrice sur I'activité
kinase du récepteur. En effet, lorsque le récepteur est en conformation inactive, le domaine
JM s’insére entre les 2 lobes, bloquant ainsi I'entrée du site catalytique (Laine et al., 2011) et
maintenant ainsi la kinase en configuration statique fermée ; il empéche alors, par
encombrement stérique, le déploiement de la boucle d’activation qui est compactée entre
les 2 lobes comme un pseudo-substrat dans le site actif (Mol et al., 2004).
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En conformation active, la boucle A s’étend vers le domaine JM qui est completement
exposé ; ceci libére I'entrée du site catalytique pour I’ATP et les substrats. La boucle A est
alors dans une conformation qui permet la liaison des peptides substrats, pour qui elle sert
de plateforme (Huse and Kuriyan, 2002).

La boucle d’activation, et plus particulierement le motif Asp-Phe-Gly (DFG 810-812) tres
conservé au sein des kinases situé a sa base, joue un réle trés important dans I'activité de la
kinase puisqu’elle lie le magnésium qui coordonne les groupements phosphates de I'ATP
(table 1).

L’hélice C est en contact direct avec la boucle d’activation et la lysine 623 qui coordonne les
groupements phosphates de I'ATP, ce qui en fait un régulateur important des modifications
de conformation de la kinase (table 1).

Residue or motif

Signal sequence 1-22
Extracellular domain 23-520
Transmembrane segment 521-543
Juxtamembrane domain 544-581
JM phosphorylation sites 568, 570
Protein kinase domain 582-937
Glycine-rich nucleotide-binding loop 596-601
Phosphate-binding lysine 623
a«C-Helix glutamate 640
Kinase insert domain 685-761
Kinase insert domain phosphorylation sites 703, 721, 730
Catalytic aspartate 792
Catalytic loop (HRDLAARN) 790-797
Activation loop beginning: DFG 810-812
Activation loop end: APE 837-839
Activation loop pTyr 823
C-terminal phosphorylation site 900, 936
Number of encoded amino acids 976

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

d) L’activation de KIT par le SCF

KIT est présent a la membrane plasmique sous forme monomérique inactive (Roskoski Jr.,
2005). La fixation d’un dimere de SCF entraine la dimérisation de 2 monomeres de KIT.
Chaque monomere de SCF interagit avec les domaines Ig-like D1, D2 et D3 d’un monomere
de KIT (Yuzawa et al.,, 2007) (figure 7). On observe ensuite une forte modification de
I'orientation des domaines D4 et D5 qui interagissent alors avec ceux du monomeére associé.
Les interactions D4-D4 et D5-D5 stabilisent la région extracellulaire du dimére (Liang, 2013).
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Figure 7 : structure cristallographique d’un dimére de SCF et du domaine
extracellulaire d’'un dimeére de KIT.

Les 5 domaines Ig-like de KIT D1 a D5 sont représentés en bleu, vert, jaune, beige et mauve
clair ; le dimére de SCF est représenté en mauve foncé (Yuzawa et al., 2007).

Les domaines transmembranaires et intracellulaires des 2 monomeres de KIT sont alors
rapprochés et chaque domaine kinase va servir a la fois d’enzyme et de substrat a celui du
monomere associé. L'activation de KIT va entrainer des modifications conformationnelles
intracellulaires, essentiellement au niveau du domaine JM et de la boucle d’activation. Le
premier événement de I'activation de KIT est la phosphorylation du domaine JM au niveau
des résidus tyrosine 568 et 570 ; ceci modifie sa conformation, I’éloigne de I'entrée du site
catalytique et léve l'auto-inhibition. La boucle d’activation se déplie pour adopter sa
conformation active et I'entrée 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
tyrosine 823 de la boucle d’activation stabilise sa conformation active. Il est a noter que
toutes les phosphorylations sur tyrosine du récepteur sont réalisées par KIT lui-méme (trans-
phosphorylation par le monomere associé), a I'exception de la tyrosine 900 qui 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, Ick, hck, blk, yrk,
srm et frk (Sen and Johnson, 2011).

L’activation de KIT par le SCF entraine une modification de sa localisation membranaire : une
fois phosphorylé, KIT est localisé dans les rafts lipidiques. Cette localisation est nécessaire
pour enclencher la signalisation qui découle de I'activation de KIT (Jahn et al., 2007). KIT est
alors actif et va recruter des partenaires de signalisation : c’est ainsi que I'information 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,
721, 730, 900 et 936) vont servir de site d’ancrage pour ses partenaires de signalisation via
leurs domaines src homology 2 (SH2), la tyrosine 823 n’ayant pas de partenaire connu a ce
jour. Le signalosome du récepteur KIT a donné lieu a de nombreuses publications ; la figure 8
récapitule les interacteurs décrits de KIT, bien que les résultats des différentes études
différent parfois.

_cbl

Y568

Y570

Y703
Y721 | |p85

Y730

Y900

Y936

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
apres fixation du SCF ; c’est lui qui recrute le plus de partenaires, comprenant des molécules
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 sert de site d’ancrage a
I’'E3 ubiquitine-ligase Casitas B-lineage Lymphoma (Cbl) ainsi qu’a la protéine adaptatrice
Growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) (Wollberg et al., 2003). Il semble que I'effet
majeur consécutif a la liaison d’APS soit la dégradation du récepteur.

Cbl peut également étre 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). Cbl nécessite non seulement d’étre
phosphorylé par les SFK, mais aussi d’étre recruté sur les phospho-tyrosines de KIT pour
I"'ubiquitinyler. Les SFK jouent un role central dans I'internalisation de KIT et I'activation de la
signalisation consécutive a la fixation du SCF.

Lyn et fyn, qui font partie de la famille des SFK, sont également recrutées sur pY568-pY570
grace a leur domaine SH2 et activent la voie Rac/c-Jun N-terminal kinase (JNK) ainsi que
extracellular-signal-regulated kinase (Erk) 1/2 d’une maniére 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) a différents niveaux. Une fois phosphorylée, elle devient alors un site
d’ancrage pour Grb2 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 a son of
sevenless (sos) qui est un facteur d’échange de nucléotide 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 a pY570 et 568 respectivement
(Kozlowski et al., 1998). Shp1 atténue I'activité kinase de KIT en le déphosphorylant, limitant
son action proliférative. Shp2 quant a lui, ne semble pas avoir d’activité phosphatase sur KIT
mais permet de transmettre les signaux de prolifération et de survie liés a I'activation 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 particuliére.
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La protéine adaptatrice Ink, qui fait partie de la famille d’APS, se lie a pY568 via son domaine
SH2 (Gueller et al., 2008). Elle est exprimée dans les tissus hématopoiétiques et inhibe les
voies de signalisation activées par KIT, probablement en recrutant Cbl ce qui entraine la
dégradation de KIT. De plus, elle a été décrite comme inhibant les SFK et joue donc aussi un
réle 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 méme famille est également recrutée sur le récepteur mais le
site de liaison n’est pas décrit (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 liaison de SOCS6 est également décrite comme inhibant I'activité des MAPK (Bayle et al.,
2004).

La protéine adaptatrice Grb2 est recrutée par les pY703 et 936 (Thommes et al., 1999).
Contrairement au recrutement indirect de Grb2 par shp2 et shc sur pY568-570, le
mécanisme principalement impliqué ici est la liaison a Cbl et donc la dégradation de KIT (Sun
et al., 2007).

La phospho-tyrosine 721 sert de site d’ancrage pour 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
qgue p85 forme un complexe avec Gab2 et shp2 qui régule la voie PI3K. La phosphorylation
de shp2 semble favoriser I'interaction de p85 avec KIT et activer la voie PI3K (Mali et al.,
2012).

La phospho-tyrosine 730 active la PLCy (Gommerman et al., 2000) (voir I.1.f) les voies de
signalisation intracellulaire activées par I’axe KIT/SCF).

La phospho-tyrosine 900 recrute les molécules adaptatrices crkL et crk Il par I'intermédiaire
de p85 (Sattler et al., 1997; Lennartsson et al., 2003) ; le réle de ces interactions avec KIT
n’est pas encore bien établi mais il semblerait passer par une liaison des crk avec Cbl et donc
conduire a une dégradation de KIT.

En plus d’APS, Cbl et Grb2, la pY936 fixe la protéine adaptatrice Grb7 par son domaine SH2.
Son réle dans la signalisation KIT n’a pas encore été bien défini, mais il a été décrit dans
d’autres systemes comme activant Ras et jouant un rble important dans la migration
(MclIntyre et al., 2005a; Lennartsson and Ronnstrand, 2012).

f) Les voies de signalisation intracellulaires activées par I’axe KIT/SCF
e lavoie de la PI3K

La PI3K est une lipide kinase qui, lorsqu’elle est activée par le SCF, est impliquée dans la
survie, la prolifération et la migration. Cette voie est activée lorsque sa sous-unité régulatrice
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p85 se lie a 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) a la membrane cellulaire ou elle phosphoryle la sérine/thréonine
kinase Akt. Il semblerait qu’une seconde phosphorylation d’Akt par mammalian Target Of
Rapamycin (mTOR) soit nécessaire a son activation complete. L’activation d’Akt promeut 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 facteur de transcription Foxo3. Une des cibles d’Akt est mTOR, qui une fois
activée régule de nombreuses fonctions cellulaires comme la synthese protéique, la survie et
I’organisation du cytosquelette.

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 étre activée par recrutement direct sur pY721, mais aussi indirectement
par le motif dityrosine et par les pY703 et 936 via Gab2.

e Lavoie des MAPK

La voie des MAPK constitue I'une des voies principales de transmission des signaux 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 a activité GTPase comme Rho, Ras ou Rac par l'intermédiaire de
facteurs d’échange, ce qui est a I'origine d’une cascade de phosphorylation : les MAPKKK
sont des sérine/thréonine kinases qui vont phosphoryler les MAPKK qui vont a leur tour
phosphoryler les MAPK qui seront, pour une population importante d’entre elles,
transloquées au noyau (figure 9). Il existe 5 grandes familles de MAPK : JNK (1, 2, 3), p38
(o, B, 7y, 0), Erk (1 et 2), Erk (3 et 4) et Erk 5, les plus étudiées chez la mammiferes étant JNK,
p38 et Erk 1/2.
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Figure 9 : représentation schématique de I’activation de la voie des MAPK.
Les récepteurs activés recrutent les facteurs d’échange par l'intermédiaire des protéines

adaptatrices. Les GTPases sont activées par les facteurs d’échange et activent la cascade des
MAPK.

La voie des MAPK est régulée de nombreuses facons grace a 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 produits de la PI3K activent le facteur d‘échange vav qui convertit
Rac-GDP en Rac-GTP, activant ainsi JNK (Han et al., 1998). Ceci a pour effet d’activer, entre
autre, le facteur de transcription c-Jun qui induit la prolifération cellulaire.

CHK et Ink sont décrites pour inhiber les SFK, on peut donc penser qu’elles ont également un
role de régulateur négatif sur les MAPK.
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Figure 10 : différents niveaux d’activation des MAPK par KIT.
La voie des MAPK peut étre activée par KIT grace au recrutement des molécules adaptatrices

Grb2 et shp2. De plus, I'activation des SFK peut conduire a I'activation des MAPK en
phosphorylant shc et Gab2. La PI3K active de fagon indirecte Rac (pointillé).

e SFK

Cette famille de kinases est composée de nombreux membres dont certains interagissent
avec KIT lorsqu’il est phosphorylé, notamment fyn et lyn.

Lorsqu’elles sont activées par KIT, les SFK induisent la prolifération cellulaire et la migration.
Elles sont recrutées au niveau du motif dityrosine 568-570 phosphorylé puis phosphorylent
la tyrosine 900 afin que KIT soit entierement activé. L’activation des SFK diminue I'expression
de KIT surface car elles participent a son activation et donc a sa dégradation.

Elles jouent un rble 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 été montré qu’elles augmentent la phosphorylation de STAT3 (Shivakrupa and
Linnekin, 2005), de Cbl et d’APS, créant ainsi un site de fixation pour Cbl (Roskoski, 2005).

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

e PLCy

La PLCy activée par KIT stimule I'hydrolyse du phosphatidyl inositol diphosphate (PIP;) en
inositol triphosphate (IPs3) et diacylglycérol (DAG). Le DAG active la protéine kinase C (PKC)
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qui inhibe I'activité de KIT en le phosphorylant sur des résidus sérines (Blume-Jensen et al.,

1994). L'IP; augmente la concentration en ion calcium (Ca®") intracellulaire par 2
mécanismes : il promeut la mobilisation des stocks de Ca** du réticulum endoplasmique (RE)

et permet l'influx de Ca®* extracellulaire.

La voie de la PLCysemble étre activée essentiellement par le SCF membranaire
(Gommerman et al., 2000), ce qui protege les cellules de I"apoptose, notamment lors de
radiothérapie. La cytotoxicité induite par les rayonnements est due a I’activation du cycle 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
inhibe I'apoptose induite par le céramide (Maddens et al., 2002).

e 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 étre transloqués au noyau et induire la transcription de génes
cibles.

Le SCF induit I'activation de la voie Jak/STAT en phosphorylant Jak2 qui est constitutivement
associé a KIT (Weiler et al., 1996). Il y a ensuite une phosphorylation de STAT1a, STATS3,
STAT5a et b(Gotoh et al., 1996; Deberry et al., 1997; Brizzi et al., 1999). Les STAT ciblent un
tres grand nombre de genes, prés de 1000 genes pour STAT3 (Kidder et al., 2008). Leurs
effets sont donc tres variables, avec notamment la promotion de la prolifération et
I'inhibition de I'apoptose pour STAT3 et 5 et I'induction de la mort cellulaire pour STAT1.

Il est a 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 a 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 PLCy (Gommerman et al., 2000).

g) Mécanismes de régulation négative du signal SCF/KIT

L’activation des voies signalisation nécessite d’étre atténuée pour que le systeme se régule
et puisse étre réenclenché. L'existence de boucles de rétrocontréle négatif permet cet
équilibre entre déclenchement et arrét du signal. Il existe des régulations transitoires,
comme l'inhibition de I'activité kinase ou des voies en aval, et des mécanismes qui
dégradent les acteurs de la voie, nécessitant leur resynthése.
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e Inhibition de I'activité kinase

La fixation du SCF a KIT induit notamment I'activation de la PI3K qui permet la formation de
DAG et augmente le Ca*" intracellulaire. Ces 2 phénoménes ont pour effet d’activer 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 été impliqué dans la régulation négative du signal SCF/KIT car c’est une 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 a KIT et a plusieurs de ses partenaires (Grb2, vav) inhibant ainsi la
prolifération cellulaire en empéchant le recrutement des partenaires et en bloquant leur
phosphorylation (Sepulveda et al., 1999). SOCS6 se lie au domaine JM de KIT et réduit
I’activation des MAPK (Bayle et al., 2004). Les SOCS ont un rdle inhibiteur sur les kinases en
agissant comme un pseudo-substrat, bien que ceci ne soit pas encore décrit pour leur
inhibition de KIT.

e Dégradation du récepteur

Comme décrit précédemment, la phosphorylation de KIT induit sa relocalisation dans les
rafts qui est nécessaire a la signalisation (Jahn et al., 2007). De plus, la déplétion de cellules
en cholestérol membranaire réduit de facon dose-dépendante l'internalisation de KIT. Sa
localisation au niveau des rafts est donc également nécessaire a son internalisation et par
conséquent a sa dégradation (Jahn et al., 2002).

Les mécanismes conduisant a la dégradation de KIT ne sont pas encore pleinement élucidés :
certains travaux impliquent la voie lysosomale, d’autres la voie protéasomale. 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 étre endocyté dans des
puits a clathrine. Le contenu endosomal est ensuite dégradé soit apres fusion avec les
lysosomes soit par le protéasome. Certaines données suggérent que KIT serait mono-
ubiquitinylé par Cbl, ce qui entrainerait une dégradation lysosomale (Masson et al., 2006) ;
d’autres études démontrent une poly-ubiquitination de KIT, conduisant a sa dégradation
protéasomale et que l'utilisation d’inhibiteur du protéasome entraine une diminution de la
dégradation de KIT (Zeng et al.,, 2005). Il semble donc probable qu’il existe un ou des
carrefours.

Les SOCS font partie d’'un complexe qui peut également avoir une activité ubiquitine-ligase
(Piessevaux et al., 2008). Il a été montré que SOCS6 joue un role 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 réle important pour les formes oncogéniques de KIT qui sont souvent mal
repliées et en conformation instable (Fumo et al., 2004). C'est pourquoi I'utilisation d’un
inhibiteur de hsp90 entraine 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 travaux récents ont également impliqué I'autophagie dans la dégradation de KIT ; il y est
proposé que la dégradation de KIT serait dépendante a la fois du protéasome et de
I’'autophagie. L'utilisation d’inhibiteurs de I'autophagie réduit la dégradation de KIT, induite
par un inhibiteur de hsp90 ou liée a son turn-over naturel (Hsueh et al., 2013a). Cependant,
le réle de I'autophagie dans la dégradation de KIT n’est pas bien défini a I’'heure actuelle.

Les RTK sont pour la plupart des proto-oncogenes : dans les conditions physiologiques, ils
régulent positivement la croissance cellulaire. Leur dérégulation peut conduire a la
transformation cellulaire. Lorsque I'axe KIT/SCF est dérégulé, essentiellement par mutation
gain de fonction ou surexpression de KIT et/ou du SCF, cela conduit a une signalisation
oncogénique. Ce point va étre détaillé dans la partie suivante.
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2. Implication de I’axe KIT/SCF en pathologie

Les dérégulations de I'axe SCF/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 a la formation de boucles paracrines ou autocrines.

a) Mutations de KIT

Dans la grande majorité des cas, les mutations qui touchent KIT ont pour effet de I'activer de
facon constitutive. Il existe une exception, ou la perte de fonction de KIT conduit au
piébaldisme, caractérisé par une dépigmentation de la peau.

Le piébaldisme est une maladie a transmission autosomique dominante dont 75 % des cas
présentent des pertes de fonction de KIT dues a des mutations ou délétions. Elle se
caractérise par des taches de dépigmentation sur la peau (front, abdomen et extrémités) et
des meches de cheveux décolorées (figure 11) ; ce sont des Iésions qui sont présentes dés la
naissance et qui n’évoluent en général pas au cours de la vie (Lopez and Jorda, 2011). Elles
sont liées a une absence de mélanocytes dans les zones affectées car KIT est responsable de
la migration, prolifération, différenciation et survie des mélanoblastes.

s o

Figure 11 : personne atteinte de piébaldisme présentant une tache de dépigmentation
au niveau du crane.

Le géne c-kit est un proto-oncogene, c’est a dire qu’en condition normale, il régule
positivement la croissance cellulaire. Cependant, ce géne peut subir des modifications au
sein de sa séquence, notamment des mutations gain de fonction : il devient alors oncogéne,
ce qui se traduit par une activation constitutive de I'enzyme qui induit une prolifération
cellulaire anormale. Il existe plusieurs types de mutants oncogéniques de KIT, se
différenciant par le site de mutation et impliquant des mécanismes d’activation du récepteur
spécifiques. Les mutations les plus courantes touchent le domaine JM ou la boucle
d’activation située dans le 2° lobe du domaine kinase, mais des mutations du domaine
extracellulaire et du site de liaison a I’ATP sont également observées (figure 12).
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Figure 12 : structure de KIT et ses différentes mutations dans les leucémies aigués
myéloides (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 a 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 monoméres de KIT en absence de SCF et
de la stabilisation des dimeres de récepteur. Dans certains cas de GIST, une duplication de 2
AA dans I'exon 9 est observée (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 montré I'implication de délétions dans I'exon 8 du
domaine extracellulaire de KIT (Goemans et al., 2005). Une étude francaise sur un grand
nombre de mastocytoses pédiatriques (50 patients) a relevé des mutations au niveau de
I'exon 8 (insertion, délétions, substitutions) et de I'exon 9 (substitutions, duplications
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 inhibe l'activité kinase en maintenant le récepteur en conformation inactive. Les

38



mutations de I’'exon 11, caractéristiques des GIST, entrainent une déstabilisation du domaine
JM qui tend vers une conformation plus étendue et ne peut plus exercer son activité
régulatrice ; la kinase est alors activée de fagon constitutive et SCF-indépendante, bien qu’il
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 derniéres. Ce type de mutants
présente la méme affinité pour I'ATP que KIT wild type (WT) mais son activation est plus
rapide (Chan et al., 2003). De plus, il a été montré que les mutants du JM peuvent avoir une
spécificité différente vis-a-vis des substrats et donc une signalisation particuliere. Dans la
lignée modele Ba/F3 (lignée pro-B murine), I'introduction d’un mutant du domaine JM —
mutant KA27 portant une délétion de 7 AA de 547 a 555 + une substitution G560K —
engendre une signalisation particuliere : une phosphorylation constitutive d’Akt, STAT1, 3 et
5 mais pas de Erk, alors que KIT WT phosphoryle peu STAT1 et 3 (Casteran et al., 2003). Dans
le modéle de FDC-P1 (lignée murine myéloide 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 suggerent 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
comportent différemment, aussi bien en termes d’activation que de signalisation.

Mutants du site de liaison a I’ATP, dits gatekeeper (exons 13 et 14) : ces mutants modifient
le site de liaison a I’ATP, ce qui empéche la fixation de certains inhibiteurs de tyrosine
kinases (ITK). Leur nom de gatekeeper vient du fait qu’ils contrélent la susceptibilité des
kinases a l'inhibition 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 a
I'imatinib observée chez les patients atteints de GIST et traités pendant une longue période
(Tamborini et al., 2004; Heinrich et al., 2008a). Le pouvoir tumorigéne de ces mutants
semble étre lié a une activation constitutive de la voie des MAPK (Guida et al., 2007).

Mutants catalytiques du 2° lobe kinase (exons 17 et 18) : on retrouve fréquemment des
mutations sur I'exon 17, c’est-a-dire dans le 2° lobe du domaine kinase (figure 6). Le plus
souvent, c’est |'asparagine en position 816 (située dans la boucle catalytique) qui est
touchée. Elle peut étre mutée en tyrosine, histidine, asparagine ou valine, et cela induit les
mémes conséquences. Ce type de mutant présente une plus grande affinité pour ’ATP et un
temps d’induction de I'activation plus court que 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 shp1l, 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)
- une forte activation d’Akt et faible de Erk et STAT3 (Frost et al., 2002)
- une forte phosphorylation de STAT5 (Baumgartner et al., 2009).
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Cette derniere étude met en évidence le role central de STATS dans le maintien des cellules
néoplasiques KIT D816 mutant a I'origine des mastocytoses systémiques.

De nombreuses publications indiquent un role 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 réle 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
indiquent qu’il est présent sous forme dimérique (Lam et al.,, 1999). D’autres données
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 ou le domaine de dimérisation était absent, les mutants du
domaine kinase de KIT pourraient s’associer entre eux mais de facon différente a la
dimérisation classique induite par le SCF (Tsujimura et al., 1999).

Il existe également des rares cas d’amplifications de KIT dans les mélanomes (Curtin et al.,
2006).

Ces mutations activatrices de KIT sont a |'origine de nombreuses pathologies tumorales dont
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 trés
fréqguemment 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 a une accumulation anormale
de cellules hématopoiétiques 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
myéloides chroniques (LMC) sont des pathologies a évolution relativement lente par rapport
aux LAM. Elles sont liées a la prolifération anormale de granulocytes matures. Les LAM sont
des pathologies a évolution rapide dans lesquelles la moelle osseuse et le sang sont envahis
par des précurseurs des cellules hématopoiétiques non différenciés, les blastes.
L’'hématopoiése normale est alors inhibée. Le myélogramme, qui est I'élément clé du
diagnostic, présente des blastes caractéristiques comportant des granulations et parfois des
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corps d’Auer, structures allongées et fines provenant de la fusion de plusieurs granulations
azurophiles (figure 13).

1

Figure 13 : myélogramme de patient atteint de LAM.
On observe un blaste présentant un corps d’Auer, mis en évidence par coloration de May-

Grunwald Giemsa.

Une expression de KIT est observée dans les leucémies myéloides — 68 % des LAM et 80 %
des LMC — mais rarement dans les leucémies lymphoides (Liang, 2013). Cette expression de
KIT est d’ailleurs corrélée a un mauvais pronostic (Tsao et al., 2004). Cependant, les
mutations de KIT sont des événements rares dans les LAM, limitées aux LAM a Core Binding
Factor (CBF) (17 % des LAM) (Ashman and Griffith, 2013).

La LAM a CBF est la conséquence d’'un remaniement chromosomique de type translocation
ou inversion : on retrouve la translocation 8-21 (t(8;21)) qui entraine la fusion des génes
acute myeloid leukemia 1 protein (AML1) et eight twenty-one (ETO) ou linversion du
chromosome 16 inv(16) qui conduit a la protéine de fusion CBFf3- myosin, heavy chain 11
(MYH11). Les genes AML1 et CBFf} codent pour un complexe de facteur de transcription qui
régule le développement des cellules hématopoiétiques souches (Higuchi et al., 2002). La
translocation ou linversion qui entraine I'altération génétique de ces facteurs de
transcription associés a la différenciation hématopoiétique constitue le premier événement
génétique, fondamental pour initier la maladie. La mutation activatrice de KIT est un
évenement 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 a CBF présentent des mutations de KIT (Ashman and Griffith, 2013).
Une étude sur 110 patients a montré que des mutations de I'exon 8 (domaine Ig-like 5)
étaient retrouvées dans 24 % des inv(16) et 2 % des t(8 ;21) ; de plus, I'asparagine 816 (exon
17) est mutée dans 8 % des inv(16) et 10 % des t(8 ;21). Bien que les patients atteints de
LAM a CBF aient un meilleur pronostic que les autres types de LAM, les patients ayant une
inv(16) présentent de plus forts taux de rechute s’ils ont une mutation de I'exon 8 de KIT
(Care et al., 2003). De plus, les mutations de I'exon 17 sont généralement associées a un
mauvais pronostic (Liang, 2013).
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i. GIST
e Pathologie et biologie moléculaire

Les tumeurs stromales gastro-intestinales sont les tumeurs d’origine mésenchymateuse
(sarcomes) les plus courantes. Elles restent cependant une maladie rare, puisque leur
incidence est d’environ 10 pour un million. Elles proviennent d’une prolifération anormale
des cellules interstitielles de Cajal, dont [I'activité pacemaker est responsable du
péristaltisme du tractus digestif. Les symptomes 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 millimeétres a plus de 40 cm
touchant le plus souvent I'estomac (60 %) (figure 14) et l'intestin gréle (30 %) ; on trouve
également des cas au niveau de I'cesophage, du rectum et du colon.

Figure 14 : image par endoscopie de tumeur stromale gastrique.

La prolifération incontrolée des cellules de Cajal est due a une activation constitutive
anormale de certains genes. Les mutations les plus souvent impliquées sont situées sur KIT
(75-80 %) ou sur PDGFRa. (5-8 %) (mutations mutuellement exclusives) ; dans 15 % des cas,
les deux récepteurs ne sont pas mutés et I'on trouve des mutations sur d’autres genes:
BRAF et Ras qui activent la voie des MAPK, les succinate déshydrogénases (SDH) qui font
partie du cycle de Krebs et le géne neurofibromatose 1 (NF1) qui code pour une GTPase de la
famille de Ras (Corless et al., 2011) (figure 15).

42



KIT PDGFRa

Membrane

+«— Exon9(11%)

) L
‘I «— Exon 11 (67.5%) +«— Exon12(0.9%)
«— Exon13(0.9%) «— Exon 14 (0.3%)
+— Exon 17 (0.5%) +«— Exon18(6.3%)
BRAF: 2% _Cytop]asm
RAS: ) _
NF1: 2%
SDHB/C 3%

Figure 15 : fréquences des différentes mutations retrouvées dans les GIST.
Elles touchent principalement KIT et le PDGFRa mais il en a aussi été observé sur BRAF, Ras,

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

Lorsque KIT est muté dans les GIST, c’est le plus souvent I'exon 11 qui touché, c’est-a-dire
celui qui code pour le domaine JM; rappelons que ce type de mutant est appelé
« régulateur » car le domaine JM perd son role auto-inhibiteur et la kinase est activée de
facon constitutive.

On observe également des mutations dans I'exon 9, c’est-a-dire dans le domaine
extracellulaire du récepteur. Les deux autres grands types de mutants, a savoir gatekeeper
(exon 13-14) et de la boucle d’activation (exon 17) sont trés rarement observés chez les
patients atteints de GIST non traités. En revanche, ces 2 types de mutations sont trés
courants apres traitement a I'imatinib ; en effet, ce sont eux qui sont souvent responsables
de la résistance acquise a I'imatinib par mutation secondaire de KIT.

e Traitements

Le seul traitement curatif des GIST primaires est la chirurgie ; en revanche, les patients
présentant des GIST avancés non opérables ou métastatiques sont traités par I'imatinib. Cet
ITK, initialement développé pour inhiber la protéine de fusion Breakpoint cluster region -
Abelson (Bcr-Abl) dans les leucémies myéloides 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 a 5 ans (Corless et al., 2011). Les patients les plus répondeurs sont ceux
présentant une mutation de I'exon 11, avec 71 % de réponse ; les patients portant une
mutation de I'exon répondent dans 38 % des cas et les patients PDGFR et KIT WT dans 28 %
des cas (Wang et al.,, 2011a). Malheureusement, les patients sous traitement finissent
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systématiquement par développer une résistance acquise a I'imatinib, due a une mutation
secondaire sur les exons 13, 14 ou 17 de KIT. Il est décrit que les patients portant des
mutations primaires de I'exon 11 sont plus susceptibles de développer une mutation
secondaire que ceux portant une mutation de I'exon 9 (Guo et al., 2007). Le sunitinib est
alors utilisé en seconde ligne de traitement, puis le regorafenib (ou Stivarga), molécule tres
proche du sorafenib, en troisieme ligne (approbation par la FDA en février 2013) (Overton
and Heinrich, 2014).

ii. Mastocytoses

Les mastocytoses sont un groupe hétérogene de pathologies liées a une prolifération
anormale de mastocytes dans un ou plusieurs tissus ou organes (Valent et al., 2001).

e Les mastocytes

Les mastocytes sont des cellules d’origine hématopoiétique qui proviennent des
progéniteurs myéloides de la moelle osseuse ; ils terminent leur différenciation au niveau de
leurs tissus cibles. Ils sont présents a proximité des vaisseaux et des nerfs des tissus
conjonctifs en contact avec I'environnement extérieur, notamment dans le derme et les
muqueuses des tractus digestif et respiratoire. Les mastocytes induisent des réactions
inflammatoires et jouent donc un réle important dans la défense immune et I'allergie ; en
effet, ils contiennent des granules qui stockent de nombreux médiateurs : héparine,
tryptase, histamine, sérotonine, prostaglandines, leucotriénes (figure 16).

Figure 16 : illustrations de mastocytes.

Gauche, micrographie par microscopie a balayage électronique de la surface d’un mastocyte.
Droite, image de microscopie a transmission électronique sur tissu fixé, granules d’histamine
en rose. Diametre de la cellule : 8,4 um.

Lorsque les IgE sont produites, elles se fixent aux récepteurs de haute affinité pour le
fragment Fc de I'lgk (FceRlI) présents a la surface du mastocyte ; le mastocyte est alors armé.
Lorsqu’un antigene se lie aux IgE spécifiques de celui-ci présentées a sa surface, le mastocyte
est activé et relargue le contenu de ses granules par exocytose.
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Les leucotrienes, les prostaglandines, I'histamine et la sérotonine entrainent une
vasodilatation et une augmentation de la perméabilité des vaisseaux ; I’héparine quant a
elle, a un role anticoagulant. Ces mécanismes facilitent I'accés des cellules immunitaires
effectrices au site inflammatoire. De plus, les leucotrienes et les prostaglandines sont
chimiotactiques pour les neutrophiles et les macrophages qui phagocytent les agents
pathogénes.

e C(lassification des mastocytoses

Les mastocytoses sont des maladies rares, avec une incidence estimée a 1/150000.
L’organisation mondiale de la santé (OMS) classe les mastocytoses en 2 grandes catégories :
la mastocytose cutanée (MC) et la mastocytose systémique (MS). La MC touche
essentiellement les enfants et régressent spontanément a I'adolescence, alors que la MS est
plus sévere. Les signes cliniques de la mastocytose sont dus a l'infiltration des mastocytes
dans différents organes/tissus ainsi qu’a leur dégranulation (Boissan et al., 2000). Dans tous
les types de mastocytoses, les manifestations liées a la libération de médiateurs sont
observées : flushs (plaques rouges sur le corps), syncope (liée a une hypotension), troubles
gastro-intestinaux (douleurs abdominales, diarrhées, nausées) et parfois manifestations
neuropsychiatriques (dépression, changement d’humeur, baisse de la concentration).

La mastocytose cutanée est la plus fréquente (90 % des cas) ; elle est essentiellement
retrouvée chez les enfants, chez qui elle touche uniquement la peau (absence d’atteintes
systémiques) et disparait le plus souvent a 'adolescence. Les symptomes sont I'apparition
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
symptomes ou uniquement lors de crises transitoires qui surviennent spontanément ou
apres 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 forme la plus fréquente est |'urticaria pigmentosa. 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 trés rare et beaucoup plus
sévere avec une infiltration des mastocytes dans toute la peau (Lange et al., 2012). Enfin, le
mastocytome de la peau est une tumeur bénigne qui résulte d’une hyperplasie des
mastocytes dans le derme (Valent et al., 2001).

Le caractere transitoire de la maladie laissait penser qu’elle n’était pas clonale. 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 5° domaine Ig-like (Bodemer et al.,
2009). Ceci démontre que les mastocytoses cutanées sont des maladies clonales, c’est-a-dire
gu’elles sont issues d’une méme cellule souvent KIT mutante.

La régression spontanée fréquente de la MC n’est pas encore bien comprise. Le statut
mutationnel de KIT ne suffit pas a 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-étre pas suffisantes a son développement ; il peut exister
d’autres altérations génétiques qui limiteraient I'addiction des MC a KIT (Valent et al., 2012).

La MS peut étre divisée en 4 sous-groupes : la MS indolente (2/3 des MS), la MS associée a
une hémopathie maligne (1/4), la MS agressive (5 %) et la leucémie a mastocytes qui reste
peu fréquente. Il existe également de trés rares cas de sarcomes a mastocytes et de
mastocytomes extra-cutanés. En plus des manifestions dues a 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 tres fréquemment des
macules au niveau de la peau, une accumulation modérée des mastocytes et pas
d’atteintes aux fonctions des organes, méme s’ils sont infiltrés par les mastocytes. Le
pronostic des patients est favorable et leur espérance de vie est semblable a 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 survie des patients atteints de MS agressive est d’environ 40 mois.

- La MS peut évoluer et étre associée a différentes hémopathies malignes non
mastocytaires car les patients sont plus susceptibles d’en développer : lymphome
non hodgkinien, syndrome myéloprolifératif, syndrome myélodysplasique, leucémie
aigué myéloide,  syndrome hyperéosinophilique, leucémie  chronique
myélomonocytaire. La médiane de survie des patients atteints de MS associée a une
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hémopathie maligne est de 24 mois mais peut varier en fonction de la pathologie
associée.

Le diagnostic de la MS est établi lorsqu’un patient présente le critere majeur et un critere
mineur, ou 3 critéres mineurs (table 2).

Présence d’infiltrats denses (au moins 15) de  Plus de 25 % des mastocytes sont immatures
mastocytes dans les sections de moelle ou de morphologie atypique dans la moelle
osseuse. Confirmation par marquage en IHC osseuse ou autre organe extra-cutané
(tryptase...)

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
I'individu sain)

Table 2 : criteres d’évaluation de I'OMS pour la mastocytose systémique.
Le diagnostic de la MS repose sur la présente d’un critére majeur et d’un critére mineur ou de
3 critéres mineurs (Gotlib et al., 2013).

- Les MS agressives peuvent évoluer vers une autre catégorie, les leucémies a
mastocytes (Valent et al., 2003). Elles se caractérisent par des infiltrats de mastocytes
> a 20 % dans la moelle, des mastocytes circulants et des atteintes de plusieurs
organes/tissus. La médiane de survie des patients atteints de leucémies a mastocytes
est de 2 mois.

- Les cas de sarcomes a mastocytes et mastocytomes extra-cutanés restent trés rares.

Les mastocytoses sont des maladies souvent associées a des mutations activatrices de KIT, le
plus souvent dans l'exon 17. L'activation constitutive du récepteur conduit a une
prolifération anormale des mastocytes qui envahissent alors certains tissus.

e Traitements des MS

Du fait de la grande hétérogénéité des symptdmes associés a la MS, il n‘existe pas de
traitement de référence ; une adaptation thérapeutique est nécessaire a chaque patient.

Tout d’abord, la dégranulation des mastocytes peut étre induite par un chog, il est donc
essentiel de limiter tous les facteurs pouvant y conduire : I'exercice, I'alcool, le stress,
I'aspirine et les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), les opiacés, les curares, les
hypnotiques et les produits de contraste...
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En général, une thérapie visant a inhiber la dégranulation massive ou I'effet des médiateurs
libérés par les mastocytes est prescrite :

e Pour limiter le prurit et les flushs: antihistaminiques H1, antagonistes des
leucotrienes, anti-inflammatoire non stéroidien (aspirine), psoralene + ultraviolets
(UV)

e Pour cibler les symptomes abdominaux (douleurs, nausées, diarrhées):
antihistaminiques H2, inhibiteur de pompe a protons, cromoglycate de sodium,
corticostéroides (prednisone)

e Pour limiter les symptomes neurologiques (céphalées, dépression):
antihistaminiques H1 et H2, cromoglycate de sodium

e Pour prendre en charge I'"hypotension : adrénaline, anti-histaminiques H1 et H2,
corticostéroides, cytoréducteur comme l'interféron o, (IFNa.)

e Pour limiter I'ostéoporose : biphosphonates, IFNa., cladribine (Pardanani, 2013).

Jusque récemment, cette approche ciblant uniquement les symptémes de la maladie était la
seule proposée. Depuis quelques années, les patients atteints de MS agressive et de
leucémies a mastocytes ont également acces a un traitement cytoréducteur dans le but de
controler la croissance des cellules néoplasiques :

On trouve notamment I'lFNa (souvent IFNa-2B) qui, en plus d’améliorer les symptémes liés
a la dégranulation, diminue l'infiltration médullaire. Cependant, il a un effet cytostatique
plutét que cytolytique, une rechute étant donc souvent observée. Il est fréqguemment
administré en paralléle a la prednisone qui améliore son efficacité et limite les phénoménes
d’intolérance. La cladribine est également utilisée ; c’est un analogue purique qui inhibe la
synthése d’acide désoxyribonucléique (ADN). Elle améliore les symptémes, mais a peu
d’effet sur linfiltration médullaire et de nombreuses rechutes surviennent a la fin du
traitement (Georgin-Lavialle et al., 2009).

En plus de ces traitements systémiques, de plus en plus d’études se tournent vers les ITK. La
Food and Drug Administration (FDA) a autorisé en 2006 l'utilisation de I'imatinib chez les
patients atteints de MS agressive sans mutation D816V ou au statut mutationnel de KIT
inconnu. De plus, de nombreux essais cliniques de phase Il ont été réalisés avec d’autres ITK
ciblant KIT : dasatinib, nilotinib, PKC412 (midostaurine), masatinib (Shah et al., 2006; Moura
et al.,, 2011) ... Le dasatinib et le PKC412 présentent |'avantage d’étre actifs sur le mutant
D816V. Cependant, les résultats de ces études montrent peu d’amélioration en termes de
réponse compléte chez les patients présentant la mutation D816V ; huit patients présentant
la mutation D816V sur 33 ont démontré une amélioration des symptémes 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 a 4) comprenant des difficultés respiratoires, des nausées,
des maux de téte et plusieurs cas d’épanchement pleural de grade 3 (Verstovsek, 2013).
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i. Mélanomes

L'incidence du mélanome a considérablement augmenté ces 50 derniéres années. Les
altérations génétiques associées sont étudiées depuis de nombreuses années : les génes
souvent impliqués sont BRAF, NRAS, ainsi que les génes codant pour différentes protéines
impliquées dans le cycle cellulaire comme CCND1 (codant pour la cycline D1), CDKN2A
(codant pour I'inhibiteur de la kinase cycline-dépendante 2A) ou encore CDK4 (codant pour
la kinase cycline-dépendante 4). On retrouve des mutations de BRAF dans 60 % des
mélanomes de la peau sans signe d’exposition chronique au soleil (non-CDS) et de NRAS
dans 10 a 20 % des mélanomes (Curtin et al., 2006). De par son rdle 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
acral, muqueux ou induit par I'exposition au soleil (CSD) présentent fréquemment 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 réle 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 a la progression de certaines formes de mélanome (Lennartsson et al., 2005).

100 - KIT

M KIT and NRAS
KIT and BRAF
NRAS

W BRAF

50 1

Percent Aberrant

.
0- . st ; —
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Non-CSD Acral Mucosal

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
référence sont linterleukine 2, I'lFNo. et la dacarbazine qui est un agent cytostatique
inhibant la synthése de I’ADN. Ces 3 derniéres années, d’autres thérapies plus ciblées ont été
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). D’autres stratégies
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ciblent les points de contréle 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 par I'implication de KIT dans les mélanomes acraux, muqueux et CSD (amplifications ou
mutations de KIT dans 30 % des cas), des essais cliniques de thérapies ciblant KIT ont été mis
en place récemment : on peut citer notamment I'imatinib (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 permet d’obtenir de meilleurs résultats (Carvajal RD et al., 2011). En effet, tous les types
de mutations de KIT ne présentent pas la méme 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 femme et les séminomes chez I’homme, et qui expriment presque
toujours KIT (Hoei-Hansen et al.,, 2007). Au vu du role de KIT dans la prolifération et la
migration des progéniteurs des cellules germinales, de plus en plus d’études s’intéressent a
son implication dans les tumeurs des cellules germinales. KIT présente des mutations dans
10 a 25 % des séminomes en fonction des études, souvent au niveau de I’exon 17, ainsi que
des duplications du géne 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 a eux répondent
bien a 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 a petites cellules

C’est une tumeur agressive de mauvais pronostic qui correspond a 20 % des cancers du
poumon. Ce cancer répond a 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 a petites cellules (SCLC) (40 a 80 % en fonction des études) et est un
facteur de mauvais pronostic. Il semble étre 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).

Plusieurs essais cliniques de phase Il évaluant I'effet de I'imatinib ont été menées sur des
patients atteints de SCLC et exprimant KIT ; cependant, I'imatinib ne présente pas d’activité
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clinique au sein de ces études (Dy et al., 2005). L'absence de réponse au traitement est sans
doute due au fait que les tumeurs SCLC ne dépendent pas de KIT pour leur croissance.

ii. Neuroblastome

Le neuroblastome est une tumeur pédiatrique qui dérive des crétes neurales, d’ou
proviennent les mélanocytes. Au moment du diagnostic, 50 % des sujets ont déja développé
des métastases et ont un taux de survie a 5 ans de 30 %. On y observe souvent une boucle
autocrine SCF/KIT qui semble essentielle a la prolifération de la tumeur (Cohen et al., 1994).
L'imatinib inhibe la croissance des cellules de neuroblastome in vitro et in vivo en inhibant la
phosphorylation de KIT et du PDGFR (Beppu et al., 2004). Un essai de phase Il a montré des
résultats encourageants et une bonne tolérance de |'imatinib dans le neuroblastome
(Calafiore et al., 2013).

De plus, une surexpression de KIT et/ou la formation d’une boucle autocrine avec le SCF ont
été rapportées dans différents types de cancers : ovaire, sein, colorectal, sarcome d’Ewing
(Bellone et al., 1997; Gonzalez et al., 2004; Tsuda et al., 2005; Chau et al., 2012).

3. Conclusion

L’axe SCF/KIT est une voie majeure du développement embryonnaire et continue a jouer un
role a I'dge adulte dans les précurseurs hématopoiétiques et certains lignages cellulaires
différenciés comme les mastocytes, les mélanocytes et les ICC. L’activation de KIT conduit a
la prolifération et la survie cellulaire, notamment par les voies de signalisation MAPK et PI3K.
De par son action proliférative et son role dans le maintien du statut indifférencié de
certaines cellules, il est largement impliqué dans le processus cancéreux, avec un réle de
driver dans certains cancers comme les GIST. De trés nombreuses altérations génétiques
touchant KIT ont été décrites, le rendant pour la plupart constitutivement actif. Il existe
également des boucles auto ou paracrines SCF/KIT qui conduisent a une tumorigenése. C'est
pourquoi il représente une cible pertinente en oncologie.
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Il. THERAPIES CIBLES EN ONCOLOGIE

Le cancer est fréqguemment causé par des mutations génétiques qui engendrent des
anomalies qualitatives ou quantitatives dans la synthese des protéines codées par ces genes.
De larges efforts en matiére de compréhension moléculaire des mécanismes oncogéniques
initiés par ces anomalies ont été réalisés ces derniéres années ; cela a permis de développer
de nouvelles stratégies de thérapie ciblant les mécanismes a I'origine de la tumeur. Il
apparait de plus en plus clairement que la classification classique des cancers en fonction de
leur tissu d’origine ne présente qu’une utilité limitée en termes de prise en charge
thérapeutique. Aujourd’hui, I'amélioration du diagnostic permet un raffinement de la
classification des cancers et donc une prise en charge plus adaptée a 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 hématopoiétiques, cellules des muqueuses
buccale et intestinale). Les principaux modes d’action des chimiothérapies sont le ciblage :

e De I'ADN : inhibition de la réplication, de la transcription, (agents alkylants, dérivés
du platine), inhibition des topoisomérases qui régulent la structure de I’ADN.

e Des métabolites : inhibition de la synthése de bases ou compétition avec les bases, ce
qui empéche la synthése de ’ADN.

e Des microtubules : inhibition des fuseaux mitotiques (taxanes, alcaloides).

Ce type de thérapie présente donc l'inconvénient d’engendrer de nombreux effets
secondaires tels qu’'une modification de la formule sanguine, des vomissements, la chute 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 l'identification de nouvelles
cibles thérapeutiques et le développement de thérapies ciblées. A la différence des
chimiothérapies classiques, qui inhibent des processus biologiques ubiquitaires, les thérapies
ciblées visent spécifiguement une protéine ou un mécanisme impligué dans le
développement de la tumeur. Cela nécessite la sélection appropriée des patients qui
expriment la cible afin gu’ils tirent bénéfice de ces traitements ; c’est ce qu’on appelle la
médecine personnalisée. Les principaux outils de thérapie ciblée disponibles a ce jour sont
les molécules pharmacologiques de synthése et les molécules biologiques que sont les
anticorps. Nous développerons plus particulierement les exemples ciblant le récepteur KIT
lorsque c’est possible.
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1. Inhibiteurs de tyrosine kinase

Ces derniéres 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 inhibiteurs de kinases, dont beaucoup sont des ITK, présentent I'avantage
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 a avoir été développé en 1996 est I'imatinib ciblant la tyrosine kinase Bcr-Abl
(Buchdunger et al., 1996). Il a été mis sur le marché en 2001 pour le traitement des
leucémies myéloides chroniques. Il a par la suite permis d’améliorer nettement la prise en
charge des GIST dans lesquels il cible KIT et le PDGFRa.. Depuis, de nombreux autres ITK ont
été développés et constituent des outils de thérapie ciblée tres efficaces en oncologie. On
assiste ces derniéres années a 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 a 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
mécanisme d’action.

a) Typel

Les ITK de type | reconnaissent la kinase en conformation active et se fixent au site de liaison
de I'ATP (figure 19). lls miment le noyau adénine de I'ATP et forment une a 3 liaisons
hydrogene avec la kinase, similaires a celles formées avec I’ATP; ils entrent donc en
compétition avec celui-ci (Gotink and Verheul, 2010). Cependant, le site de liaison a I’ATP est
tres similaire d’une kinase a I'autre (Liu and Gray, 2006) ; ce type d’inhibiteur présente donc
I'inconvénient d’étre assez peu spécifique. Cette faible sélectivité entraine des effets
secondaires, notamment au niveau cardiaque. Toutefois, dans certaines pathologies, il peut
étre utile de cibler plusieurs oncogénes a la fois, c’est pourquoi ces inhibiteurs moins
spécifiques peuvent s’avérer étre des outils thérapeutiques intéressants. A ce jour, la FDA a
autorisé I'utilisation de 12 ITK de type | : 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 | et II.
a) ITK de type | (PD166326) dans la conformation active de I'enzyme. b) ITK de type Il (imatinib)

dans la conformation inactive de I'enzyme. ITK en bleu clair, motif DFG en rose. Site
allostérique = poche hydrophobe adjacente au site de liaison a I’ATP utilisée par les ITK de type
Il (Liu and Gray, 2006).
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Le dasatinib est un inhibiteur de Bcr-Abl de deuxieme génération, développé pour contrer
les résistances a I'imatinib de Bcr-Abl. Cet inhibiteur présente un spectre d’action assez large
. il inhibe également les SFK, ephrin type-A receptor 2 (EPHA2), le PDGFR et KIT. Il a été
approuvé par la FDA pour le traitement des LMC résistantes ou intolérantes a I'imatinib et a
permis d’obtenir de trés bons taux de réponse, indépendamment du statut mutationnel de
Bcr-Abl (Miiller et al., 2009).
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Il permet de cibler les mutants de KIT de la boucle d’activation (exon 17) qui favorisent la
conformation active de I'enzyme, par exemple le mutant D816V de KIT, résistant a la plupart
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 a 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 Il sont en cours dans les GIST.

Sunitinib (Sutent)

CH;
HN \
F H
N
7N TONTTCH,
0 CH; O K

N CHs

H

Cette molécule est utilisée en 2e ligne dans les GIST résistants ou intolérants a I'imatinib
depuis 2006 pour cibler KIT et le PDGFRa.. Le sunitinib est actif sur les mutants du domaine
JM ainsi que sur certaines mutations secondaires induisant une résistance a l'imatinib,
notamment les mutants du site de liaison a I’ATP V654A et T670I (mutations gatekeeper du
domaine de liaison a I’ATP, résistantes a I'imatinib) (Prenen et al., 2006). En revanche, tout
comme l'imatinib, il est inefficace sur les mutants de la boucle d’activation comme le D816V
(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 fixation de I’ATP) ou 17 (boucle d’activation). Les patients sont traités a I'imatinib mais
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 a
I'imatinib. Cependant, étant donné son inefficacité sur les mutants gatekeeper (exon 13-14)
et de la boucle d’activation (exon 17), il serait sans doute intéressant de sélectionner
uniguement les patients portant une mutation sensible au sunitinib et proposer une autre
option thérapeutique a 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 sunitinib est souvent décrit comme un inhibiteur de type |, compétiteur de I'ATP;
cependant, certains travaux ont montré une préférence de liaison a la conformation inactive
de KIT, mais toujours au niveau du site de liaison de I'ATP ; il fixe I'’enzyme en conformation
inactive, empéchant les changements de conformation conduisant a I'activation de I'enzyme
(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 thyroide) et FLT3 (impliqué dans les
LAM). Grace a son action sur le VEGFR et le PDGFR, qui jouent un role essentiel dans
I’'angiogenese et la croissance tumorale (Kerbel and Folkman, 2002), il possede 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 FLT3. Il a d’ailleurs été
I'objet de nombreux essais cliniques dans les LAM portant une mutation de FLT3. Cette
molécule se fixe dans la poche de liaison a 'ATP et inhibe de nombreux mutants de KIT,
notamment D816V, T670I et V654A (Debiec-Rychter et al., 2005). L’efficacité du PKC412 a
été testée dans deux essais cliniques sur la mastocytose. De plus, un patient atteint de
leucémie a mastocytes a été traité au PKC412 : une amélioration de différents symptoémes a
été observée (Gotlib et al., 2005).

Malgré tout, le PKC412 n’est pour I'instant autorisé dans aucune pathologie, a cause d’une
toxicité liée a son spectre d’action trop large.

Gefitinib (Iressa)
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Le gefitinib est un inhibiteur du récepteur a I'endothelial growth factor (EGFR) qui est
prescrit dans les formes localement avancées ou métastatiques de cancer bronchique non a
petites cellules avec mutation d’EGFR. Il est utilisé en premiere intention ou aprés une
chimiothérapie classique. Son utilisation permet d’obtenir une survie sans progression a 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)
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L’erlotinib est également un inhibiteur d’EGFR prescrit dans les formes localement avancées
ou métastatiques de cancer bronchique non a petites cellules avec mutation d’EGFR. Une
étude de phase Ill a montré que les patients traités a I'erlotinib avaient une survie sans
progression de 13 mois au lieu de 5 pour les patients traités a la gemcitabine et carboplatine
(Zzhou et al., 2011).

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

b) Typell

Les ITK de type Il se lient au site de liaison de I'ATP ainsi qu’a la poche hydrophobe
adjacente. Ils entrent donc en compétition avec I’ATP de facon plus indirecte que les ITK de
type |. Cette poche est formée par le déplacement du motif DFG situé a la base de la boucle
d’activation (figure 19). Une fois fixés, ils empéchent les modifications de conformation qui
activent la kinase. lls sont plus spécifiques que les ITK de type | car ils se lient aux résidus de
la poche hydrophobe qui sont moins conservés que ceux du site de liaison a I’ATP. Ces
interactions hydrophobes ne peuvent pas avoir lieu lorsque la kinase est activée et
phosphorylée. lIs fixent donc la conformation inactive de la kinase.

Les ITK de type Il approuvés par la FDA sont l'imatinib, le sorafenib, le nilotinib, le
regorafenib, le lapatinib, le cabozantinib et le ponatinib.
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Imatinib (Glivec)
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Initialement appelé CGP 57148 lors de sa découverte par Ciba Pharmaceuticals (qui a ensuite
fusionné avec d’autres entreprises pour devenir Novartis), |'imatinio a d’abord été
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 myéloides
chroniques (présente dans 95 % des cas). L'imatinib a été testé la premiere fois sur des
patients en juin 1998 et a été approuvé par la FDA et en Europe en 2001 pour le traitement
des leucémies myéloides chroniques (Arnold, 2001). Cette nouvelle thérapie a permis de
révolutionner la prise en charge de cette pathologie sur laquelle la thérapie classique (IFN +
cytarabine) n’avait peu d’effet (figure 20).
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Figure 20 : essai de phase lll comparant la thérapie classique (IFN et cytarabine) a
I'imatinib dans la leucémie myéloide chronique (O’Brien et al., 2003).

Il a par la suite été montré que I'imatinib inhibait également KIT et le PDGFR, il a donc été
autorisé pour la prise en charge des GIST non opérables et/ou métastatiques par la FDA en
2002. Il a permis d’améliorer nettement le traitement de cette pathologie dont la médiane
de survie est passée de 20 a 50 mois (Demetri et al., 2002; Cohen et al., 2009) (figure 21).
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Figure 21 : patient atteint de GIST avant et apres un mois de traitement a I'imatinib.

Cependant, I'imatinib n’est actif que sur les mutants de KIT de type régulateur (figure 22).
C’est pourquoi les patients présentant une mutation dans d’autres exons (9, 17...) sont
résistants au traitement (environ 15 % des patients) (Gajiwala et al.,, 2009). La mutation
D816V située dans la boucle d’activation (exon 17) favorise fortement la conformation active
de I'enzyme a laquelle I'imatinib ne peut se lier. La réponse a I'imatinib des mutants de
I’exon 9 (domaine Ig-like 5) peut étre améliorée si I’'on augmente la dose (800 au lieu de 400
mg/jour). Ces mutants semblent mimer la fixation du SCF et induire I'adoption d’une
conformation active du domaine kinase. Ce mécanisme d’activation étant plus en amont que
celui des mutants du domaine JM, explique peut-étre pourquoi ils sont moins sensibles a
I'imatinib que ces derniers (Ashman and Griffith, 2013).

= z
£ 2
$ )
2 S
e Qo
S =
o L1
< =
= >
2 2
= T
a 2
+ o
+
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Time Since Registration {months) Time Since Registration (months)

Figure 22 : courbe de progression et de survie chez des patients traités a I'imatinib en
fonction de leur statut mutationnel initial.

L’exon 11 code pour le domaine JM et I'exon 9 pour le 5° domaine Ig-like extracellulaire
(Heinrich et al., 2008b).

De plus, les patients sous traitement développent presque systématiquement une résistance
acquise due a une mutation secondaire de KIT. Environ 50 % des patients rechutent au bout
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de 2 ans de traitement a l'imatinib et I'on retrouve essentiellement des mutations
gatekeeper et de la boucle d’activation. Les mutants gatekeeper de type V654A et T670I
(exons 13-14) sont également résistants a I'imatinib. Dans le mutant V654A, il y a une perte
d’une interaction hydrophobe clé avec I'imatinib qui le rend inefficace (DiNitto and Wu,
2011). Les mutants de la boucle d’activation déstabilisent la kinase en faveur de sa
conformation active ; ils sont donc également résistants a I'imatinib qui ne se fixe qu’a la
conformation inactive de I’enzyme (voir table 4 en fin de chapitre).

L'imatinib est un traitement relativement bien toléré, avec peu d’effets secondaires séveres
(peu de grade 3 ou 4). La majorité des effets secondaires observés lors des traitements a
I'imatinib sont le plus souvent des éruptions cutanées, des douleurs abdominales, des
cedemes et des nausées (DeMatteo et al., 2009). On peut également observer une faible
toxicité cardiaque ainsi qu’une myélosuppression mais elle est généralement moins
importante qu’avec le dasatinib ou le nilotinib (Giles et al., 2009).

Nilotinib (Tasigna)
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Cette molécule inhibe 'activité de Bcr-Abl et est utilisée en 2° ligne pour traiter les LMC
aprés échec ou intolérance a l'imatinib, tout comme le dasatinib. Les deux drogues
présentent a peu prés la méme efficacité, bien qu’aucune étude comparative stricte n’ait été
réalisée a ce jour. Cependant, le dasatinib entraine plus souvent des myélosuppressions ainsi
gue des atteintes pulmonaires et cardiaques. Le nilotinib peut entrainer une pancréatite ou
une toxicité hépatique, mais il semble toutefois étre généralement mieux toléré (Agrawal et
al.,, 2010). Le nilotinib inhibe également le PDGFR et KIT, notamment les mutants du
domaine JM et le mutant gatekeeper V654A, mais il n’est pas actif sur le mutant gatekeeper
T670I de KIT. L'activité du nilotinib sur les mutants du domaine kinase n’est pas clairement
définie ; certains travaux démontrent une résistance du mutant 816 au nilotinib (Roberts et
al., 2007) alors que d’autres études démontrent le contraire (von Bubnoff et al., 2005;
Gleixner et al., 2006) (voir table 4 en fin de chapitre).

Un essai de phase Il sur les GIST résistants a l'imatinib et au sunitinib 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)
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Le sorafenib est utilisé dans le traitement des carcinomes hépatocellulaires et rénaux et
vient d’étre autorisé pour la prise en charge du cancer de la thyroide métastatique aux Etats-
Unis. Cet inhibiteur cible Raf, le PDGFR, KIT, VEGFR et FLT3. Les mutants gatekeeper V564A
et T670Il de KIT, qui sont résistants a de nombreux ITK, sont inhibés par le sorafenib, bien
gu’il ait une activité un peu moins importante sur ceux-ci que le sunitinib (Guo et al., 2007).
Il a également été montré comme actif sur les mutants de la boucle d’activation (exon 17),
sauf ceux du codon 816 (Heinrich et al., 2012) (voir table 4 en fin de chapitre).

Dans un essai de phase Il incluant des GIST résistants a I'imatinib et/ou au sunitinib, 76 % des
patients traités au sorafenib présentent une rémission partielle ou une pathologie stabilisée.
De plus, lorsque le sorafenib est utilisé en 4° ligne aprés imatinib, sunitinib et nilotinib, 44 %
des patients présentent une stabilisation de la maladie (Gramza et al., 2009).

Regorafenib (Stivarga)
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C’est une molécule trés 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) a 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 a ce
jour disponibles sur le spectre plus détaillé du regorafenib sur les mutants de KIT, mais il
semble étre similaire a 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, a savoir oxaliplatine, fluoropyrimidine, irinotecan et un
anticorps anti-EGFR si KRAS n’est pas muté. Il permet d’améliorer la survie sans progression
des patients (Grothey et al., 2013).

61



De plus, le regorafenib est prescrit en 3° ligne dans les GIST ne répondant plus a I'imatinib et
au sunitinib aux Etats-Unis.

Masatinib (Masivet)

C’est une molécule trés proche de I'imatinib, se différenciant juste par un atome de soufre a
la place d’un azote. Cet ITK cible KIT, le PDGFR, le FGFR, Lck et Lyn. Des résultats in vitro ont
montré qu’il était actif sur les mutants de KIT du domaine JM mais pas de la boucle
d’activation (Dubreuil et al., 2009). Il n’est pas encore autorisé pour les thérapies chez
I'Homme, cependant il est utilisé pour la prise en charge des tumeurs a mastocytes non
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
mastocytoses humaines, les tumeurs a mastocytes canines sont mutées au niveau de |’'exon
11 de KIT dans 20 % des cas, alors que I'exon 17 est trés peu fréquemment affecté (0,5 %)
(Letard et al., 2008).

Plusieurs essais sont en cours chez 'Homme, notamment dans les mastocytoses, les GIST et
le cancer du pancréas.

c) Type lll, allostériques

Le développement d’inhibiteurs non compétiteurs de I'ATP semble une approche
intéressante, surtout pour le ciblage des mutants du site de fixation de I'ATP ; les inhibiteurs
allostériques en font partie.

Les inhibiteurs allostériques sont des molécules qui inhibent I'activité de I'enzyme sans
entrer en compétition avec I’ATP, car ils ne se fixent pas au méme site. Leur fixation induit
des modifications de conformation, notamment au niveau du site de liaison a I'ATP, qui
bloquent I’enzyme en conformation inactive. Puisqu’ils se lient a des sites moins conservés
gue le site de liaison a I’ATP, ils sont beaucoup plus spécifiques.

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). lIs se fixent sur I'extrémité 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 a la membrane) (Choi et al., 2009). Le GNF-2 est la premiére
démonstration que I'on peut moduler pharmacologiquement I'activité kinase de Bcr-Abl
autrement qu’avec un inhibiteur du substrat ou qui se lie au site de liaison a I'ATP. Il a été
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montré que leurs effets sont potentialisés s’ils sont utilisés en combinaison avec des ITK
classiques (imatinib, nilotinib) (Zhang et al., 2010).

Le seul inhibiteur allostérique utilisé en clinique est le trametinib : c’est un inhibiteur 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 étre utilisé en
association avec le dabrafenib, inhibiteur de type | ciblant BRAF dans les mélanomes.

d) Type IV : inhibiteurs dirigés contre les substrats

Ce sont des petites molécules qui se fixent également en dehors du site de liaison a I’ATP, 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 ou leur site de liaison
est unique pour chaque substrat, mais ils inhibent probablement la fixation de plusieurs
substrats en méme temps.

Un exemple que I'on peut citer est 'ON012380 qui inhibe Bcr-Abl en se fixant au site
d’interaction avec Crk (Gumireddy et al., 2005). Il a également été décrit comme inhibant
Lyn et le PDGFR (Maekawa et al., 2007).

I n’y a pas d’essais cliniques testant ce type de molécules pour l'instant.

e) ITK irréversibles ou de type covalent

Les inhibiteurs covalents ne sont pas non plus des compétiteurs de I’ATP ; ils se lient de
facon covalente aux atomes de soufre des cystéines du domaine kinase.

Quelques exemples d’inhibiteurs irréversibles que I'on peut citer : le vandetanib qui cible
RET, le VEGFR et I'EGFR, est autorisé dans le cancer médullaire de la thyroide. L'afatinib
(inhibiteur d’EGFR, HER2 et HER4 (Solca et al., 2012)), est utilisé en premiere ligne dans le
cancer du poumon non a petites cellules (NSCLC) métastatique avec mutations d’EGFR.
L'ibrutinib, inhibiteur de BTK, est prescrit dans le lymphome du manteau et est en essais
cliniques dans d’autres cancers liés aux lymphocytes B (Maddocks and Blum, 2014). D’autres
molécules sont en phase clinique, comme le pelitinib (EKB-569), inhibiteur d’EGFR et le
neratinib (HKI-272), inhibiteur d’"HER2.
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2. Molécules pharmaceutiques autre que les inhibiteurs de kinases

a) Aptameéres

Les aptameéres sont des acides nucléiques de 25 a 100 nucléotides synthétisés in vitro a
partir d’'une banque d’environ 10™ molécules sur laquelle une sélection basée sur la liaison a
la cible d’intérét est réalisée.

Ces petites molécules présentent de nombreux avantages : elles sont tres stables, faciles a
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 aptameres peuvent cibler, entre autre, des protéines membranaires et étre internalisés
dans les cellules; ils peuvent donc s’avérer tres utiles pour délivrer des drogues par
couplage. Il existe par exemple un aptamere anti-HER2 couplé a un siARN dirigé contre le
géne anti-apoptotique B-cell lymphoma 2 (Bcl2) ; I'internalisation de la molécule permet le
blocage de I'expression du géne grace au siARN et induit la mort des cellules de cancer du
sein (Thiel et al., 2012). Une approche similaire a été développée avec un anti-PSMA
(prostate specific membrane antigen) couplé a un shARN dirigé contre le gene anti-
apoptotique B-cell lymphoma-extra large (Bcl-XL) ; cette molécule présente la particularité
d’étre également couplée a la doxorubicine et a démontré une bonne efficacité sur des
lignées tumorales de prostate (Kim et al., 2010).

Le seul aptamére autorisé a 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 particulierement sensible aux altérations de hsp90.
Certaines oncoprotéines issues des mutants de SRC et de p53 sont stabilisées de facon
anormale par hsp90, ce qui limite leur dégradation et augmente leur activité.

Cette forte implication de hsp90 dans la stabilité et I'activité de protéines oncogéniques en
fait une cible de choix en oncologie. Ces derniéres années, de nombreux composés inhibant
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hsp90 ont été développés ; cette nouvelle stratégie consiste a cibler hsp90, ce qui déstabilise
ses protéines clientes et les conduit a une dégradation par le protéasome (Rubin and
Duensing, 2006).

Il existe plusieurs mécanismes d’inhibition d’hsp90 mais la plupart des inhibiteurs agissent
en inhibant son activité ATPase, comme le 17-AAG. Cette molécule a été le premier
inhibiteur de hsp90 a 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
clinique, sans doute a cause d’'une mauvaise solubilité ; il n’existe a ce jour aucun inhibiteur
de hsp90 approuvé en clinique.

Depuis quelques années, il a été observé que KIT, et plus particulierement ses formes
oncogéniques, sont des protéines dépendantes de hsp90 par leur stabilité. Le 17-AAG a
démontré une inhibition de I'activité 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 a mastocytes portant la mutation du domaine JM V560G +/- la mutation D816V de
la boucle d’activation, la lignée Kasumi-1 qui est une lignée de LAM portant une mutation de
la boucle d’activation (N822K) ainsi que différentes lignées de GIST sensibles ou résistantes a
I'imatinib (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 a différentes

concentrations de 17-AAG.

A, le 17-AAG ralentit la croissance des lignées HMC 1.1 et 1.2 a partir d’un jour de traitement
(Fumo et al., 2004). B, effet du 17-AAG en combinaison ou non avec I'imatinib sur différentes
lignées de GIST a 3 jours. GIST 882 sensible a I'imatinib, GIST 48 et 430 résistantes a I'imatinib,
GIST 62 indépendante de I'oncoprotéine KIT. Les lignées exprimant KIT sont plus sensibles au
17-AAG seul que la lignée indépendante de KIT. Pas d’effet additif de la combinaison 17-AAG +
imatinib sur les lignées de GIST (Bauer et al., 2006a).



D’autres inhibiteurs de hsp90, comme IPI-504 et AT13387 ont montré des effets sur KIT
mutant in vivo : ils diminuent la progression tumorale de xénogreffes de lignées de GIST
sensibles et résistantes a I'imatinib ; de plus, I'effet de IPI-504 est plus important en
association avec des ITK (Floris et al., 2011; Smyth et al., 2012).

3. Conclusion

Le développement de I'imatinib, une des premieres thérapies ciblées, a révolutionné
I’oncologie médicale et a ouvert la voie des thérapies ciblées. L'imatinib constitue la preuve
de validité de ce ciblage de molécules spécifiques jouant un réle 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,
I'imatinib cible également KIT, une oncoprotéine impliquée dans de nombreuses pathologies
tumorales, notamment les GIST et les mastocytoses. Cependant, toutes les formes mutantes
de KIT ne sont pas sensibles a I'imatinib; en effet, les phénomeénes de résistances des
oncoprotéines aux ITK sont fréquents.

Le développement des ITK de 2° génération (dasatinib, nilotinib...) a permis de surmonter
certaines de ces résistances, le spectre d’action sur les différents mutants étant assez
variable d’'une molécule pharmacologique a I'autre. Il existe a ce jour 6 ITK en clinique qui
ciblent KIT (table 3) dont I'utilisation a permis d’améliorer nettement la prise en charge des
patients. Leurs activités vis-a-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).

L'utilisation d’ITK dans le traitement de patients atteints de cancer entraine fréquemment, a
plus ou moins long terme, un échappement de la tumeur par acquisition d’une résistance
souvent conséquente a I'apparition de nouvelles mutations.

Une autre limite des ITK réside les effets secondaires qu’ils entrainent. Bien qu’elles 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) KIT, Bcr-Abl, Abl, PDGFR, LMC, GIST, LAL, syndrome
Novartis FIP1L1-PDGFRa, DDR1 hyperéosinophile idyopathique (+
mastocytose systémique aux USA)
Dasatinib (sprycel)  KIT, Bcr-Abl, PDGFR, SFK, Tek, LMC, LAL
Bristol-Myers Bek, EPHA2
Squibb
Sunitinib (sutent) KIT, PDGFR, VEGFR, FLT3, Ret, GIST, cancer du rein métastatique,
Pfizer CSF-1 tumeur neuroendocrine du pancréas
Sorafenib KIT, PDGFR, VEGFR, FLT3, Raf, Carcinome rénal, carcinome
(nexavar) Bayer Ret hépatocellulaire
Nilotinib (tasigna)  KIT, Bcr-Abl, PDGFR, Abl, DDR1 LMC
Novartis
Regorafenib KIT, PDGFR, VEGFR, Ret, Raf, Cancer du colon métastatique (+
(stivarga) Bayer FGFR, TIE-2, p38 GIST en 3° ligne aux USA)

Table 3 : récapitulatif des principaux ITK ciblant KIT utilisés en clinique.

Exon 9 Exon 11 Exon 13 Exon 14 Exon 17
(V654A) (Te7ol)

Imatinib + + - = =

Dasatinib + + - - +

Sunitinib + + + + -

Sorafenib + + + + +/-

Nilotinib + + + - +/-
Regorafenib ND + + + +

Table 4 : efficacité des inhibiteurs de KIT en clinique sur les différents types de

mutants.

Le sorafenib inhibe les mutants de I'exon 17 a I'exception de ceux du codon 816. L’efficacité du
nilotinib sur les mutants de I’exon 17 varie en fonction des études. L'efficacité du regorafenib
n’a pas été évaluée sur les mutants de I'exon 9 (ND : non décrit).

Une approche différente dans la prise en charge des cancers est |'utilisation d’anticorps
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 a ce jour 35 anticorps monoclonaux approuvés par la FDA, dont 15
en oncologie.

Les anticorps (Ac) ou immunoglobulines (lg) sont des protéines N-glycosylées bi-
fonctionnelles synthétisées par les lymphocytes B différenciés (ou plasmocytes) lors de la
mise en place de I'immunité adaptative chez les vertébrés supérieurs. Les immunoglobulines
sont généralement composées de deux chaines lourdes (H pour heavy) identiques entre-
elles et de deux chaines légeres (L pour light) identiques entre elles maintenues par des
ponts disulfures inter chaines. L'une de leur fonction est la reconnaissance, avec une forte
spécificité et une forte affinité, de structures moléculaires « étrangeres » ou épitopes par
leur site antigénique (ou paratope) porté par les régions dites variables (V) de I'anticorps ;
I'autre fonction est le recrutement d’effecteurs immunitaires solubles (premier composant
de la cascade du complément) ou cellulaires comme les cellules NK ou les macrophages,
grace a leur région constante (C) et plus spécifiqguement le domaine Fc, c’est-a-dire le
fragment cristallisable. La conséquence de cette bi-fonctionnalité est I’élimination des
structures moléculaires reconnues.

a) Structure générale d’une IgG

Il existe plusieurs classes (ou isotypes) d’lg. La classe d’une Ig est définie par le type de
chaine lourde qui la constitue. Les chaines H de type w, 1, y2, y3, v4, €, 0 ou encore al ou
a2, définissent respectivement les isotypes IgM, 1gG1 a 1gG4, 1gD, IgE, IgAl et IgA2.

Les chaines H et L des Ig sont composées de 2 (chaines L) a 4 ou 5 (chaines H) domaines dits
domaines immunoglobulines composés de 110 AA formant deux feuillets 3 antiparalleles liés
entre eux par un pont disulfure et d’'un poids moléculaire de 12,5 kDa.

Les IgG1 sont les Ig les plus abondantes dans le sérum humain et sont composées de deux
chaines lourdes de 50 kDa (composées de 4 domaines Ig) et deux chaines légéres de 25 kDa
(composées de 2 domaines Ig) (figure 24 gauche). Les domaines Ig N-ter des chaines H et L
présentent une grande variabilité de séquence d’une IgG1 a une autre au sein d’un individu
et sont nommées régions VH et VL (figure 24 droite). Le rapprochement des régions VH et
VL, et plus particuliecrement des régions hypervariables ou CDR (complementarity
determining région) de ces régions, forment le paratope, c’est-a-dire le site de liaison a
I’antigéne. Les régions constantes de I'anticorps (CH1, CH2-qui porte une N-glycosylation-,
CH3 pour la chaine H et Ck ou Cl pour la chaine L), quant a elles, sont conservées au sein
d’unindividu et présentent peu de variabilité inter-espéce.

Les 1gG1 sont efficaces pour la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) (cf
3.c) mécanismes d’action des anticorps monoclonaux).
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A noter que chez les camélidés, il existe une classe particuliere d’lg composées uniquement
de 2 chaines lourdes identiques entre-elles. Ici, la spécificité antigénique est portée par une
seule région VH dite VHH.

Fab
fragment

Fc
fragment

Figure 24 : structure d’une IgG.
Gauche, en bleu et vert, les chaines lourdes, en orange et rose, les chaines légeres. Droite,

représentation schématique d’un anticorps 1gG. Chaine légere en vert, chaine 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 (Kohler and Milstein, 1975) mise en place chez la souris ; grace a la
biotechnologie, les anticorps murins peuvent étre chimérisés ou humanisés afin de limiter
leur immunogénicité chez le patient (figure 25). Pour distinguer I'origine d’espece de
I'anticorps monoclonal, une nomenclature utilisant des suffixes a été mise en
place : « omab » pour murin, « ximab » pour chimérique, « zumab » pour humanisé et

« umab » pour humain.
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Figure 25 : les différents types d’anticorps (Carter, 2001).

Les anticorps thérapeutiques peuvent étre couplés a des radio-éléments ou a des drogues,
mais nous ne décrirons ici que quelques exemples des anticorps les plus étudiés :

Le premier anticorps monoclonal a avoir été approuvé par la FDA est le muromonab en
1986 ; c’est un anticorps murin dirigé contre CD3, une protéine membranaire située a la
surface des LT, qui est utilisé pour éviter le rejet de greffes. Le rituximab (MabThera) est le
premier anticorps a avoir été autorisé dans la prise en charge du cancer en 1997. Cet
anticorps chimérique est dirigé contre CD20, situé a 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 lymphoides chroniques (LLC) dans
lesquels il s’est avéré extrémement utile pour stabiliser la maladie.

Un des autres grands succes des thérapies par anticorps est le trastuzumab (Herceptin) :
c’est un anticorps humanisé ciblant le récepteur HER2. Il a été approuvé par la FDA en 1998
pour le traitement du cancer du sein métastatique surexprimant HER2 en association avec la
chimiothérapie, ce qui a diminué le risque de déces sur un an de 20 % (Slamon et al., 2001).
Aujourd’hui il est également 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 a lui, est un anticorps humanisé dirigé contre un ligand et
non un récepteur membranaire ; il cible le VEGF, ce qui empéche la liaison a son récepteur le
VEGFR. Il inhibe ainsi I'action angiogénique du I'axe 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 a petites cellules, du carcinome rénal métastatique et du glioblastome. Il y a

cependant depuis récemment une remise en question de I'utilité de ce traitement.

Figure 26 : réduction de la vascularisation d’'une xénogreffe de cancer du colon a 7
jours apres traitement au bevacizumab (500 pg/mL) (Yuan et al., 1996).

Le cetuximab (Erbitux) est un anticorps humanisé dirigé contre 'EGFR ; il agit en bloquant la

liaison des ligands naturels au récepteur. |l est prescrit dans les cancers colorectaux et les

carcinomes épidermoides de la téte et du cou.

Tous ces anticorps thérapeutiques sont des IgG, mais il en existe de plus en plus en

développement sous d’autres formats moins classiques ; la moitié des essais cliniques de

phase | mis en place aujourd’hui sont des anticorps couplés, des anticorps bispécifiques ou

des fragments d’anticorps :

Un anticorps bispécifique a été approuvé en Europe, le catumaxomab (Removab) qui
est dirigé contre la molécule d’adhésion des cellules épithéliales (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
I’efficacité d’anticorps bispécifiques.

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
dans la prise en charge de différentes formes d’arthrite et de psoriasis, car le TNF est
une cytokine prédominante dans les processus inflammatoires. Le principe de 'action
est ici une inhibition par compétition.

Les fragments d’anticorps sont aussi de plus en plus étudiés ; les fonctions effectrices
et de liaison a I'antigene étant portées par deux domaines distincts, cela facilite le
design de molécules plus petites, se limitant au domaine de reconnaissance
antigénique lorsque le recrutement des effecteurs immunitaires n’est pas requis pour
I’efficacité. A ce jour, 3 fragments de liaison a I'antigéne (Fab) sont approuvés par la
FDA, le certolizumab (anti-TNF), le ranibizumab (anti-VEGF) et I'abciximab (anti-
glycoprotéine llb/ll1a) (figure 27) (Nelson, 2010).
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D’autres types de fragments d’anticorps ont été développés : les single-chain variable
fragment (scFv) sont formés par les domaines variables des chaines lourdes et légeres, reliés
par un peptide souple ; les VHH correspondent au domaine variable d’un type particulier
d’anticorps présent chez les camélidés, formé uniquement par deux chaines lourdes
(Muyldermans, 2001). Ces deux types d’anticorps, parfois sous forme multimérique, ont été
testés en essai clinique mais aucun n’a été approuvé a ce jour (figure 27) (Reichert and

Dhimolea, 2012).

scFv VHH/ VH

Figure 27 : différents formats de fragments d’anticorps.

Les fragments d’anticorps présentent certains avantages par rapport au format classique,
notamment une meilleure pénétration du site tumoral grace a leur petite taille ainsi que des
facilités de production en termes de temps et de colt. Cependant, I'absence de fragment Fc
diminue la demi-vie in vivo des anticorps qui sont éliminés plus vite. Par ailleurs, ils ne
peuvent pas induire d’ADCC ni I'activation de la cascade du complément (CDC).

c) Mécanismes d’action des anticorps monoclonaux

Les anticorps thérapeutiques peuvent avoir différentes actions sur leurs cellules cibles :
I'inhibition de la signalisation oncogénique qui induit souvent I'apoptose des cellules cibles
(anti-HER2, EGFR), l'inhibition de I'angiogenése (anti-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).

IIs utilisent différents mécanismes pour exercer ces actions sur les cellules cibles :

e Dépendants du fragment Fab :

Certains anticorps induisent I'internalisation du récepteur en s’y fixant, comme le cetuximab
et le trastuzumab : ce mécanisme est trés important si I’anticorps délivre une drogue ousi le
mécanisme d’action est basé sur la down-régulation du récepteur (Wei et al., 2003). Ces
deux anticorps induisent également la dégradation du récepteur a la suite de leur
internalisation (Vincenzi et al., 2008). Le trastuzumab qui est utilisé dans le cancer du sein
notamment, entraine donc une dégradation de HER2, ce qui prive les cellules cancéreuses
de la forte activation de la voie PI3K/Akt qui les protége de I'apoptose. Cependant,
I'internalisation doit étre limitée si le mécanisme recherché est plutot de I'ADCC ou de la
CDC (voir plus loin).
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Le domaine intracellulaire de HER2 est activé de facon 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).

Lorsque la cible est un récepteur membranaire, un mécanisme d’inhibition peut étre le
blocage de la liaison du ligand : c’est le cas du cetuximab qui empéche la fixation des ligands
comme I'EGF, le transforming growth factor 3 (TGFB) et I'amphiréguline a leur récepteur
'EGFR (Li et al., 2005).

Le pertuzumab possede un mécanisme d’action particulier : il inhibe la dimérisation d’"HER2
avec les autres membres de la famille HER (Metzger-Filho et al., 2013).

e 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
lier aux deux et d’activer ’ADCC ainsi que la CDC.

ADCC : une fois que l'anticorps est fixé a sa cible, son fragment Fc peut se lier aux FcBER qui
sont présents a 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 capables de médier I’ADCC comme le rituximab, le cetuximab et le
trastuzumab dont c’est le principal mode d’action (Vincenzi et al., 2008; Rudnicka et al.,
2013). Il faut noter qu’il existe un polymorphisme du FcyRllla présente sur les NK et qu’il est
décrit une efficacité thérapeutique différentielle selon les alleles portés par les patients
(Cartron et al., 2011).

CDC : certains anticorps comme le rituximab peuvent aussi se lier a la sous unité Clq du
complément par leur fragment Fc, ce qui active la cascade du complément et entraine
également une lyse cellulaire (figure 28) (Bellosillo et al., 2001). La CDC ne dépend pas
seulement de 'isotype mais aussi de la disposition et de la densité de I'antigéne a la surface
de la cellule cible (Sung et al., 1992).
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Figure 28 : mécanismes d’activation de ’ADCC et de la CDC.

Les macrophages peuvent également induire la phagocytose des cellules recouvertes
d’anticorps (Richards et al., 2008; Golay and Introna, 2012).

d) Anticorps anti-KIT

Il n’existe actuellement aucun anticorps thérapeutique ciblant KIT en clinique, ni en 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 ; c’est donc un agoniste de KIT. Le SCF empéche la liaison du YB5.B8 a KIT, en
revanche le YB5/B8 n’a pas d’effet sur liaison du SCF ; il n’inhibe donc pas la prolifération
induite par celui-ci (Ashman et al., 1994).

Le 17F11 est un anticorps murin qui présente la particularité d’augmenter sa liaison a KIT
humain en présence de SCF. Il n’a pas d’effet sur liaison du SCF a KIT et n’inhibe donc pas
I'internalisation de KIT induite par celui-ci. Sa liaison résulte en l'internalisation et la
phosphorylation de KIT (Ashman et al., 1994).

Le 41A11 est un anticorps internalisant qui a fait ses preuves pour I'imagerie de xénogreffes
de GIST chez la souris (Sogawa et al., 2010).

L'équipe 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 :

L’ACK2 est un anticorps bloquant de rat (IgG2b K) spécifique de KIT murin, dont I'injection a
des souris affecte le développement de nombreux lignages cellulaires: mélanocytes,
lignages érythroides et granulocytaires, ICC, follicules ovariens (Nishikawa et al., 1991; Rico-
Vargas et al.,, 1994; Yoshida et al.,, 1997; Torihashi et al., 1999). L’injection péritonéale
d’ACK2 chez des souris immunocompétentes permet de supprimer les progéniteurs
hématopoiétiques avant de réaliser une greffe de moelle, ce qui favorise une bonne prise
des cellules transplantées (Xue et al., 2010). L’ACK2 est le premier anticorps anti-KIT dont
I'efficacité a été évaluée en oncologie dans un modele murin : les souris RET mutantes
développent des mélanomes de facon spontanée ; I'injection d’ACK2 empéche la formation
de mélanome chez ces souris (Kato et al., 2004) (figure 29).

Figure 29 : souris RET-mutantes traitées (haut) ou non (bas) par I'anticorps anti-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 : lorsqu’ils sont marquées a I'yttrium
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 l'internalisation de KIT
humain et la prolifération qui en découlent (Ashman et al., 1994). Sa fixation a KIT entraine
I'internalisation du récepteur et inhibe la prolifération in vitro de lignées de GIST sensibles et
résistantes a l'imatinib. Une fois fixé, il permet la phagocytose de ces cellules par les
macrophages et inhibe leur croissance lorsqu’elles sont xénogreffées a des souris (Edris et
al., 2013) (figure 30).

SRi1

Figure 30 : SR-1 inhibe la croissance de xénogreffes de la lignée de GIST 430 résistante
a I'imatinib aprés 8 semaines de traitement (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) : I'anticorps
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-

1. Les anticorps obtenus inhibent la phosphorylation et I'internalisation de KIT induite par 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 progrés dans la prise en charge de certaines
pathologies tumorales; en effet, ces molécules faciles a administrer et engendrant peu
d’effets secondaires comparé aux chimiothérapies classiques, ont rallongé la médiane de
survie de nombreux cancers. Cependant les ITK présentent certaines limites ; comme il I'a
été décrit précédemment, tous les mutants de KIT ne sont pas sensibles a tous les ITK. Par
exemple le mutant D816V, caractéristique des mastocytoses systémiques, est résistant a
guasiment tous les ITK a 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 a 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 a survivre et a proliférer. Ce phénomeéne est observé lors de 'administration de
traitement, ce qui induit une pression de sélection sur la tumeur. Les rares cellules portant
les modifications nécessaires a la survie débutent alors une expansion clonale qui mene a
une rechute tumorale. Ce mécanisme complique presque tous les types de thérapie en
oncologie, ou le succes clinique initial réduisant la population cellulaire cancéreuse est
souvent suivi par la réémergence d’une nouvelle population cellulaire devenue réfractaire au
traitement initial. Ces phénomeénes sont trés 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 symptomes
gastro-intestinaux (nausées, vomissements, diarrhées) et une toxicité hématopoiétique.

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 I'expression de I'antigene ciblé (CD20) en surface ou encore un
blocage de I'activation du complément (Rezvani and Maloney, 2011). Il existe sans doute
moins de résistances aux anticorps qu’aux ITK car la thérapie par anticorps induit souvent
I’élimination des cellules cibles, contrairement aux ITK qui sont plutét cytostatiques.

Les pathologies liées a KIT nécessitent de nouveaux traitements de par les limites des ITK
ciblant KIT et I'absence d’anticorps anti-KIT en clinique.
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Comme décrit précédemment dans I'introduction, KIT est a I'origine de nombreux cancers
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 a
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 présentent cependant des limites puisqu’il existe des résistances primaires et acquises
lors de traitement a long terme. En effet, certains types de mutant de KIT sont résistants a 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
thése nous avons exploré plusieurs voies pour proposer de nouvelles molécules et de
nouvelles stratégies pour inhiber la signalisation KIT dans un contexte oncogénique.

Développement d’un test cellulaire de criblage fonctionnel d’inhibiteurs de KIT

Des travaux de thése précédemment réalisés au LBPA ont montré que les mutants de KIT —
exprimés en contexte hémizygote dans un modele cellulaire d’ovaire de hamster chinois
(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). Notre laboratoire a montré que le traitement d’un mutant par un ITK auquel il est
sensible entraine sa relocalisation membranaire. L'un des objectifs de cette thése était
d’exploiter I'existence de ce lien entre I'état d’activation de KIT mutant et sa localisation
cellulaire afin de développer un test de criblage fonctionnel. Ce projet consistait dans un
premier temps a mettre au point ce test pour sélectionner par cytométrie des molécules qui
relocalisent KIT mutant a la membrane, et qui par conséquent I'inhibent potentiellement.
Une fois le test mis au point a moyen débit sur des inhibiteurs validés, nous voulions cribler
des chimiothéques afin de trouver de nouveaux inhibiteurs spécifiques de KIT.

Sélection d’intrabodies anti-KIT mutant

Le probléme du ciblage des mutants de KIT vient du fait qu’ils sont, comme décrit
précédemment, en partie localisés au niveau intracellulaire. Un deuxieme axe du projet de
thése consistait a 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 maniére constitutive pourrait avoir
des épitopes distincts de la kinase WT en conformation active. Le but était d’obtenir des
anticorps spécifiques de la forme active de la kinase et si possible des anticorps spécifiques
de la forme active de la kinase mutée D816V. Ces fragments d’anticorps, une fois exprimés
dans le cytosol —on parle alors d’intrabodies— peuvent inhiber la signalisation KIT
oncogénique par deux mécanismes : soit ils inhibent directement I’activité kinase en se
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fixant au niveau du site de liaison a I’ATP, soit ils empéchent le recrutement de molécules de
signalisation et inhibent une voie en particulier. Ce dernier aspect pourrait étre d’autant plus
intéressant car les mutants de KIT activent préférentiellement certaines voies (Chian et al.,
2001).

Ce projet consistait dans un deuxieme temps a caractériser les effets biologiques de ces
intrabodies puis a mettre au point un test de criblage par enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA). En effet, les intrabodies ne sont pas adaptés a la thérapie en clinique, c’est
pourquoi nous souhaitions les utiliser pour cribler des banques de molécules
pharmacologiques ; le but étant de rechercher celles qui empéchent la liaison des
intrabodies inhibiteurs a KIT mutant et qui ont donc potentiellement le méme pouvoir
inhibiteur sur celui-ci.

Sélection d’anticorps dirigés contre le domaine extracellulaire de KIT

De par leur grande spécificité, les anticorps monoclonaux représentent une approche
prometteuse pour inactiver KIT. Le troisieme volet de ma thése a porté sur la caractérisation
d’anticorps humains spécifiques du domaine extracellulaire du récepteur KIT. Ces anticorps
ont été générés en utilisant la technique de phage display lors d’une précédente these au
LBPA. Cette partie du projet portait sur la caractérisation fonctionnelle des anticorps sur
différents variants de KIT ; I'un des objectifs était aussi d’évaluer leur efficacité en termes
d’inhibition de prolifération sur des lignées cellulaires tumorales dépendantes de KIT de
facon aisoler les candidats avec les propriétés anticancéreuses les plus intéressantes.

Par ces approches complémentaires, nous avons voulu développer de nouvelles molécules
ciblant la signalisation KIT oncogénique pour élargir le panel d’outils thérapeutiques et
outrepasser les résistances de certains mutants de KIT.

Dans un premier temps, je présenterai I'établissement d’'un modéele cellulaire CHO exprimant
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
caractérisation fonctionnelle d’anticorps humains dirigés contre la partie extracellulaire de
KIT.
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I. DEVELOPPEMENT D’UN TEST DE CRIBLAGE FONCTIONNEL

1. Caractérisation des modeles cellulaires

Il est décrit depuis quelques années que certains RTK, comme FGFR3 et FLT3, présentent une
localisation cellulaire altérée lorsqu’ils portent une mutation activatrice. Cette localisation
intracellulaire s’"accompagne d’une glycosylation immature des récepteurs ; ceux-ci initient
une signalisation spécifique a partir du Golgi ou du RE (Gibbs and Legeai-Mallet, 2007;
Choudhary et al., 2009).

Notre équipe a développé un modele cellulaire dans le but d’étudier de fagon fonctionnelle
différents variants (WT ou mutant) de KIT en les fusionnant a I’enhanced green fluorescent
protein (EGFP). Un modeéle cellulaire CHO de transfection transitoire pour I'expression
KIT humain a été établi : trois variants différents ont été construits, a savoir KIT WT, KIT
V560G et KIT D816V, tous fusionnés a 'EGFP (Bougherara et al., 2009). Le mutant V560G fait
partie des mutants du type régulateur, c’est-a-dire que la mutation est située au niveau
domaine JM qui est décrite comme jouant un réle d’auto-inhibiteur sur I’activité kinase de
KIT (cf | — 2.a. Mutations de KIT) ; cette mutation est caractéristique des GIST. Le mutant
D816V, de type catalytique, est trés fréqguemment retrouvé dans les mastocytoses
systémiques ; la mutation est située au niveau de la boucle d’activation du domaine kinase
de KIT. Ces deux mutants sont connus pour étre constitutivement actifs. Un tag EGFP, qui
permet de suivre la localisation cellulaire de KIT, a été inséré en N-terminal juste apres la
séquence signal de KIT, pour obtenir les variants WT, V560G et D816V en fusion avec I'EGFP
(figure 31) (cf annexe 1). En effet, il a précédemment été décrit que I'insertion du tag EGFP
en N-terminal est neutre fonctionnellement alors qu’une insertion en C-terminal entraine
une activation constitutive du récepteur WT (Jahn et al., 2002).

Kinase domain

a I
=
)
ECD \ /)
ICD

Figure 31 : représentation schématique de la protéine KIT fusionnée a I'EGFP.
SS séquence signal, ECD domaine extracellulaire, TD domaine transmembranaire, JMD

domaine juxtamembranaire, ICD domaine intracellulaire.
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De précédents travaux de I'équipe ont permis de montrer que comme dans le cas d’autres
mutants de RTK, on retrouvait une localisation altérée des mutants de KIT : des analyses par
immunofluorescence (IF) apres transfection transitoire des constructions plasmidiques dans
des cellules CHO ont montré qu’un marquage de KIT membranaire est retrouvé uniquement
sur la forme WT de KIT et pas, ou tres peu sur les deux mutants, qui sont essentiellement a
localisation cytoplasmique. Cette altération de localisation est associée a un défaut de
maturation des formes mutantes de KIT (Bougherara et al., 2009).

Lors de sa synthése, 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 a un pattern
complexe de glycosylation, correspondant a la forme mature de KIT, alors envoyée a la
surface cellulaire.

Ces travaux de I'’équipe ont montré les formes mutantes de KIT fusionné a 'EGFP exprimées
transitoirement en CHO présentent un défaut de maturation. Les mutants de KIT présentent
un profil de glycosylation de type high-mannose, ce qui correspond a une forme immature
de la protéine, caractéristique d’une localisation dans le RE (figure 32) (Bougherara et al.,
2009).
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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

variants de KIT fusionné a I'EGFP puis traitées par différentes glycosydases.

L'étude du pattern de glycosylation a été réalisée en traitant les cellules CHO transfectées
transitoirement par I'EGFP-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 a une forme immature, non glycosylée, formée
juste apres la fin de la traduction. La bande de poids moléculaire intermédiaire (150 kDa)
observée dans les 3 variants de KIT est sensible a I’hydrolyse par I'’endo H, indiquant un
pattern de glycosylation de type high-mannose. La forme de haut poids moléculaire
observée pour KIT WT est résistante a I'’endo-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,
caractéristique d’une localisation dans le RE.

Pour aller plus loin dans cette étude, des modéles de CHO exprimant de facon stable les
différents variants de KIT fusionnés a 'EGFP ont été établis. 'ADNc codant pour KIT taggué a
été introduit dans un vecteur rétroviral pLXSN. Les rétrovirus défectifs produits dans la
lignée 293-T ont ensuite servi a l'infection de cellules CHO afin d’établie des clones CHO
exprimant stablement les 3 variants de KIT.

L'expression des protéines de fusion a été validée en Western blot sur des extraits
protéiques de CHO transfectées transitoirement par les différents variants de KIT fusionnés a
I’'EGFP (figure 33). Nous avons observé une bonne expression de la protéine de fusion EGFP-
KIT WT, révélée par les 3 anticorps anti-KIT, KIT-ECD et GFP ; en revanche, I'expression est
plus faible pour les 2 mutants de KIT. De plus, la forme WT de KIT présente 3 isoformes,
correspondant a différents états de maturation de la protéine liés a des patterns de N-
glycosylation différents. Les formes mutantes de KIT quant a elles, ne présentent que les 2
isoformes de plus bas poids moléculaire, indiquant une maturation incompléte de ces
protéines, comme déja observé sur les modeles d’expression transitoire (figure 32).

CHO

EGFP-KIT
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KIT-ECD
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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 a leur activation
constitutive (figure 34).
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Figure 34 : numération des lignées CHO stables.
Les cellules ont été ensemencées a 150000 cellules/puits en milieu + sérum de veau foetal

(SVF) 10 % et ont été comptées a jour 3 +/- bleu trypan pour visualiser les cellules mortes.

Les mutants de KIT V560G et D816V sont décrits pour étre constitutivement activés. Pour
valider nos modeéles CHO, nous avons étudié le statut de phosphorylation de KIT mutant et
de KIT WT stimulé par le SCF ou non (figure 35).

CHO

EGFP-KIT

WT V560G D816V
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Figure 35 : analyse par Western blot de I'expression 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 a 100 ng/mL.

Comme nous le pensions, les 2 mutants de KIT présentent une forte phosphorylation en
I’absence de ligand, malgré une faible expression du récepteur. Le récepteur WT est exprimé
fortement et la stimulation par le SCF induit sa phosphorylation.

Pour vérifier la fonctionnalité du récepteur KIT WT dans nos modeles, nous avons étudié son
internalisation induite par le SCF par cytométrie de flux. L'incubation des cellules CHO-EGFP-
KIT WT en présence de SCF (surnageant de la lignée CHO-KL, sécrétrice de SCF) a différents
temps (de 1 minute a 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 modeéles, qui
permettent d’observer la distribution et les taux de KIT.

Expression totale de KIT
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Figure 36 : analyse de I'expression 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

I"anticorps 104D2 anti-KIT dont la liaison n’est pas modifiée par le SCF) 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 fusionnées a 'EGFP émettaient trés peu de signal GFP en cytométrie en flux (figure 37
gauche), alors que le tag GFP est bien détecté en Western blot (figure 33). Ceci est
probablement lié a la sensibilité de I'intensité de fluorescence de la GFP aux variations de
pH; les mutants de KIT étant majoritairement localisés dans le cytoplasme de la cellule
(figure 36 droite), et 'EGFP pouvant perdre sa fluorescence dans cet environnement acide
(Llopis et al., 1998), le signal EGFP est tres faible en cytométrie pour les mutants. La fusion a
I’'EGFP, qui avait été concue a la fois pour localiser par microscopie et évaluer la quantité de
KIT totale par cytométrie, présente donc un intérét limité dans le cas des fusions a KIT
mutant pour la quantification de KIT.
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Figure 37 : analyse par cytométrie en flux de I'expression totale et membranaire de KIT
dans les 4 lignées de CHO exprimant stablement EGFP-KIT ou non.

On observe un faible signal pour la GFP et pour KIT membranaire (mesuré par I'anticorps anti-
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 modeles CHO exprimant stablement KIT

mutant présentent un faible taux de KIT a 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 perméabilisées ou non et marquées a 'aide

d’un anticorps 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 d( a
présence majoritairement cytoplasmique de KIT mutant (figure 38).
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Figure 38 : ratio de I'expression en surface de KIT/I'expression totale de KIT dans les
lignées CHO stables.
Les cellules CHO-EGFP-KIT WT ou mutant ont été perméabilisées ou non avant d’étre

marquées par un anticorps anti-KIT couplé PE/Cy5 puis analysées au cytométre en flux. Les
résultats sont représentés en divisant la MFI obtenue avec I'anticorps 104D2 sur cellules non
perméabilisées par la MFI obtenue avec le méme anticorps sur cellules perméabilisées.
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Les mémes observations de localisation cellulaire altérée ont été observées en microscopie
sur les deux lignées CHO KIT mutant stables (figure 39). Pour |'acquisition de ces images,
nous avons d0 augmenter l'intensité d’excitation pour les CHO-EGFP-KIT mutantes afin
d’obtenir un signal détectable, puisque le signal GFP des mutants est tres faible.

EGFP-KIT

WT V560G D816V
KIT total

KIT membranaire

Figure 39 : analyse en IF par microscopie confocale de I'expression totale et
membranaire de KIT dans les lignées de CHO stables.
L'expression totale de KIT (EGFP en vert) est observée dans les 3 lignées alors que I'expression

membranaire de KIT (anticorps anti-KIT K44.2 murin puis anticorps secondaire anti-souris
conjugué a I'alexa 594) n’est observée que dans 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 a localisation
intracellulaire chez les patients atteints de MS (Bougherara et al., 2013).

Ceci montre que les modeles d’étude développés au laboratoire sont représentatifs 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 mutantes, c’est-a-dire
qui ne présentent qu’une copie du géne (Brahimi-Adouane et al.,, 2013). Nos modeéles
cellulaires d’étude sont hémizygotes et la majorité des GIST sont hétérozygotes pour KIT,
portant un allele WT et un allele muté. Il est donc important de garder en téte ces
différences entre KIT hétérozygote et hémizygote lors de I'interprétation de nos résultats.

I a été montré que l'expression du récepteur WT a la membrane dépendait d’une
maturation qui a lieu au niveau du RE (Brahimi-Adouane et al., 2013). Il semble donc que
I'activation précoce des récepteurs mutants, alors qgu’ils sont encore situés dans le
cytoplasme, ne leur laisse pas le temps d’étre completement glycosylés ; dés les premiéres
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étapes de leur syntheése, ils seraient phosphorylés, signaliseraient et seraient dégradés sans
avoir le temps d’atteindre la surface cellulaire.

2. Relocalisation des mutants de KIT par traitement aux ITK

Apreés avoir observé une localisation altérée des mutants de KIT, nous avons étudié |'effet de
traitement aux ITK sur celle-ci. Nous avons observé par cytométrie que le traitement de nos
modeles CHO par différents ITK (1 h — 1 uM — 37°C) induisait la relocalisation membranaire
de KIT mutant. L'imatinib, qui est actif sur les mutants régulateurs mais pas sur le D816V,
n’entraine la relocalisation que du mutant V560G. Le dasatinib, qui a un spectre d’action plus
large, inhibant I'activité kinase des 2 types de mutants, relocalise le V560G et le D816V
(figure 40). Aucun effet n’a été observé sur les CHO-EGFP-KIT WT dans les mémes conditions
(non montré).
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Figure 40 : analyse par cytométrie en flux de I'expression membranaire de KIT dans les
lignées CHO stables apres traitement aux ITK.
Les cellules CHO-EGFP-KIT ont été traitées 1 h a l'imatinib ou au dasatinib (1 puM) puis

I’'expression de KIT a la surface a été mesurée grace a I'anticorps 104D2 couplé a la PE/Cy5. Les
résultats sont exprimés en % par rapport a la MFI des cellules non traitées (NT).

Ces observations ont été confirmées par une analyse en IF des 3 lignées CHO-EGFP-KIT
traitées 2 h a 0,5 uM d’imatinib ou dasatinib (figure 41). L'expression membranaire du
mutant V560G est restaurée par les deux inhibiteurs, celle du mutant D816V par le dasatinib
uniguement. Ceci suggére que la modulation de la localisation du mutant par un ITK dépend
de sa sensibilité a celui-ci.
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Figure 41 : analyse en IF par microscopie confocale de I'expression membranaire de

KIT dans les lignées CHO stables apres traitement aux ITK.
Traitement des cellules a I'imatinib ou au dasatinib (2 h a 0,5 uM). Expression de KIT total en

vert (EGFP), expression membranaire de KIT en rouge (anticorps anti-KIT K44.2 puis anticorps
anti-souris couplé a I'alexa 594). Contréle : cellules non traitées. Grossissement x630.

Nous avons pu observer que cette relocalisation de KIT mutant induite par les ITK était
associée a une déphosphorylation de celui-ci et des protéines de signalisation associées
(figure 42). L'imatinib a 1 uM conduit a une déphosphorylation de KIT V560G, ainsi que
d’Erk2. Le dasatinib est actif a de plus basses concentrations (a partir de 100 nM), il inhibe la
phosphorylation de KIT V560G ainsi que de STATS et Erk2. Le mutant D816V, quant a lui, est
résistant a I'imatinib qui n’a aucun effet sur la phosphorylation de KIT ni sur celles des
protéines de la signalisation associée. En revanche, le dasatinib entraine une forte
diminution de la phosphorylation de KIT D816V, STATS et Akt a 1 M. Ces résultats indiquent
gue le phénomene de relocalisation des mutants par les ITK est corrélé a I'inhibition de leur
activité kinase. Nous avons donc émis I’hypotheése suivante : I'inhibition de I'activité kinase
de KIT mutant entrainerait sa relocalisation a la membrane plasmique.
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Figure 42 : analyse par Western blot de la signalisation des lignées CHO-EGFP-KIT

mutant apreés traitement aux ITK.
Les cellules ont été traitées par de I'imatinib 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 été évaluée a I'aide des anticorps correspondants. Les
membranes ont ensuite été déshybridées puis incubées avec les anticorps anti-KIT, STAT5, Akt
et Erk 1/2, permettant d’évaluer la quantité totale de ces protéines.

Nous avons réalisé la méme 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
(STATS5, Akt et Erk) a partir de 100 nM. Un dépo6t d’une quantité de protéines plus faible pour
la condition traitée a I'imatinib a 1 uM ne permet pas de conclure sur ce point. En revanche,
contrairement au dasatinib, a 100 nM, l'imatinib n’induit aucun effet sur la phosphorylation
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 a des concentrations plus faibles que

I'imatinib.
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Figure 43 : analyse par Western blot de la signalisation de la lignée CHO-EGFP-KIT WT

apreés traitement aux ITK.
Les cellules CHO-EGFP-KIT WT cultivées en présence de SCF ont été traitées par de I'imatinib

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
été évaluée a l'aide des anticorps correspondants. Les membranes ont ensuite été
déshybridées puis incubées avec les anticorps anti-KIT, STAT5, Akt et Erk 1/2, permettant
d’évaluer la quantité totale de ces protéines.

Des travaux réalisés au LBPA ont montré que, tout comme dans nos modéles CHO, on
pouvait observer une relocalisation de KIT mutant D816V a 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 modéle
d’étude relevant.

3. Mise au point d’un test de criblage fonctionnel

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 chimiothéques 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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e Cinétique

Apres avoir ensemencé les 3 lignées de CHO, nous les avons incubées avec I'imatinib ou le
dasatinib (0,5 uM) pendant différents temps : 15 min, 30 min, 1 h, 1,5h, 2 h, 2,5h,3 h, 4 h
et 8 h. A la fin du temps d’incubation, les cellules ont été trypsinées, lavées et marquées a
I’aide de I'anticorps anti-KIT 104D2 PE/Cys5 (figure 44).
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Figure 44 : étude cinétique de I'expression membranaire de KIT par cytométrie en flux
apres traitement aux ITK des lignées CHO stables.
Les 3 lignées stables CHO ont été traitées a I'imatinib (cercles vides) ou au dasatinib (cercles

pleins) (0,5 uM) pendant les temps indiqués. L'expression de KIT en surface a été évaluée par
I’anticorps anti-KIT 104D2 —PE/Cy5. Les résultats sont exprimés en MFI.

Nous avons pu observer que le dasatinib entraine une relocalisation membranaire des 2
mutants de KIT dés 15 min de traitement ; celle-ci est maximum a 2 h, temps auquel on
atteint un plateau. L'imatinib relocalise uniquement le mutant V560G, avec une cinétique
similaire a celle du dasatinib. On peut noter que le traitement des CHO-EGFP-KIT WT par les
2 ITK induit une diminution de I'expression en surface de KIT a partir de 2,5 h; ce
phénoméne a été décrit récemment dans une étude qui a montré que le ciblage de la poche
ATP par I'imatinib induisait I'internalisation et la dégradation de KIT WT sans stimulation au
SCF (D’allard et al., 2013). Nous retrouvons ce phénomeéne avec le dasatinib également.

Cette étude cinétique nous a permis de déterminer le temps minimal d’incubation
nécessaire pour induire la relocalisation maximale sur les 2 mutants. Les expériences
suivantes ont donc été réalisées a 2 h d’incubation.
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e Dose-réponse

Les 3 lignées CHO ont été incubées avec I'imatinib ou le dasatinib pendant 2 h a différentes
concentrations: 1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 puM ou 10 uM. Comme
précédemment, a la fin des 2 h d’incubation, les cellules ont été trypsinées, lavées et
marquées a l'aide d’un anticorps anti-KIT (figure 45).
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Figure 45 : analyse par cytométrie en flux de la relocalisation de KIT en surface aprées
traitement a différentes concentrations d’ITK des lignées CHO stables.
Les 3 lignées CHO ont été traitées a I'imatinib ou au dasatinib pendant 2 h puis marquées a

I’aide d’un anticorps anti-KIT couplé PE/Cy5. Les résultats sont exprimés en MFI.

Nous avons observé que le dasatinib relocalise les mutants de D816V et V560G a 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
d’ITK plus élevées que les autres mutants pour étre inhibé (table 5) (Schittenhelm et al.,
2006). L'imatinib n’est actif que sur le mutant V560G qu’il relocalise a partir de 30 nM. |l a
déja été décrit que lI'imatinib possede une IC50 plus élevée que le dasatinib en termes
d’inhibition de I’activité kinase de KIT V560G (table 5). L'imatinib et le dasatinib entrainent
une relocalisation maximale a 300 nM environ chez le mutant V560G. En revanche, nous
n’avons pas atteint le plateau avec le mutant D816V, méme a 10 uM de dasatinib, ce qui
indique une fois de plus la faible sensibilité du mutant D816V aux ITK compétiteurs de I’ATP.
Ici encore on peut observer que l'imatinib a forte concentration (10 uM) induit une
internalisation de KIT WT, liée a I'occupation du site ATP.
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V560G D816V

imatinib 10-100 nM > 10 uM
dasatinib 1-50 nM 100 nM

Table 5 : IC50 de I'imatinib et du dasatinib pour I'inhibition de I'activité kinase 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
sensibles ou résistantes aux différents types d’ITK pour la modulation de la localisation de
KIT a des concentrations corrélées a ce qui a été décrit dans de précédentes études sur
I'activité des ITK sur 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 a I'aide d’un anticorps fluorescent. En effet, la fluorescence de
la molécule interfere avec celle de I'anticorps et biaise le résultat. Ces molécules sont donc a
exclure de notre test afin d’éviter la sélection de faux positifs.

Nous avons par la suite essayé d’améliorer le test pour qu’il soit plus rapide et plus simple a
réaliser pour tester un grand nombre de molécules a la fois. Jusque-la, nous travaillions sur
cellules adhérentes en plaques 24 puits, ce qui impliquait d’ensemencer les cellules la veille
et de les trypsiner a la fin du traitement. Nous avons testé un nouveau format utilisant des
cellules en suspension : pour cela, nous trypsinons les cellules au début de I'expérience et en
dispensons 2.10° par puits dans une plaque 96 puits a fond rond, avant incubation avec les
drogues a 37°C. Les étapes de lavage, centrifugation et marquage se font directement dans
les plaques 96 puits. Les cellules sont transvasées dans une plague 96 puits a fond plat a la
pipette multicanaux juste avant analyse au cytomeétre (Cell Lab Quanta — Beckman Coulter).

Afin de valider ce format avec cellules en suspension, nous I'avons testé avec quelques ITK
utilisés en clinique a savoir I'imatinib et le dasatinib comme précédemment, ainsi que le
sorafenib et le nilotinib. Le sorafenib, tout comme I'imatinib, est actif sur les mutants de
I'exon 11 comme le V560G, mais pas sur ceux du codon 816 (Heinrich et al., 2012). Le
nilotinib quant a lui, est décrit pour étre actif sur les mutants de I'exon 11 également et sur
ceux de I'exon 17 dans certaines études (von Bubnoff et al., 2005; Gleixner et al., 2006).

L'imatinib et le nilotinib sont des dons du Dr Serge Roche (CRBM — Montpellier) et le
dasatinib vient de chez Santa Cruz. Le sorafenib a été préparé a partir de comprimés
destinés aux patients. Aprés broyage et pesée il a été dissous dans du diméthylsulfoxyde
(DMSO) pour préparer la solution mere qui a ensuite été diluée comme les autres inhibiteurs
afin de traiter les cellules. Les cellules ont été incubées 2 h a 37°C a différentes
concentrations d’inhibiteurs : 10 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM et 1 uM (figure 46).
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Figure 46 : analyse par cytométrie en flux de la relocalisation de KIT mutant en surface
apres traitement a différentes concentrations d’ITK des lignées CHO stables.

Les cellules CHO-EGFP-KIT V560G et D816V ont été traitées 2 h avec différents ITK aux
concentrations indiquées puis marquées a I'aide de I'anticorps anti-KIT 104D2-PE/Cy5. Les
résultats sont exprimés MFI. NT, non traité.

Comme attendu, dans ce format en suspension, I'imatinib et le dasatinib induisent une
relocalisation de KIT V560G, mais seul le dasatinib relocalise le mutant D816V. La
relocalisation du mutant V560G atteint un plateau avec I'imatinib, le dasatinib et le sorafenib
a 100 nM, 50 nM et 500 nM respectivement. Le nilotinib et le sorafenib relocalisent les 2
mutants, dés 10 nM mais sans atteindre de plateau pour le mutant D816V : nous ne pouvons
donc pas estimer d’ICsq ; le nilotinib a été montré comme inhibant la prolifération de lignée
Ba/F3 KIT D814V a une ICsqde 750 nM (Ustun et al., 2011). Le sorafenib a été décrit comme
inhibant la phosphorylation de KIT V560G dans un modéle CHO a une concentration
inférieure a 100 nM et comme étant inactif sur le mutant D816V (Heinrich et al., 2012).
Toutefois, dans notre modeéle, nous observons une forte relocalisation membranaire du
mutant D816V lors du traitement par le sorafenib a 1 uM.

Pour conclure, nous avons mis au point un test de criblage de molécules par cytométrie a
moyen débit qui présente de nombreux avantages :

- Son format est simple d’utilisation et rapide puisque toutes les étapes (incubations,
centrifugations, marquage) se font en directement en plaque 96 puits.

- Cest un test cellulaire qui évalue I'effet des molécules directement sur des cellules
vivantes ; il est donc plus physiologique qu’un test réalisé sur kinase recombinante.

- Il est cible-spécifique, puisqu’il analyse I'effet du traitement directement sur KIT, au
contraire d’un test basé sur une inhibition de prolifération cellulaire.
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4. Criblage de la chimiothéeque Screen-Well Kinase Inhibitor

Library (Enzo Life Sciences)

Nos précédents résultats nous poussent a penser que les molécules qui induisent une
relocalisation de KIT a la surface cellulaire agissent possiblement en inhibant son activité
kinase. C’est pourquoi nous avons utilisé notre test pour cribler une chimiotheque
d’inhibiteurs pharmacologiques afin d’identifier de nouvelles molécules agissant sur la
localisation de KIT, potentiellement utilisables pour inhiber la signalisation KIT oncogénique.

Nous avons choisi de cribler la chimiotheque 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 chimiotheque de taille limitée, afin de pouvoir ajuster
tous les parametres lors de cette premiere expérience. Par la suite, nous souhaiterions
passer au format 384 puits pour pouvoir cribler de plus larges chimiothéques. De plus, pour
ce premier choix, nous avons choisi une chimiothéque orientée, qui ne contient que des
inhibiteurs de kinases. Les inhibiteurs de kinases n’étant jamais totalement spécifiques d’'une
seule cible, nous pensons avoir une forte probabilité de sélectionner des molécules
potentiellement inhibitrices de KIT dans ce type de chimiotheque.

La plague mére qui contient les drogues a 10 mM en DMSO est stockée a -80°C; nous
I’avons aliquotée et diluée a différentes concentrations grace a une plateforme robotisée de
I'institut dans I'optique de réaliser plusieurs criblages dans différentes conditions.

Nous avons réalisé un criblage a 100 nM et un a 1 uM sur les 3 lignées CHO-EGFP-KIT. Nous
avons choisi arbitrairement de sélectionner les drogues qui augmentent I'expression de KIT
en surface de plus de 25 % par rapport aux cellules non traitées. Nous avons utilisé le DMSO
dilué aux mémes concentrations que les drogues comme controle négatif ; I'imatinib et le
dasatinib nous ont servi de contréle positif de relocalisation (figure 47).
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Figure 47 : analyse par cytométrie en flux de la relocalisation de KIT mutant en surface
apres traitement par la chimiotheque a 1 uM des lignées CHO stables.
Les cellules CHO-EGFP-KIT V560G et D816V ont été traitées par les drogues de la chimiotheque

pendant 2 ha 1 pM a 37°C puis marquées a l'aide de I'anticorps anti-KIT 104D2 couplé PE/CyS5.
H9 DMSO en contrdle négatif (vert); H10 imatinib (rouge); H11 dasatinib (rouge); NT non
traitées (bleu). Le seuil de positivité (pointillé) est fixé a 25 % de relocalisation par rapport aux
cellules non traitées. Les résultats sont exprimés en MFI.

Le criblage de la chimiothéeque a 1 uM 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 étre plus difficile a inhiber,
nécessitant souvent des concentrations d’inhibiteur plus importantes. Il parait donc logique
gue nous ayons sélectionné moins d’inhibiteurs 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 I'erbstatine + -
hypericine + +
Ro 31-8220 - +
SP 600125 + -
indirubin-3’-monooxime + -

Table 6 : molécules de la chimiothéque relocalisant KIT mutant a la surface cellulaire a 1
UM,

Le criblage de la chimiothéque sur les cellules CHO-EGFP-KIT WT dans les mémes conditions
indique que, comme précédemment observé lors de courts traitements a I'imatinib ou au
dasatinib, I'expression de KIT WT en surface ne varie pas de fagon significative (non montré).
Nous avons réalisé la méme expérience sur des cellules CHO-EGFP-KIT WT cultivées en
présence de SCF 24 h avant le test. L’activation de KIT WT par le SCF induit son
internalisation (figure 36) qui méne a sa dégradation. L'inhibition de I'activité kinase de
récepteur WT entraine une relocalisation, tout comme avec les mutants de KIT (figure 48).
Le criblage de la chimiothéque 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
dernieres molécules ont déja 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 apreés traitement par la chimiothéque a 1 uM des lignées CHO stables.
Les cellules CHO-EGFP-KIT WT ont été cultivées en présence de SCF et traitées par les drogues

de la chimiothéque pendant 2 h a 1 uM a 37°C puis marquées a l'aide de I"anticorps anti-KIT
104D2 couplé PE/Cy5. H9 DMSO en contrdle négatif (vert), H10 imatinib (rouge), H11 dasatinib
(rouge), NT non traitées (bleu). Le seuil de positivité (pointillé) est fixé a 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 étre administrées a de plus faibles concentrations chez le patient, le méme
protocole a été réalisé pour cribler la chimiothéque a 100 nM (figure 49).
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Figure 49 : analyse par cytométrie en flux de la relocalisation de KIT mutant en surface
apres traitement par la chimiothéque a 100 nM des lignées CHO stables.
Les cellules CHO-EGFP-KIT V560G et D816V ont été traitées par les drogues de la chimiotheque

pendant 2 h a 100 nM a 37°C puis marquées a l'aide de I'anticorps anti-KIT 104D2 couplé
PE/Cy5. H9 DMSO en contrdle négatif (vert), H10 imatinib (rouge), H11 dasatinib (rouge), NT
non traitées (bleu). Les résultats sont exprimés en MFI.
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A 100 nM, nous n’avons retrouvé qu’un nombre limité d’inhibiteurs relocalisant les mutants
de KIT. En effet, seuls la staurosporine et le PKC-412 sont actifs sur le mutant D816V. IIs 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 chimiothéque relocalisant les mutants de KIT a la surface
cellulaire a 100 nM.

Parmi ces molécules que nous avons sélectionnées, plusieurs sont des solutions colorées : le
GF 109203X, le SU 4312, I'hypericine, le SP 600125 et I'indirubine-3’-monooxime. Afin de
vérifier la spécificité du test, les données ont systématiquement été répétées sur cellules
Raji, une lignée issue d’un patient atteint de lymphome de Burkitt, non marquées avec
I’anticorps anti-KIT. Ainsi, nous avons écarté le GF 109203X et I’hypericine qui augmentent la
fluorescence des cellules indépendamment du marquage par I'anticorps anti-KIT (figure 50).
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Figure 50 : analyse par cytométrie de I'effet du GF 109203X et de I'hypericine sur la
fluorescence de cellules Raji.
Les cellules Raji ont été incubées 2 h a 37 °C avec du GF 109203X et de I’hypericine (1 uM). La

fluorescence due aux drogues a été évaluée par mesure directe au cytometre, sans marquage
par anticorps. En rouge, contréle non traité.

Les résultats du criblage par notre test sont parfois non-spécifiques pour les drogues
colorées. Lors du futur criblage d’autres chimiothéques, il faudra prendre en compte cette
limite du test. La chimiothéque devra d’abord étre testée sur le modele cellulaire avec une
analyse en cytométrie en flux des cellules aprés incubation avec les drogues.

Les différents criblages de cette chimiotheque 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 maniére tout a fait intéressante, relocalise le mutant D816V,
impliqué dans les mastocytoses pour lesquelles il n’existe pas de traitement curatif (table 8).

V560G D816V

100 nM 1uM 100 nM 1pu
staurosporine + +
PKC-412 +
PP1 +
PP2
tyrphostine AG 1478 -
tyrphostine AG 1295 -
lavendustine C -
ZM 336372 +
SU 4312 -
génistéine -
analogue de I'erbstatine -
Ro 31-8220 -
SP 600125 -
indirubin-3’-monooxime -

+ |+ |+ |+

+ |+ + + +|+ |+ + + |+ +E
1
1

+ |+ |
1 1 1
1 1 -+

Table 8 : récapitulatif des molécules de la chimiothéque relocalisant les mutants V560G et
D816V.

Les molécules de la chimiothéque sont toutes des inhibiteurs de kinases qui ne sont pas
encore approuvées en clinique.

e Les inhibiteurs sélectionnés par le test ont, pour 5 d’entre eux, déja été décrits dans
la littérature comme inhibant KIT :

La staurosporine est un composé a tres large spectre d’action qui inhibe environ 80 % des
kinases, ce qui limite son utilisation en clinique. Elle reste un outil tres utile en recherche, ou
elle est utilisée pour induire I'apoptose. Le PKC-412 (cf introduction partie Il 1.a. Inhibiteurs
de tyrosine kinase de type |) est un dérivé de la staurosporine qui a déja été décrit comme
inhibant plusieurs types de mutants de KIT (du domaine JM, de la boucle d’activation,
gatekeeper). Toutefois, tout comme la staurosporine, il cible également de nombreuses
kinases. L'efficacité de cette molécule a pourtant déja été évaluée dans plus plusieurs essais
cliniques, essentiellement dans des LAM ou 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 travauy, il a été montré que les 2 molécules induisent une inhibition
de l'activité kinase de KIT in vitro; de plus, elles limitent la prolifération cellulaire SCF-
dépendante de la lignée MO7E qui exprime KIT WT.
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La tyrphostine (tyrosine phosphorylation inhibitor) AG 1295 est une molécule dérivée de
I’erbstatine qui inhibe le PDGFR et KIT (Kovalenko et al., 1994) mais qui est trés peu décrite
dans la littérature.

Ces 5 molécules déja connues pour inhiber KIT, jouent le r6le de contrdle positif interne au
test. Leur sélection par l'intermédiaire du test nous conforte dans I'idée que la relocalisation
de KIT mutant observée par cytométrie correspond bien a une inhibition de son activité
kinase.

e Nous avons également sélectionné 9 molécules non décrites comme inhibitrices de
KIT dans la littérature :

La tyrphostine AG 1478 dérive également de I'erbstatine ; elle est couramment utilisée en
recherche in vitro pour ses propriétés inhibitrices de 'EGFR et a montré 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 a avoir été découverts ont été isolés a partir de
sources naturelles et présentent une faible sélectivité vis-a-vis des kinases. Nous en avons
sélectionné 3 lors de notre criblage : la premiere, la lavendustine C, inhibe entre autre
'EGFR, les SFK et la Ca®*/calmoduline-dépendante protéine kinase Il (CaMKIl). Elle est
utilisée in vitro principalement pour son role inhibiteur sur cette derniere kinase (Kobayashi
et al., 2012) ; la CaMKIl est une sérine/thréonine kinase dépendante du complexe
Ca*calmoduline impliqguée dans de nombreux mécanismes comme la signalisation calcique
et le stress oxydatif. La seconde, un analogue de |'erbstatine, plus stable que la molécule
d’origine, est a l'origine de la famille des tyrphostines. Cet inhibiteur d’EGFR et des SFK
régule les canaux ioniques directement ou par I'intermédiaire de ses protéines cibles (Zhang
et al.,, 2004). Enfin, la troisitme, 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 inhibitrice de l'activité kinase de I'EGFR en
prenant la place de I’ATP. Cette molécule est un phytocestrogene, elle interagit donc aussi
avec le récepteur a l'cestrogéne ce qui entraine des effets endocriniens sur I'organisme. Il a
été montré qu’elle possede 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
comme un fort inducteur de I'apoptose 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 glycogene. Son utilisation dans des cellules tumorales de pancréas a montré
une induction de I'apoptose, due a I'inhibition de GSK-3 (Deming et al., 2010).
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Le SU 4312 est un inhibiteur de PDGFR et VEGFR, mais trés 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).

L'indirubine-3’-monooxime est une molécule dérivée de l'indirubine qui est le composé actif
d’'une mixture composée d’herbes médicinales utilisée dans la médecine chinoise pour
traiter les LMC (Hoessel et al., 1999) ; c’est un inhibiteur des CDK et de GSK-3 qui arréte le
cycle et induit I'apoptose dans de nombreuses lignées tumorales (Lee et al., 2013).
L'indirubine a été testé en Chine dans le traitement des LMC : 30 % des patients ont montré
une rémission compléte et 30 % une rémission partielle.

Grace au criblage par notre test de relocalisation d’'une chimiothéque orientée, nous avons
sélectionné 14 molécules relocalisant un ou les 2 mutants de KIT, dont 9 non décrites dans la
littérature comme inhibant KIT. Cette absence d’informations concernant leur action
inhibitrice vis-a-vis de KIT vient peut-étre simplement du fait qu’elles n‘ont jamais été
testées sur le récepteur. Le phénomeéne de relocalisation induit par le traitement aux
inhibiteurs que nous observons est probablement lié a l'inhibition directe de l'activité
tyrosine kinase de KIT. Cependant, des mécanismes alternatifs peuvent entrer en jeu dans la
localisation cellulaire de KIT mutant. Nous avons observé ce méme phénoméne 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 mutant puissent étre sélectionnées par ce test. Cela peut s’avérer une approche
paralléle intéressante puisque les inhibiteurs de protéasome ont déja 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, nous utilisons le PKC412 comme contréle positif. Nous avons tout d’abord testé
I’effet de ces 4 molécules sur la prolifération des lignées HMC1.1 et HMC1.2 (figure 51).

105



HMC1.1

120,000 .
X 120,000 - HMC1.2
W E 100,000 100,000 -
1=
£Z ENT
3 s 80,000 80,000 1
8 2 60000 = onM
w o 60,000 1 100 nM
£e
2 5 40000 40,000 - E1uMm
> =X
£ 20,000 20,000
0,000 0,000 1

Figure 51 : étude de l'effet d’ITK sur la prolifération cellulaire des lignées HMC1 par
MTS.

Les cellules HMC1.1 et HMC1.2 ont été ensemencées a 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 dés 100 nM. Le Ro 31-8220 est également actif sur les 2 lignées a
1 uM. 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 méme allele, soit sensible a
cet inhibiteur. En revanche, le Ro 31-8220 n’avait pas d’effet sur la localisation du mutant
V560G dans notre test ; il est donc plus surprenant qu’il inhibe la prolifération de la lignée
HMC1.1 qui porte uniquement la mutation V560G. Le ZM 336372 inhibe la croissance
cellulaire de la lignée HMC1.1 des 100 nM et n’a pas d’effet sur la lignée HMC1.2. Lors du
test de criblage, cet inhibiteur agissait uniquement sur la localisation du mutant V560G ; le
résultat de I'expérience de viabilité cellulaire correle avec celui du test. La génistéine en
revanche n’a aucun effet sur la prolifération des 2 lignées. La relocalisation des mutants
observée en cytométrie était peut-étre liée a un effet non spécifique de la drogue ou encore
a une métabolisation de la drogue par les lignées HMC1 non retrouvée dans les lignées CHO.

Pour poursuivre la validation des drogues, nous avons étudié |'effet de ces 4 inhibiteurs sur
I'activation de KIT, c’est-a-dire sur sa phosphorylation (figure 52).
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Figure 52 : analyse par Western blot de 'effet des drogues sur la phosphorylation de
KIT dans les lignées HMC1.
Les cellules HMC1.1 et HMC1.2 ont été incubées 1h30 a 37°C avec les drogues indiquées a 1

UM. NT, non traitées.

Les mutations de KIT portées par les lignées HMC1 I'activent de facon constitutive, il est
donc phosphorylé a I’état basal sans stimulation par le SCF. Ici encore nous avons pu
observer un effet du PKC412 sur les 2 lignées : il inhibe la phosphorylation de KIT dans les 2
contextes mutationnels (V560G et V560G/D816V). Tout comme dans l'expérience de
prolifération, le ZM 3363772 n’est actif que dans la lignée HMC1.1. On note ici en Western
blot qu’il inhibe la phosphorylation de KIT a 1h30. Les résultats obtenus avec la génistéine
sont aussi concordants avec son absence d’effet sur la prolifération cellulaire puisqu’elle n’a
aucun effet sur la phosphorylation de KIT dans ces lignées. Enfin, le Ro 31-8220 n’a aucun
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-étre dues a un effet non spécifique de KIT de cet inhibiteur, par exemple
I'inhibition d’'une autre kinase que 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 méme penser que le Ro 31-8220 a un effet inhibiteur sur KIT mutant D816V, peut-
étre de facon 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 activé, on peut noter qu’il y a plus d’inhibiteurs qui sont actifs sur les mutants que sur
KIT WT. Cela est peut-étre d( a 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 étre réalisée a des temps
d’incubation plus longs pour vérifier cette hypothese. Les drogues modulant les protéines
chaperonnes induiraient une dégradation de KIT mutant a 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
oncogéniques (V560G et D816V) de KIT grace au criblage d’'une chimiotheque par notre 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 déja testé 3 de ces
9 molécules et validé le ZM 336372, qui inhibe la phosphorylation de KIT V560G ainsi que la
croissance d’une lignée de leucémie a mastocytes dépendante de ce mutant de KIT. L’action
potentiellement inhibitrice des 6 autres molécules reste a valider sur les lignées de leucémie
a mastocytes HMC1. L'utilisation de lignées de GIST pourrait également nous aider a mieux
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
sensible a I'imatinib, respectivement, qui pourraient s’avérer étre des modeles d’étude tres
intéressants (Tuveson et al., 2001; Bauer et al., 2006a).

Ce test de criblage pourra étre testé sur d’autres lignées cellulaires exprimant KIT mutant
comme les HMC1. Il pourrait aussi étre adapté a d’autres RTK dont la localisation cellulaire
est altérée lorsqu’ils sont mutés, comme par exemple le récepteur FLT3.
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Il. GENERATION D’INTRABODIES ANTI-KIT

Une des stratégies que nous avons adoptée pour cibler KIT est de générer des intrabodies,
c’est-a-dire des anticorps intracellulaires ou mini-anticorps, capables de lier leur cible ou
antigéne au niveau intracellulaire, suite a I'introduction d’un gene codant pour I'anticorps
dans la cellule d’étude. Nous avons utilisé la technique du phage display pour sélectionner
des fragments d’anticorps aux formats scFv et VHH, spécifiques du domaine intracellulaire
de KIT. L'objectif de cette approche est d’obtenir des intrabodies qui, une fois exprimés dans
le cytoplasme des cellules, inhibent la signalisation KIT oncogénique. Deux mécanismes
peuvent entrer en jeu pour parvenir a cette inhibition :

e |intrabody pourrait se lier au site de fixation de I'ATP, et inhiber directement
I’activité kinase de KIT.

e L’intrabody pourrait aussi inhiber I'interaction entre KIT et les protéines de
signalisation qui lui sont associées; ce type d’inhibition, plus indirect, permet de
bloquer sélectivement certaines voies activées par le récepteur KIT oncogénique
(figure 53). Une telle stratégie a déja été reportée pour le ciblage par exemple de la
spleen tyrosine kinase (Syk) impliquée dans des mécanismes d’allergie (Mazuc et al.,
2008).

-

Figure 53 : représentation schématique des 2 modes d’action possibles des intrabodies
inhibiteurs.
Gauche : Lintrabody (en rose) peut se fixer et inhiber directement I'activité kinase de KIT.

Droite : I'intrabody peut empécher le recrutement de partenaires de signalisation (en bleu) sur
les tyrosines phosphorylées (rouge) du domaine intracellulaire de KIT.

Les anticorps pourraient par ailleurs étre 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 ou il existe une
déstabilisation permanente de la boucle d’activation chez le mutant. Dans I'absolu, le but du
projet est de sélectionner un ou plusieurs fragments d’anticorps spécifiques du mutant
D816V, ou au moins de la forme active phosphorylée de KIT. Ainsi, cet outil pourrait servir a
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 naive (Sheets
et al., 1998) puis, devant certains écueils, nous nous sommes rapprochés de I'équipe du Dr.
Daniel Baty, spécialiste des anticorps de camélidés : nous avons eu acces a des banques
immunes de VHH obtenues a partir du répertoire B de lamas immunisés par différents
variants du domaine intracellulaire de KIT (KIT-ICD).

1. Production du domaine intracellulaire de KIT

Pour réaliser ces sélections, nous avons choisi d’utiliser des protéines recombinantes ; la
partie intracellulaire de KIT est peu soluble lorsqu’elle est produite telle qu’elle
(communication personnelle Dr. Laurent Gros, AB Sciences), elle a donc été fusionnée a la
Maltose Binding Protein (MBP) grace au plasmide pMAL-C2X (cf annexes 3 et 4). Cette fusion
donne naissance a une protéine de 87 kDa dont la purification est facilitée grace a la MBP
fusionnée en N-terminal (figure 54).

Kinase domain
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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 -
Marseille), nous a permis de générer 2 autres variants de KIT a I'aide d’un kit de mutagénese
dirigée (Stratagene) : en révertant la mutation D816V, nous avons obtenu la forme WT ; la
forme Kinase Dead (KD), correspondant a une conformation constitutivement inactive de la
kinase, a été obtenue en substituant I'acide aspartique a la position 792 par une asparagine
(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.

110



- Induction a I'isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 0,3 mM : 3 h a 37°C pour la MBP,
18 h a 4°C pour MBP-KIT-ICD.

- Centrifugation et reprise du culot bactérien puis sonication de celui-ci.
- Purification sur résine d’amylose — élution par une solution de maltose 10 mM.

Nous avons rencontré de nombreux problemes 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 a induire a I'lPTG
durant 72 h a 4°C sur des cultures bactériennes de 5 L. Les lots de protéines ont été
conservés en glycérol 30 % a -80°C.

La pureté des productions a été analysée par SDS-PAGE et la fonctionnalité des protéines
produites, c’est-a-dire l'activité kinase induisant la phosphorylation, a été vérifiée en
Western blot (figure 55) :

MBP-KIT-ICD

kDa MBP wt KD 816
98

64 - e O

50

SDS page

g
36

98
64

MBP
50

36
98

64

KIT-ICD
50

36
98

64
pKIT (Y719)

50

36

Figure 55 : analyse en gel SDS-PAGE et Western blot des différentes protéines

recombinantes.
5 ug 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 a la HRP. Les
membranes sont révélées avec une solution de diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB —
Sigma).
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L'analyse des protéines recombinantes par SDS-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 correspondre a des impuretés car elles ne sont pas révélées par I'anticorps anti-KIT-
ICD. Il est intéressant de noter que la protéine MBP-KIT-ICD WT est phosphorylée (mais
moins que MBP-KIT-ICD-D816V). Ceci signifie qu’une partie au moins de la protéine est en
conformation active, ce qui n’était pas attendu. Cette phosphorylation est peut-étre due aux
conditions de production/purification ou a la fusion a la MBP ; il a été montré que les
protéines fusionnées a la gluthation S-transférase (GST) étaient parfois retrouvées sous
forme dimérique (Vinckier et al., 2011). La fusion a la MBP conduit peut-étre au méme
phénoméne : KIT WT alors sous forme de dimeére, se transphosphorylerait en absence de
SCF.

C’est cette phosphorylation de KIT-ICD WT qui nous a conduit a construire le mutant KD, a
priori toujours en conformation inactive ; en effet, le criblage des intrabodies aprés la
sélection nécessite une forme inactive de KIT afin d’éliminer les intrabodies qui se lient aux 2
formes (phosphorylée et non phosphorylée) de KIT.

2. Sélection de scFv anti-KIT-ICD

Une premiére sélection a été réalisée sur une banque de scFv. Les scFv sont des fragments
d’anticorps qui correspondent a ses parties variables. Les parties variables de la chaine
légére (VL) et de la chaine lourde (VH) sont reliées par un polypeptide souple (figure 56).
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Figure 56 : représentation schématique d’un scFv.
Dans une IgG, les parties variables de la chaine Iégére (VL) et de la chaine lourde (VH) forment

le paratope qui lie I’épitope. Le scFv est une molécule qui relie le VH et le VL par un peptide.

Nous avons utilisé la banque Sheets (Sheets et al., 1998), d’une diversité de 7.10° qui est une
banque humaine naive, c’est-a-dire construite a partir de LB d’individus non immunisés par
la protéine d’intérét.

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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output output/input enrichissement

11 4 7
Round 1 10 2,210 2,210 1
10 5 -6
Round 2 510 1,2 10 2,410 10
11 7 -4

Table 9 : titres phagiques et enrichissements des différents tours de sélection de la
banque Sheets sur MBP-KIT-ICD D816V.
L'input et I'output correspondent a une estimation du nombre de phages avant et aprés

sélection. L’enrichissement est le rapport des ratios (output/input) du tour n sur celui du tour
1.

Le criblage de la sélection a été réalisé par ELISA grace 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 2° tour de sélection et 3 du 3° tour. Le séquencage nous a permis d’isoler 11
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 empéche son expression en cellule
eucaryote.

Nous avons donc sélectionnés 10 scFv et nous utilisons un scFv anti-NGF issu de la méme
banque comme contréle négatif.

Pour permettre I'expression des scFv dans le cytoplasme de cellules eucaryotes, nous les
avons sous-clonés dans le vecteur scFv-express-cyto (cf annexe 6) (Persic et al., 1997). En
transfectant transitoirement des cellules CHO a I'aide de ces plasmides, nous avons observé
une forte expression des intrabodies dans leur cytoplasme ; cependant, nous avons aussi
constaté la formation d’agrégats, visibles sous la forme de ponctuations vertes en IF (figure
57). Ce probléme de solubilité, déja décrit dans la littérature, est di au mauvais repliement
des scFv dans I'environnement réducteur du cytoplasme qui ne permet pas la formation des
ponts disulfures (Biocca et al., 1995).
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Figure 57 : analyse en IF par microscopie confocale de I'expression cytoplasmique des

scFv.
Les cellules CHO ont été transfectées transitoirement (24 h) par le scFv anti-KIT D1 et le scFv

controle anti-NGF. L’expression des scFv a été révélée par un anticorps anti-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 mauvaise solubilité des scFv a été confirmée par analyse d’extraits cellulaires de CHO
transfectées transitoirement par les scFv. Le Western blot de la figure 58 indique que peu de
scFv sont présents dans la fraction soluble (S), alors que I'on retrouve une forte expression
dans la fraction insoluble, c’est-a-dire le culot des extraits cellulaires aprés centrifugation (C).
Seuls les scFv D2 et D8 ont une bonne solubilité.
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Figure 58 : analyse par Western blot de I'expression cytoplasmique des intrabodies.
Les cellules CHO ont été transfectées transitoirement (24 h) par les 10 scFv. Les fractions

soluble (S) et insoluble (C), correspondant au culot aprés centrifugation des extraits
protéiques, ont été analysées par Western blot. NT, CHO non transfectées.

Malgré ces problemes de solubilité des scFv, nous avons tout de méme essayé de mettre en
évidence l'interaction in cellulo des scFv avec KIT par co-immunoprécipitation (co-IP). La
mise au point de cette expérience nous a posé beaucoup de problemes techniques. Nous
avons montré qu’en transfection transitoire dans les CHO-EGFP-KIT WT, le scFv D8 se liait a
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KIT (figure 59). Cela indique que le scFv D8 reconnait bien KIT dans un contexte cellulaire,
mais qu’il n’est pas spécifique du mutant D816V.

NT D1 D8 NGF

KIT

c-myc

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

extraits protéiques ont été réalisés. Nous avons immunoprécipité KIT avec |'anticorps anti-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 n’ont pas été stimulées au SCF, KIT y est présent sous
forme inactive et non phosphorylé ; le scFv D8 n’est donc ni spécifique de KIT D816V ni
méme d’une forme active phosphorylée du récepteur.

Les nombreuses difficultés techniques que nous avons rencontrées, liées a la mauvaise
solubilité des scFv, nous ont poussé a nous tourner vers d’autres formats d’anticorps plus
solubles.

3. Sélection de VHH anti-KIT-ICD

Dans le but d’obtenir des intrabodies ayant une meilleure solubilité, nous avons mis en place
une collaboration avec la plateforme nanobodies dans I'équipe des Dr Daniel Baty et Patrick
Chames ainsi qu’avec I'équipe Signalisation, Hématopoiése et Mécanismes de I'Oncogenése
du Dr Patrice Dubreuil du CRCM a Marseille. La plateforme nanobodies a la particularité de
générer des fragments d’anticorps issus de lamas. En effet, les camélidés possedent une
classe unique d’anticorps dénués de chaines légeres et dont la chaine lourde ne possede que
les fragments CH2 et CH3 (Hamers-Casterman et al., 1993) (figure 60). C’'est I'absence de
domaine CH1 sur la chaine lourde qui empéche la liaison de la chaine légére, puisque ce
domaine est le site d’ancrage du domaine constant de la chaine légere. De par I'absence de
chaine légére, I'anticorps se lie a I'antigene par un seul domaine variable, appelé VHH ou
sdab. Les VHH sont les plus petits fragments d’anticorps dérivés d’lg (environ 15 kDa).
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Figure 60 : représentation schématique d’lgG classique et d’lgG a chaine lourde
retrouvée uniquement chez les camélidés (Muyldermans, 2001).
L'lgG classique (gauche) posséde 2 chaines lourdes et 2 chaines légeres. Les chaines légéres

sont formées d’un domaine variable (VL) et d’un domaine constant. Les chaines lourdes sont
formées d’un domaine variable (VH) et d’'un domaine constant formé par CH1, CH2 et CH3.
L'lgG a chaine lourde (droite) est formée de 2 chaines lourdes dépourvues de domaines CH1.

Dans les anticorps au format IgG classique, le fragment VH contient une région hydrophobe
pour se lier au VL. Cette partie n’existe pas dans les VHH, qui sont donc plus hydrophiles et
plus solubles. Leurs CDR3 sont également plus longs que dans les VH pour compenser
I’'absence de CDR du fragment VL. Il en résulte des spécificités de ces anticorps quant aux
épitopes qu’ils reconnaissent : 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 a partir de lamas immunisés
avec nos protéines d’intérét. Pour réaliser ces travaux, la plateforme nanobodies a immunisé
2 lamas, un avec MBP-KIT-ICD WT et un avec MBP-KIT-ICD D816V, puis a construit les
banques de phages-VHH a partir des LB des lamas.

Jai effectué un séjour de 4 mois dans le Laboratoire de Daniel Baty pour effectuer les
sélections. Nous avons réalisé 2 tours de sélection avec chaque banque sur I'antigéne
correspondant. Classiquement, I'antigéne d’intérét est immobilisé sur un support plastique
type plaque maxisorp par adsorption ; cependant, ce type d’'immobilisation engendre une
modification de la conformation de I’antigene. Le protocole utilisé sur la plateforme
nanobodies préconise de fixer I'antigene d’intérét sur des billes époxy ; elles forment des
liaisons covalentes avec les groupements amine, thiol et hydroxyl et maintiennent I'antigéne
dans sa conformation naturelle. Apres 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 a proprement parler. Durant la sélection, nous
avons ajouté un exceés de MBP soluble afin de limiter au maximum I'obtention d’anticorps
anti-MBP.

Nous avons criblé le 2° tour de ces 2 premiéres sélections en ELISA contre les antigénes
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 sélection sur la banque KIT WT nous a permis d’obtenir 8 clones VHH de séquence
différente qui se lient en ELISA a MBP-KIT-ICD WT et a MBP-KIT-ICD KD, mais pas a
MBP-KIT-ICD D816V : ceci indique qu’ils seraient spécifiques de la conformation
inactive de KIT (clones A12, B12, C1, C5, C8, G1, G6 et H5).

La sélection sur la banque KIT D816V nous a permis d’obtenir un VHH qui se lie a
MBP-KIT-ICD WT et MBP-KIT-ICD D816V lorsque I'on réalise le criblage sur plague
maxisorp. De fagon tres intéressante, ce clone ne reconnait que MBP-KIT-ICD D816V
lorsque que le criblage est réalisé sur antigene immobilisé sur billes. On peut penser
qgue la conformation des différents variants activés de KIT (D816V et la partie
phosphorylée de KIT WT) lorsqu’ils sont immobilisés sur maxisorp n’est pas tres
variable, alors que lI'immobilisation par billes permet de maintenir les différences
conformationnelles qui peuvent exister entre une forme KIT WT activée et une forme
mutante de KIT constitutivement active (clone D10) (figure 61).

MBP MBP-KIT-ICDWT

&

MBP-KIT-ICD D816V

Figure 61 : criblage de la sélection MBP-KIT-ICD D816V sur billes époxy.

Une culture bactérienne réalisée a partir de la masterplate a été infectée par le phage helper
KM13 puis incubée sur la nuit a 30°C. Les surnageants de production contenant les phages-
VHH ont été utilisés directement pour le criblage sur billes. La révélation se fait a I'aide d’un
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 présence d’exces de MBP ne suffit pas a dépléter la banque en
anti-MBP. Ces clones peuvent également étre dirigés contre les billes ; un premier tour de
sélection sur antigénes immobilisés sur billes suivi d’'un second tour sur antigenes
immobilisés sur maxisorp permettrait de les éliminer.

Afin de contourner ce probleme, nous avons réalisé une sélection masquée, une stratégie
mise au point dans I'équipe des Dr Daniel Baty et Patrick Chames (Even-Desrumeaux et al.,
2014) (figure 62). Cette stratégie offre également la possibilité théorique d’obtenir des VHH
spécifiques de KIT-ICD D816V ne reconnaissante pas les autres formes de KIT.

banque de phages-VHH
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Figure 62 : schéma décrivant la sélection masquée.
Les antigenes non désirés (bleu) sont immobilisés sur une surface. La banque de phages-VHH

est utilisée pour sélectionner des VHH contre les antigénes non désirés. Ces VHH sont produits,
purifiés et ajoutés en exceés durant la sélection a partir de la méme banque contre |'antigene
d’intérét (étoile rose). Seul I'antigéne d’intérét est disponible pour la liaison aux VHH. VHH non
liants en orange, VHH contre les épitopes non désirés en bleu, VHH contre les épitopes
d’intérét en rose (d’apres la thése de Klervi Even-Desrumeaux).

Cette technique consiste a masquer les épitopes non désirés a I'aide de VHH afin de
favoriser la sélection de VHH contre les épitopes d’intérét lors d’une sélection par 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
d’intérét (MBP-KIT-ICD D816V) pour masquer les épitopes communs a 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 antigénes immobilisés sur billes et le second sur antigénes
immobilisés sur maxisorp afin de limiter I'obtention d’éventuels clones anti-billes.

Par cette technique, nous avons réussi a diminuer nettement le nombre de clones anti-MBP
ou anti-billes sélectionnés (un 10° des clones criblés ici contre 1/3 dans la sélection
classique) (figure 63). De plus, nous avons isolé un clone (G3) qui ne reconnait que MBP-KIT-
ICD D816V et faiblement MBP-KIT-ICD WT. Ceci laisse a penser qu’il serait spécifique de la
conformation active de KIT ; le plus faible signal obtenu sur MBP-KIT-ICD WT serait d( au fait
qgue seule une partie de la protéine semble étre active et phosphorylée.
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Figure 63 : criblage de la sélection MBP-KIT-ICD D816V masquée MBP-KIT-ICD KD sur
billes époxy.

Une culture bactérienne réalisée a partir de la masterplate a été infectée par le phage helper
KM13 puis incubée sur la nuit a 30°C. Les surnageants de production contenant les phages-
VHH ont été utilisés directement pour le criblage sur billes. La révélation se fait a I'aide d’un
anticorps anti-M13. Le puits A2 correspond au contréle positif : les billes sont incubées avec un
anticorps monoclonal de souris anti-KIT-ICD (C19).

119



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 reconnait 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
caractériser nos clones d’intérét, nous les avons produits dans des larges volumes de culture
et purifiés sur colonne de cobalt (Talon — Clontech) grace a leur tag 6-his (figure 64).
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Figure 64 : analyse de la production en grand volume et purification des VHH.
Les 11 clones VHH ont été produits en culture bactérienne de 100 mL induite par I'IPTG sur la

nuit a 30°C. Les culots bactériens ont été lysés au bugbuster (Novagen) et purifiés sur colonne
de cobalt. 20 pL d’élution en SDS-PAGE et 5 ug 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 a partir de bactéries TG1-TR, qui
sont supE. Ces souches possedent des ARN de transfert capables d’insérer un acide
glutamique a la place du codon ambre UAG ; on retrouve alors des fusions p3-VHH dans 20
% des cas. Les bandes minoritaires retrouvées a différentes tailles correspondent a ces
fusions p3-VHH.

Nous avons voulu confirmer la liaison de nos clones d’intérét au format VHH a des
concentrations précises aux différentes protéines recombinantes. Pour cela, nous avons
incubé les 11 VHH a 3 concentrations (0,3, 3 et 30 pg/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 antigenes recombinants. Cette mauvaise
affinité n’a pas été anticipée dans les expériences précédentes car nous utilisions le format
phage-VHH qui présente l'inconvénient d’amplifier les signaux de détection grace a
I'utilisation d’un anticorps anti-protéine p8 du phage M13, présente a 3000 copies sur la
capside.

Ces résultats nécessitent d’étre reproduits pour confirmer la liaison des VHH a KIT.
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Les sélections ont été réalisées a une concentration en antigene cible de 100 nM ; il serait
intéressant d’utiliser des concentrations en MBP-KIT-ICD D816V plus faibles lors de la
sélection, afin d’obtenir des clones de meilleure affinité pour notre cible.

4. Discussion et perspectives

Les différentes sélections sur la banque de phages-VHH MBP-KIT-ICD D816V nous ont permis
de sélectionner trés 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 résultats nous meénent a penser que I'immunisation du lama avec la protéine MBP-KIT-
ICD D816V n’a peut-étre pas induit de réponse immunitaire trés importante chez cet animal
et que la banque MBP-KIT-ICD D816V obtenue est de mauvaise qualité. Il serait intéressant
d’'immuniser un second animal afin de produire une nouvelle banque de VHH MBP-KIT-ICD
D816V. De plus, les clones anti-KIT isolés a travers ces sélections sont de mauvaise affinité
pour leur cible. Les nouvelles sélections devront étre réalisées sur moins d’antigene (< a 100
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 nos cibles, c’est-a-dire liant les billes ou la MBP. Lors du criblage de la sélection masquée,
nous avons constaté qu’il persistait environ un 10° de clones anti-MBP ou billes. Pour limiter
ce phénomene, nous pourrions réaliser la sélection sur KIT-ICD fusionné a d’autres
protéines, ce qui empécherait la sélection de clones anti-MBP. La réalisation du premier tour
de sélection sur antigéne immobilisé sur billes puis du second sur antigéne immobilisé sur
maxisorp semble étre une bonne solution visant a limiter la sélection de clones anti-billes.

A plus long terme, les intrabodies présentant une bonne spécificité vis-a-vis de KIT-ICD
D816V seront exprimés dans un contexte cellulaire pour caractériser leurs effets sur KIT
endogene (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
un effet inhibiteur sur I'activité de KIT ou sur les voies de signalisation associées seront
évalués en prolifération cellulaire.

L'objectif de cette approche est d’utiliser ces intrabodies inhibiteurs de la signalisation KIT
oncogénique comme guides pour cribler des petites molécules chimiques. En effet,
Iutilisation des intrabodies en clinique est limitée puisqu’ils ne peuvent pas pénétrer dans le
cytoplasme des cellules. Nous sélectionnerons par ELISA des molécules chimiques qui
inhibent I'interaction intrabody/KIT et qui auront donc potentiellement un effet mimétique
de l'intrabody sur KIT D816V. Ce type d’approche a déja montré son efficacité a I'lRCM
(Mazuc et al., 2008).
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I1l. CARACTERISATION D’ANTICORPS AU FORMAT SCFV-FC DIRIGES
CONTRE LE DOMAINE EXTRACELLULAIRE DE KIT

1. Introduction

En parallele de I'approche de ciblage de KIT par intrabodies, une sélection d’anticorps plus
classique, dirigée contre KIT-ECD a été réalisée au laboratoire. KIT-ECD a été produit grace a
un systeme d’expression en cellules d’insecte étant donné que ce systeme offre des
rendements satisfaisants et que cette technique a déja été utilisée pour sélectionner des
anticorps monoclonaux murins anti-KIT commerciaux.

L'ensemble de ces travaux fait I'objet d’'un manuscrit présenté en fin de chapitre qui est sur
le point d’étre soumis. Les résultats principaux 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

L’ADNc codant pour KIT-ECD taggué 6-his a été inséré dans un vecteur de transfert
baculovirus. Les cellules d’insecte Spodoptora frugiperda (Sf9) ont été co-transfectées par ce
vecteur et I’ADN de baculovirus. Les baculovirus recombinants ont été produits par plusieurs
cycles d’infection des Sf9. Des cellules High five ont été infectées par ces baculovirus
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 mammiféres, sa taille est d’environ 105 kDa.
Cette différence est liée a des variations de glycosylation entre les 2 types cellulaires.

La sélection a été réalisée sur la banque Sheets, c’est-a-dire la méme 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, apres
séquencage, correspondent a 8 séquences différentes. Leur liaison a KIT endogene a été
testée en cytométrie sur les cellules HMC1.2 : 5 des 8 scFv se lient aussi a KIT endogéne.

Nous avons sous-cloné ces 5 scFv dans le vecteur permettant leur expression au format scFv-
Fc. Ce format présente 2 avantages : la présence d’une région constante permet d’associer a
la molécule les fonctions d’ADCC et de CDC, et le format bivalent permet d’augmenter
I'avidité des anticorps pour KIT. Les scFv-Fc ont été produits en cellule HEK-T, purifiés sur
protéine-A-agarose puis leur liaison a KIT-ECD a été validée en ELISA. Nous avons par la suite
confirmé leur liaison a différentes lignées exprimant KIT et caractérisé leur liaison en
présence du ligand : 2 scFv-FC, 2D1 et 3G1 voient leur liaison a KIT fortement diminuée en
présence de SCF.
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L’étude de I'effet des scFv-Fc sur la signalisation KIT a été réalisée en Western blot. Aucun de
5 anticorps n’a d’effet agoniste sur KIT. En revanche, les anticorps 2A6, 2D1 et 3G1 inhibent
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
anticorps 2D1 et 3G1. Nous avons démontré que 'inhibition de la signalisation était corrélée
a une inhibition de la prolifération SCF-dépendante de cellules exprimant KIT WT.

L’étude des mécanismes d’action de nos anticorps a révélé qu’ils induisaient une forte
internalisation de KIT, contexte WT (cellules érythroleucémiques UT-7) comme en contexte
muté (lignées HMC1). Lorsque le récepteur est phosphorylé constitutivement (cas des
mutants), I'internalisation est suivie d’'une dégradation rapide du récepteur (visible dés 2
heures). La dégradation est limitée si le récepteur n’est pas activé et non visible apres 24
heures de traitement, partielle aprés 72 heures. La diminution de KIT en surface en contexte
WT limite donc I'acces du SCF au récepteur KIT. De plus, dans les lignées de leucémie a
mastocytes HMC1 dépendantes de la signalisation oncogénique KIT, I'anticorps 2D1 induit
une inhibition de prolifération. L'anticorps 3G1 quant a lui inhibe la croissance 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 Ill 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 lll tyrosine kinase receptor that functions as a growth factor receptor
(Roskoski 2005). Type Il 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 Cy, 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 (lkeda, 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, EI 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 CO; (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 pSKASapl 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 | (5 end) and Xba | (3’ end) restriction sites was cloned into the
vector pGEM-T Easy (Promega) and analyzed by restriction analysis. Kit-ECD BamH |/Xba |
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 G6His-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.

129



Selection of KIT-ECD specific phage antibodies

One hundred uL of KIT-ECD at 50 pg/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 10" 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 y1, scFv cDNA was Nco I/Not |
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 cm? tissue culture dishes. When cells
reached 80% confluence, culture medium was removed and replaced with DMEM -
antibiotics. Transfection was performed using 30 pg of plasmid DNA and 200 ug 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 pg/mL in PBS
overnight at 4°C. Wells were saturated with 300 yL 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 ECs, were

determined with GraphPad software.

Flow cytometry

Two hundred thousand of cells were resuspended in 100 uL of PBS-1 % FBS (FACS buffer)
at 4°C. scFv (crude bacteria supernatant) and purified scFv-Fc binding (10 ug/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 pg/mL) during 40 min before adding the scFv-Fc. Fits and ECs
were determined with GraphPad software. For internalization experiments, cells were
seeded at 5.10° in 700 pL per well and incubated with antibodies (2D1-Fc, 3G1-Fc or Bot-Fc)
at 10 yg/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-HCI (pH 6.7), 1 mM
EDTA, 2 mM NasVO,, 7.5 mM, Na,P,O;, 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 ug 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 10* per well and treated for 4 days with 2D1-Fc, 3G1-Fc, H7-Fc or
Bot-Fc irrelevant antibody used at 5 or 50 ug/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 10° member human scFv phage naive
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 y1 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 ECs) (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 (ECs, of 0,067 ug/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 ug/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 pg/mL) or not before adding the anti-KIT scFv-
Fc (10 pg/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 pug/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).
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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 ug/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 ug 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.
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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 10" 1.0 10" 210™
output 3.0 10* 1.86 10° 1.338

output/input 2510 1.86.10°7 6.65.10"

Table 2: EC50 of the scFv-Fc binding to KIT-ECD by ELISA. Concentration (ug/mL) of
scFv-Fc antibody format giving 50% of maximal OD at 405 nm. Fits and ECs, 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
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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 2" and 3™ 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 ug/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 pg/mL) at 4°C before incubation with scFv-Fc
(10 pg/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
pug/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
pg/mL (dashed) or 50 pg/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 pg/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 ug/mL), CHO-KL (diluted 500
times) and Imatinib (2 uM) 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 yg/mL (dashed) or 50
pug/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
pug/mL), CHO-KL (diluted 500 times) and dasatinib (1 uM) 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

S$1: Characterization of UT-7/Epo cell line cytokines dependency

A, UT-7/Epo cells were seeded at 10° 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).

S$2: 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 ug/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.

S$3: 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 pyg/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 HMCA1. cell lines to TKI

HMC1.1 and HMC 1.2 were grown in IMDM 10% FCS with imatinib or dasatinib (1 uM) 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 yL/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 pg/mL over 3 min and followed by an injection (90 uL) of KIT-ECD at
different concentrations (from 20 nM to 330 nM). After dissociation step of 400s, 3M MgCl,
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 BlAevaluation 3.2 software.
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 6
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Figure S1

Figure S2
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Figure S3
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4. Résultats supplémentaires

a) Association des anticorps avec le dasatinib

Les associations d’ITK et d’anticorps monoclonaux ont déja fait leurs preuves sur plusieurs
cibles et dans plusieurs types de cancers. On peut citer par exemple la combinaison erlotinib
et cetuximab qui ciblent tous 2 I'EGFR ; cette association a donné de bons résultats en phase
clinigue notamment dans cancer bronchique non a 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 méme fagon, nous avons voulu tester I'association de nos anticorps avec le dasatinib
dans le but de potentialiser leurs effets. Nous avons mesuré |'apoptose induite par 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 pg/mL)
seuls, ou I'association dasatinib + anticorps (figure 65).

NT dasatinib 2D1-Fc 3G1-Fc

af at Jo1 o
J0.219% 2,03% | osso% 8,15% |i0120% 1,75% 0.239% 1,71%

87.7% 11,8% 1 8,89%
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Bot-Fc 2D1-Fc 3G1-Fc Bot-Fc
Q Q1
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Figure 65 : étude de I'effet des anticorps sur I'apoptose des cellules HMC1.2.
Les cellules HMC1.2 ont été incubées en présence de dasatinib (500 nM) et/ou des anticorps

(2D1-Fc, 3G1-Fc, Bot-Fc) a 10 pg/mL pendant 48 h. L'expérience a été révélée a I'aide d’un kit
dans lequel I'apoptose précoce est détectée par un marquage a I'annexine et I'apoptose
tardive par le 7AAD.

Nous avons confirmé que le dasatinib induit bien I'apoptose des cellules HMC1.2. Nos
anticorps 2D1 et 3G1, qui inhibent par ailleurs la prolifération de cette méme lignée (figure 6
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de l'article) aprés 7 jours, ainsi que |’anticorps controle Bot, n’ont pas d’effet sur I'apoptose
des cellules a 48 h, lorsqu’utilisés seuls. De maniére surprenante, |’association du dasatinib
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 mémes cellules apres 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 ; en revanche, I'association
des deux rameéne le niveau de KIT phosphorylé a celui des cellules non traitées, ce qui
explique l'effet nul de cette association sur l'induction d’apoptose. Nous avons émis
I’hypothése que la fixation des anticorps a KIT entraine une modification de sa conformation
qui empéche la fixation du dasatinib sur celui-ci. Nous avons donc réalisé la méme
expérience en incubant les cellules 24 h avec le dasatinib afin d’induire de I'apoptose le
premier jour puis en ajoutant les anticorps pendant 24 h. De fagon trés surprenante, des
résultats similaires ont été obtenus.
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Figure 66 : quantification des signaux de Western blot.
Les cellules HMC1.2 ont été incubées 4 h en présence de dasatinib (1 uM) et/ou des anticorps

2D1 et 3G1 (10 pg/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 Imagel.

158



b) Cross-réactivité

Nous avons étudié la liaison de nos anticorps anti-KIT a la lignée P815 de mastocytome
murin exprimant KIT. La figure 67 indique que nos anticorps se fixent également a KIT murin,
bien qu’on observe aussi un faible signal avec I’anticorps contréle Bot-Fc, peut-étre di a la
présence de récepteurs aux fragments Fc sur ces cellules.

p815
100

MFI

40 +

20 -

NM 2D1-Fc 3G1-Fc Bot-Fc

Figure 67 : analyse par cytométrie en flux de la liaison des anticorps a la lignée p815.
Les cellules p815 ont été incubées 1 h a 37°C avec les anticorps 2D1, 3G1 et Bot-Fc a 20 pg/mL.

La liaison des anticorps a été détectée par un anticorps secondaire anti-Fc humain couplé FITC.
NM, marquage par I'anticorps secondaire.

La cross-réactivité de nos anticorps permettra d’évaluer 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
une association séquentielle, c’est-a-dire I'incubation avec les anticorps seuls puis I'ajout de
dasatinib. Cela permettrait peut-étre de dégrader tout d’abord une partie de KIT grace aux
anticorps pour sensibiliser les cellules a I'apoptose, puis de cibler la phosphorylation du peu
de KIT restant avec le dasatinib.

Nous allons également tester I'association anticorps + ITK sur les cellules HMC1.1. Cette
lignée nous permettra de tester, en plus du dasatinib, I'imatinib auquel les HMC1.2 sont
résistantes. Nous pourrons ainsi voir si I'inhibition de I'apoptose induite par le dasatinib
observée avec l'ajout des anticorps anti-KIT est spécifique d’une lignée ou d’un couple
lignée/ITK.
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Depuis sa découverte en 1986, KIT a largement été étudié et un nombre considérable de
données a son sujet a été accumulé; ceci a permis de de comprendre sa structure, sa
fonction de tyrosine kinase et le réle physiologique et pathologique de la voie SCF/KIT. Il est
notamment apparu que cette voie de signalisation pouvant conduire a la prolifération
cellulaire jouait un réle clé dans différents cancers.

Le début des années 2000 a connu I'essor de la thérapie ciblée avec le développement d’une
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 étre observés avec les chimiothérapies classiques. Parmi ces
inhibiteurs, plusieurs ont pour cible le récepteur KIT et ont nettement amélioré la prise en
charge des GIST, pathologie dont I'élément précurseur est tres fréquemment une mutation
activatrice de KIT.

Malheureusement, les molécules actuellement utilisées en clinique présentent certaines
limites. Les ITK n’étant jamais totalement spécifiques d’une seule kinase, 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
liége a la mutation D816V de KIT, ne sont traitées que de facon symptomatique. En effet,
I'inhibition du mutant D816V de KIT représente encore a ce jour un défi important.

C'est pourquoi nous avons axé ce projet de thése sur le développement de plusieurs
approches pour cibler la voie SCF/KIT oncogénique :

Tout d’abord, nous avons mis au point un test de criblage de nouvelles petites molécules
inhibant potentiellement KIT mutant. Pour cette étude, nous avons établi un modele
cellulaire CHO exprimant 3 variants de KIT fusionnés a I'EGFP dans le but d’évaluer la
dégradation et la localisation du récepteur grace a la fluorescence des protéines de fusion.
Toutefois, la localisation majoritairement intracellulaire des mutants de KIT nous a
confrontés a la premiere limite majeure de notre modeéle: 'EGFP étant sensible aux
variations de pH, I'utilisation du tag EGFP dans les lignées CHO-EGFP-KIT mutant, ou KIT est
localisé dans le cytoplasme acide, pour estimer la quantité totale de KIT s’est avérée limitée.
L'utilisation d’un tag fluorescent non sensible au pH pourrait étre un outil utile dans le
contexte KIT mutant.

Le criblage d’une chimiothéque d’inhibiteurs de kinases nous a permis, en mesurant la
variation de KIT a la surface cellulaire, de sélectionner 14 molécules qui relocalisent un ou les
2 mutants de KIT. Parmi ces drogues, 9 n‘ont jamais été décrites comme inhibant 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 a 1
UM dans la lignée de leucémie a mastocytes HMC1.1 ; il inhibe également la prolifération KIT
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mutant V560G-dépendante de cette lignée dés 100 nM. Une autre molécule trés
intéressante a été isolée de la chimiothéque, le Ro 31-8220 qui relocalise uniquement le
mutant D816V. De fagon étrange, cette molécule n’inhibe pas la phosphorylation de KIT
D816V dans la lignée HMC1.2 a 1 uM mais inhibe sa prolifération. Les différences d’efficacité
obtenues entre les résultats de criblage sur les CHO-EGFP-KIT D816V et les études de
phosphorylation de KIT sur les HMC1.2 peuvent étre attribuables a la présence d’une double
mutation de KIT dans les HMC1.2. Ces cellules présentent un alléle doublement muté V560G
et D816V, ce qui modifie peut-étre la sensibilité de KIT a cette molécule comparé au simple
mutant D816V.

Nous pouvons également penser que cette molécule agit de facon indirecte sur KIT D816V,
par exemple en régulant des protéines chaperonnes comme hsp90. En effet, les
oncoprotéines sont des molécules instables qui nécessitent d’étre stabilisées par de
nombreuses protéines chaperonnes. Les drogues qui inhibent ces protéines chaperonnes
déstabilisent donc de fagon indirecte les oncoprotéines associées.

D’autres mécanismes alternatifs peuvent entrer en jeu dans la localisation cellulaire de KIT
mutant. Nous avons observé ce méme phénomeéne 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 déja 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
sensibles et résistantes a I'imatinib. Les mécanismes 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). L’hypothése proposée dans le cas de la
lignée HMC1.2 est que KIT D816V diminue I'expression du facteur pro-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 hypothese selon laquelle les drogues sélectionnées par notre test n’agissent pas
nécessairement directement sur KIT mutant est avérée, nous pourrions cribler des banques
molécules moins ciblées. Pour l'instant, nous n’avons criblé qu’une chimiotheque orientée
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 diverses afin de sélectionner des molécules qui n’inhibent pas directement I'activité
kinase de KIT, mais qui pourraient d’'une facon plus indirecte cibler sa stabilité ou sa
dégradation.

La bonne utilisation de notre test implique de cribler des molécules qui n’émettent pas de
fluorescence ; en effet le signal de fluorescence émis par une drogue est analysé par le
cytometre de la méme facon que s’il provenait de I'anticorps de marquage. Les résultats
obtenus avec ces drogues sont ininterprétables dans la mesure ou I'on ne peut différencier
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le signal provenant a la drogue de celui spécifique a I'anticorps de marquage. Il est important
de réaliser systématiquement un criblage sur des cellules contréles (par exemple les cellules
CHO non transfectées) non marquées par |'anticorps anti-KIT afin d’éliminer les drogues
émettant une fluorescence.

Il est important de garder en téte que les résultats des criblages sont obtenus a partir de
lignées modeles 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 a 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 premiéres expériences
d’internalisation sur les lignées CHO-EGFP-KIT WT ; l'incubation de ces cellules avec les
anticorps 2D1-Fc et 3G1-Fc de 30 minutes a 24 h n’a entrainé aucune internalisation de KIT.
Ceci indique qu’il existe des différences notables de comportement de KIT entre une
expression endogene et un modele cellulaire transfecté (ici la lignée CHO). Les données
obtenues sur ces lignées modeles sont donc a prendre avec précaution et nécessitent une
validation systématique sur des lignées de patients, plus relevantes en termes de
physiopathologie.

Une récente observation de l'internalisation de KIT WT lorsque sa poche ATP est occupée
par I'imatinib a été faite dans les cellules UT-7 (D’allard et al., 2013). Nous pensons réaliser
un criblage de la chimiotheque sur ces cellules ; I'internalisation du récepteur WT par des
molécules peut étre liée a leur fixation dans sa poche ATP, ce qui en fait des inhibiteurs
potentiels de I'activité kinase de KIT. Toutefois, toutes les molécules ciblant le site de liaison
a I’ATP de KIT WT ne sont pas actives sur les mutants de KIT. De plus, I'obtention de drogues
inhibitrices par criblage sur les cellules UT-7 serait limitée a des drogues ciblant toutes les
formes de KIT (WT et mutantes) et donc moins spécifiques. Notre test sur les modeles CHO
présente I'avantage de pouvoir sélectionner des drogues inhibant spécifiqguement un seul
mutant de KIT.

Nous pensons également cribler la chimiotheque sur les cellules HMCL1. 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 a ce test pour
isoler des molécules relocalisant spécifiguement le mutant V560G. Cependant, les lignées
HMC1 expriment un fort taux de KIT a leur surface. Les différentes expériences de
relocalisation que nous avons réalisées sur les HMC1 étaient plus difficilement exploitables ;
en effet, la relocalisation induite par I'imatinib ou le dasatinib était de faible amplitude, due
au fort taux d’expression basale de KIT en surface, ce qui rend le seuil de positivité plus
difficile a fixer.

Le premier criblage sur la chimiothéque d’inhibiteurs de kinases a sélectionné 9 nouveaux
inhibiteurs potentiels de KIT mutant. Nous avons commencé a valider I'effet de ces
molécules sur les lignées de patients HMCL1 : le ZM 336372 et le Ro 31-8220 semblent étre
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des candidats intéressants pour poursuivre les études. Nous allons finir la validation des
dernieres 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 étre testées in vivo.

Dans un second temps, nous avons adopté une technique originale consistant a générer des
anticorps intracellulaires inhibant I'activité kinase de KIT ou le recrutement de partenaires
de signalisation sur le domaine intracellulaire de KIT. Le but de cette approche était de
sélectionner, dans l'idéal, des intrabodies spécifiques du domaine intracellulaire de KIT
mutant D816V. Cette stratégie est donc basée sur I’hypothése selon laquelle il existe une
conformation spécifique du mutant D816V, différente de la conformation active de KIT WT.
Cependant, cette différence n’a jamais été démontrée clairement. En effet, les structures
statiques de cristallographie des deux formes de KIT, WT et D816V, ne semblent pas
présenter de différences notables. Mais I'existence d’une signalisation particuliére associée
au mutant D816V, ainsi qu’une déstabilisation permanente de la boucle d’activation de la
kinase, laissent a penser qu’en contexte cellulaire, KIT WT et D816V ne sont pas identiques.

Si une telle différence n’est pas détectable par un anticorps, nous souhaitions au moins
obtenir des anticorps spécifiques de la conformation active de KIT.

La premiére sélection par phage display a été réalisée a partir d’'une banque humaine naive
de scFv (Sheets et al.,, 1998) sur antigene recombinant. Ce format d’anticorps présente
I'inconvénient d’étre peu soluble dans le cytoplasme cellulaire. Nous avons toutefois réussi a
mettre en évidence l'interaction 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 problémes techniques auxquels nous avons été confrontés,
liés a la mauvaise solubilité des scFv issus de cette banque, nous nous sommes tournés vers
une banque humaine synthétique de scFv hyperstables mise au point par I'équipe du Dr
Pierre Martineau a I'IRCM (Philibert et al., 2007). Cette banque a été construite a partir
d’une ossature soluble en dégénérant les CDR3. Nous avons réalisé une sélection sur MBP-
KIT-ICD D816V mais les criblages de cette sélection n’étaient pas reproductibles,
probablement liés a des problémes de production, c’est pourquoi nous avons abandonné les
sélections sur cette banque.

Suite a ces difficultés, nous nous sommes tournés vers I'équipe du Dr Daniel Baty, spécialisée
dans les anticorps simple domaine issus de camélidés. Ce type d’anticorps a été décrit
comme étant soluble en environnement réducteur et présentant une affinité particuliere
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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Malgré les précautions prises pour limiter le nombre d’anticorps anti-MBP (tag ajouté a KIT-
ICD pour le rendre plus soluble et facilitant également sa purification), nous avons obtenu un
certain nombre de clones reconnaissant la MBP. L'utilisation du masque MBP-KIT-ICD KD
nous a permis de réduire nettement cette proportion, mais pour de prochaines sélections, la
meilleure stratégie a adopter serait de réaliser les criblages sur KIT recombinant fusionné a
d’autres protéines que la MBP car celle-ci s’avere assez « immunogene » in vitro.

Les anticorps VHH anti-KIT que nous avons obtenus apres les différentes sélections
présentent malheureusement une mauvaise affinité. Nous avons réalisé les sélections sur
100 nM d’antigéne couplé aux billes époxy ; la diminution de cette concentration pour les
prochaines sélections permettrait d’obtenir des clones plus affins pour I'antigéne d’intérét.
De plus, un criblage directement en format VHH soluble, plutét qu’en format phage-VHH,
nous permettrait probablement d’éliminer les clones de mauvaise affinité. En effet, le
criblage en format phage-VHH permet de s’affranchir des probléemes de production de VHH,
mais il présente également I'inconvénient d’amplifier les signaux : la liaison des phages-VHH
aux antigénes est détectée par un anticorps anti-protéine p8 du phage, présente a 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 ; on peut penser que I'immunisation du lama par MBP-KIT-
ICD D816V n’a pas engendré de réponse immunitaire assez importante. Il serait donc
intéressant d’immuniser un second lama avec MBP-KIT-ICD D816V pour produire une
banque de phages-VHH de meilleure qualité.

La stratégie de sélection masquée semble étre idéale pour notre approche : elle permet de
masquer les épitopes communs a MBP-KIT-ICD KD et MBP-KIT-ICD D816V lors de la sélection
afin d’isoler des VHH reconnaissant uniqguement les épitopes spécifiques de la conformation
KIT D816V. Cette stratégie pourra étre appliquée aprés immunisation d’un nouveau lama
avec la protéine MBP-KIT-ICD D816V.

Si nous arrivons a sélectionner un ou des intrabodies spécifiques de la conformation KIT
D816V, leurs effets in cellulo seront caractérisés. Nous étudierons s’ils sont capables de
déphosphoryler KIT mutant (intrabodies inhibant I'activité kinase) et/ou des protéines de
signalisation associées (intrabodies inhibant le recrutement des partenaires protéiques).
L'inhibition de la signalisation KIT oncogénique sera confirmée par test d’inhibition de
prolifération sur des lignées dépendantes de cette signalisation (HMC1, GIST).

Les intrabodies inhibiteurs que nous obtiendrons seront, a plus long terme, utilisés comme
guides pour cribler des banques de petites molécules chimiques. En effet, I'utilisation des
intrabodies en clinique est limitée puisqu’ils ne peuvent pas pénétrer dans le cytoplasme des
cellules. Le but est de cribler par ELISA des molécules qui inhibent I'interaction intrabody/KIT
et qui auront donc potentiellement le méme effet inhibiteur que I'intrabody.

165



De plus, I'obtention d’un tel VHH permettrait de détecter en IF la présence de KIT D816V
avec des applications diagnostiques dans diverses pathologies. Il pourrait également étre
utilisé dans le suivi du trafic de la kinase active en le fusionnant a un tag fluorescent.

Pour conclure, le ciblage cytoplasmique d’interactions protéine-protéine a déja montré son
efficacité par exemple dans l'inhibition de la signalisation oncogénique impliquant Ras par
un intrabody se fixant a la forme active de I'enzyme (Tanaka et al., 2007). Peu de molécules
issues de cette stratégie existent pourtant en clinique car la zone ou a lieu l'interaction
protéique est souvent formée par une cavité et donc difficile a cibler. Dans de nombreux cas
de signalisation oncogénique, I'interactome protéique s’organise de facon anormale autour
de la kinase ; il en résulte une signalisation particuliére différente de la signalisation WT.
L'approche intrabodies représente un outil puissant pour caractériser et cibler ces
interactions intracellulaires protéine-protéine et les kinases, particulierement avec
I'utilisation de VHH qui ont accés aux cavités. Elle reste cependant une technique tres
délicate a maitriser.

La derniere stratégie que nous avons choisie pour le ciblage de KIT est une approche plus
classique par anticorps monoclonal. C’est une stratégie simple, basée sur la sélection sur
protéine recombinante de scFv par phage display comme utilisée précédemment pour les
intrabodies. Nous avons choisi d’exprimer KIT-ECD en cellules d’insecte bien qu’elles
posseédent une machinerie de N-glycosylation différente des cellules mammiferes. Cette
source d’antigene a déja été utilisée avec succes puisque plusieurs anticorps anti-KIT
commerciaux ont été isolés grace a 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 a KIT des HMC1.2 reconnaissent une forme glycosylée de KIT spécifique a la
production en cellules d’insecte.

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 trés simples a réaliser. En revanche, nous avons observé des problémes de
conservation des anticorps a long terme avec une certaine dégradation en fonction des lots
produits.

Nous avons caractérisé 2 anticorps antagonistes du SCF, 2D1 et 3G1 capables d’inhiber 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 dégradation dépendante de sa phosphorylation. Nous n’avons pas déterminé |'épitope
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
serait intéressant de déterminer |'épitope précis reconnus par nos anticorps.
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Nous avons testé ensuite différentes associations anticorps + ITK. Sur la lignée UT-7
exprimant KIT WT, "association des anticorps anti-KIT a I'imatinib a un effet additif sur
I'internalisation du récepteur. Seuls, les anticorps et I'imatinib internalisant KIT; en
association, ils diminuent de fagcon encore plus importante le taux de KIT en surface. Cette
association pourrait étre intéressante dans le traitement de pathologies impliquant des
boucles auto ou paracrines SCF/KIT en limitant de fagon importante I'accés du SCF a KIT en
plus de I'effet inhibiteur induit sur la signalisation par la compétition entre les anticorps 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
obtenus des résultats inverses a ceux attendus puisque les anticorps inhibent I'apoptose
induite par le dasatinib. Il serait intéressant de déterminer si cette inhibition d’apoptose est
liée a I'association des anticorps 2D1 et 3G1 uniquement au dasatinib ou a tous les ITK. Nous
planifions également de tester la combinaison des anticorps a différents ITK sur la lignée
HMC1.1. Nous pourrons ainsi déterminer si I'inhibition par les anticorps de I'apoptose induit
par un ITK est spécifique d’'une drogue, d’'un mutant de KIT, de I'association d’'une drogue a
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 ’ADCC ou de la CDC. Le seul anticorps connu pour activer une fonction effectrice immune
est I'anticorps murin SR1, qui induit in vitro la phagocytose de lignées de GIST par
I'intermédiaire des macrophages. Nous n’avons pas observé d’ADCC ni de CDC induites par
nos anticorps sur les lignées HMC1. Ces différentes expériences sont a reproduire, mais si
ces résultats préliminaires sont confirmés, la toxicité sur I’hématopoiese et la gamétogenese
associée a l'utilisation de nos anticorps in vivo serait limitée.

Les 2 anticorps que nous avons choisis d’étudier plus en détail, 2D1-Fc et 3G1-Fc, présentent
une affinité assez faible pour leur cible. Nous avons réalisé des expériences d’inhibition de
prolifération sur les lignées UT-7/Epo et HMC1 avec I'anticorps commercial K44.2 murin
dirigé contre KIT humain et inhibant la fixation du SCF a KIT (Sigma). Cet anticorps diminue la
viabilité cellulaire des UT-7/Epo cultivées en présence de SCF de 80 % a 4 jours a une
concentration de 0,05 pg/mL, c’est-a-dire 100 fois moins que nos anticorps. Il en est de
méme sur les lignées HMC1 sur lesquelles le K44.2 diminue la viabilité cellulaire de 70 % a 5
ug/mLa 7 jours.

L'affinité de nos anticorps 2D1 et 3G1-Fc, qui sont d’origine humaine, contrairement au
K44.2, peut étre améliorée en mimant le processus naturel de maturation d’affinité des
anticorps qui a lieu lors de la production d’anticorps in vivo. Cette technique consiste a
générer des mutants de I'anticorps d’intérét puis a sélectionner ce nouveau répertoire sur
I'antigene cible (Hoogenboom and Chames, 2000). Cette technique a permis d’obtenir des
anticorps avec des affinités pour leur cible de I'ordre du picomolaire (Luginbihl et al., 2006).
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Nous n’avons réalisé la caractérisation fonctionnelle que de 2 anticorps des 5 validés apres
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, n’inhibent pas la phosphorylation de KIT induite par la fixation du SCF. De
plus, leur liaison aux cellules HMC1.2 n’est pas modifiée par le SCF. Ces anticorps peuvent
tout de méme s’avérer intéressants s’ils induisent une internalisation et une dégradation de
KIT ou s’ils inhibent la dimérisation de KIT par exemple. lIs pourraient avoir un effet additif
ou synergique avec les ITK, au contraire de |'effet antagoniste observé par I'association 2D1
ou 3G1 avec le dasatinib sur les cellules HMC1.2.

Pour conclure, les mécanismes liés a |'appartition d’'une pathologie proliférative et a sa
sensibilité vis-a-vis des traitements la ciblant sont de mieux en mieux compris. lls impliquent
trés fréquemment des mutations activatrices de proto-oncogénes, 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 d’outre-passer certaines résistances. Cependant, les thérapies
disponibles actuellement présentent certaines limites, c’est pourquoi il est important encore
aujourd’hui d’en 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 a

I’EGFP

Annexe 2 : chimiotheque Screen-Well® Kinase Inhibitor Library

(Enzo Life Sciences)

Screen-Well® Kinase Inhibitor Library

BML-2832 Version 2.2

Plate Cat. CAS # Name M.W. | Solvent | Conc.

Location | No.

B1 El- 167869- | PD-98059 267,3 | DMSO 10mM
360 21-8

B2 El- 109511- | U-0126 380,5 | DMSO 10mM
282 58-2

B3 El- 152121- | SB-203580 377,4 | DMSO 10mM
286 47-6

B4 El- 84477- H-7-2HCI 364,3 | DMSO 10mM
148 87-2

B5 El- 116970- | H-9-HCI 287,8 | DMSO 10mM
195 50-4

B6 El- 62996- Staurosporine 466,5 | DMSO 10mM
156 74-1
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B7 El- 133550- | AG-494 280,3 | DMSO 10mM
228 35-3

B8 El- 149092- | AG-825 397,5 | DMSO 10mM
267 50-2

B9 El- 125697- | Lavendustin A 381,4 | DMSO 10mM
185 92-9

B10 El- 136831- | RG-1462 275,1 | DMSO 10mM
253 49-7

B11 El- 118409- | Tyrphostin 23 186,2 | DMSO 10mM
191 57-7

B12 El- 118409- | Tyrphostin 25 202,2 | DMSO 10mM
187 58-8

C1 El- 122520- | Tyrphostin 46 204,2 | DMSO 10mM
257 85-8

C2 El- 122520- | Tyrphostin 47 220,2 | DMSO 10mM
188 86-9

C3 El- 122520- | Tyrphostin 51 268,2 | DMSO 10mM
189 90-5

c4 El- 2826-26- | Tyrphostin 1 184,2 | DMSO 10mM
190 8

C5 El- 116313- | Tyrphostin AG 1288 231,2 | DMSO 10mM
335 73-6

Ccé6 El- 175178- | Tyrphostin AG 1478 315,8 | DMSO 10mM
277 82-2

c7 AC- 71897- Tyrphostin AG 1295 234,3 | DMSO 10mM
1133 | 07-9

C8 El- 10537- Tyrphostin 9 282,4 | DMSO 10mM
215 47-0

(6°] El- Hydroxy-2- 238,2 | DMSO 10mM
247 naphthalenylmethylphosphonic

acid

C10 El- 120685- | PKC-412 570,6 | DMSO 10mM
370 11-2

C11 El- 10083- Piceatannol 244,2 | DMSO 10mM
271 24-6

C12 El- 172889- | PP1 281,4 | DMSO 10mM
275 26-8

D1 El- 133550- | AG-490 294,3 | DMSO 10mM
272 30-8

D2 El- 118409- | AG-126 215,2 | DMSO 10mM
263 62-4

D3 El- 134036- | AG-370 259,3 | DMSO 10mM
229 53-6

D4 El- 148741- | AG-879 316,5 | DMSO 10mM
258 30-4

D5 ST- 154447- | LY 294002 307,3 | DMSO 10mM
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420 36-6

D6 ST- 19545- Wortmannin 428,4 | DMSO 10mM
415 26-7

D7 El- 133052- | GF 109203X 412,5 | DMSO 10mM
246 90-1

D8 El- 548-04-9 | Hypericin 504,4 | DMSO 10mM
226

D9 El- 138489- | Ro 31-8220 mesylate 553,7 | DMSO 10mM
283 18-6

D10 El- 123-78-4 | D-erythro-Sphingosine 299,5 | DMSO 10mM
155

D11 El- 127243- | H-89-2HCI 519,3 | DMSO 10mM
196 85-0

D12 El- 84478- H-8 265,3 | DMSO 10mM
158 11-5

El El- 91742- HA-1004-2HCI 366,3 | DMSO 10mM
184 10-8

E2 El- 103745- | HA-1077-2HCI 364,3 | DMSO 10mM
233 39-7

E3 El- 125697- | 2-Hydroxy-5-(2,5- 275,3 | DMSO 10mM
232 93-0 dihydroxybenzylamino)benzoic

acid

E4 El- 127191- | KN-62 721,8 | DMSO 10mM
230 97-3

E5 El- 139298- | KN-93 501,0 | DMSO 10mM
268 40-1

E6 El- 109376- | ML-7-HCI 452,7 | DMSO 10mM
197 83-2

E7 El- 105637- | ML-9-HCI 361,3 | DMSO 10mM
153 50-1

E8 CC- 452-06-2 | 2-Aminopurine 135,1 | DMSO 10mM
100

E9 CC- 158982- | N9-isopropyl-olomoucine 326,4 | DMSO 10mM
202 15-1

E10 CcC- 101622- | Olomoucine 298,3 | DMSO 10mM
200 51-9

E11l CC- 101622- | Iso-olomoucine 298,3 | DMSO 10mM
201 50-8

E12 CC- 186692- | Roscovitine 354,4 | DMSO 10mM
205 46-6

F1 El- 24386- 5-lodotubericidin 392,1 | DMSO 10mM
293 934

F2 El- 62004- LFM-A13 360,0 | DMSO 10mM
295 35-7

F3 El- 152121- | SB-202190 331,3 | DMSO 10mM
294 30-7
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F4 El- 172889- | PP2 301,8 | DMSO 10mM
297 27-9

F5 El- 208260- | ZM 336372 389,4 | DMSO 10mM
298 29-1

F6 El- 5812-07- | SU 4312 264,3 | DMSO 10mM
306 7

F7 El- 146535- | AG-1296 266,3 | DMSO 10mM
303 11-7

F8 El- 220904- | GW 5074 520,9 | DMSO 10mM
307 83-6

F9 AC- 6865-14- | Palmitoyl-DL-carnitine 436,1 | DMSO 10mM
1121 |1

F10 El- 82-08-6 | Rottlerin 516,5 | DMSO 10mM
270

F11 El- 446-72-0 | Genistein 270,2 | DMSO 10mM
147

F12 ST- 486-66-8 | Daidzein 254,2 | DMSO 10mM
110

Gl El- 63177- Erbstatin analog 194,2 | DMSO 10mM
146 57-1

G2 AC- 6151-25- | Quercetin-2H,0 338,3 | DMSO 10mM
1142 |3

G3 AC- SU1498 390,5 | DMSO 10mM
1293

G4 El- 4452-06- | ZM 449829 182,2 | DMSO 10mM
357 6

G5 El- 195462- | BAY 11-7082 207,2 | DMSO 10mM
278 67-7

G6 El- 53-85-0 | 5,6-dichloro-1-B-D- 319,1 | DMSO 10mM
231 ribofuranosylbenzimidazole

G7 El- 2,2',3,3',4,4'-Hexahydroxy-1,1'- 338,3 | DMSO 10mM
273 biphenyl-6,6'-dimethanol

dimethyl ether

G8 El- 129-56-6 | SP 600125 220,2 | DMSO 10mM
305

G9 CC- 479-41-4 | Indirubin 262,3 | DMSO 10mM
206

G10 CC- 160807- | Indirubin-3'-monooxime 277,3 | DMSO 10mM
207 49-8

G11 El- 146986- | Y-27632-2HCI 320,3 | DMSO 10mM
299 50-7

G12 El- 142273- | Kenpaullone 327,2 | DMSO 10mM
310 20-9

H1 El- 121-40-4 | Terreic acid 154,1 | DMSO 10mM
328

H2 El- 35943- Triciribine 320,3 | DMSO 10mM
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332 35-2

H3 El- 32387- BML-257 326,3 | DMSO 10mM
336 96-5

H4 El- 354812- | SC-514 224,3 | DMSO 10mM
343 17-2

H5 El- 267654- | BML-259 260,4 | DMSO 10mM
344 00-2

H6 El- 520-36-5 | Apigenin 270,2 | DMSO 10mM
345

H7 El- BML-265 305,3 | DMSO 10mM
346

H8 A- 53123- Rapamycin 914,2 | DMSO 10mM
275 88-9

Annexe 3:

Biolabs)

carte du plasmide pMal - C2X (New England

malE

tac
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polylinker

PMAL-c2X
PMAL-p2X
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43:205
\erminator

rrnB
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Annexe 4 : carte du plasmide pMAL-KIT-ICD D816V

ColE1 origin 5214...5896

M13 origin 5179...4724
AmpR 3962...4621

F1 ori 5162...4856

pMalKitD816V

7873 bp

LacO 557...579

MalE 647...1796

CcKit 1808...3046

D816V 2561...2563
Primer mutagenese 25492588
13-fwd 3099...3082

LacZ alpha 3170...3238

MalE primer 1706...1729

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
D9 SYSMN VISGSGGSTYYADSVKGR | RGWFGDPPIDY QGDSLRSYYAS ANTHRPS | NSRDNSGNHLV
D10
D11
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Annexe 6 : carte du plasmide d’expression eukaryote des scFv

Pmil Expression casselle  ypq1

BGH poly A

EF-BOS promotor fl
Hindlll
smal S V40 orifprom.
EcoRI
Kpnl
nED
amp
8s11071
polyA

colEl ori
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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
mutants’ relocalization. Based on this finding, we developed and validated a screening assay
measuring mutants’ relocalization by cytometry. Chemicals library screening allows 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
binding on KIT inhibits kinase activity directly or signaling partners’ recruitment. 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 :

Lorsqu’il est surexprimé ou activé constitutivement par mutation, le récepteur 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
développement d’une nouvelle classe de molécules pharmacologiques appelées inhibiteurs
de tyrosine kinase (ITK) est en plein essor. Un exemple majeur d’ITK est I'imatinib qui cible,
entre autre, KIT et est efficace dans la plupart des GIST. Cependant, le traitement aux ITK est
souvent confronté au phénomene de résistance primaire ou acquise par mutation
secondaire. C'est pourquoi nous cherchons a développer 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 exprimé a la membrane. L'inhibition de I'activité
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 a la surface cellulaire. Le criblage d’'une chimiothéque nous a permis 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
dans le cytosol (on parle alors d’intrabodies), leur fixation au niveau de KIT inhibe soit
directement I'activité kinase, soit le recrutement de partenaires de signalisation. Nous avons
obtenu des intrabodies de différentes spécificités vis-a-vis des formes de KIT dont la
caractérisation fonctionnelle est en cours Les intrabodies inhibiteurs seront utilisés pour
cribler des chimiotheques par ELISA. Les molécules chimiques recherchées empécheront la
fixation des intrabodies sur la région intracellulaire de KIT. On sélectionnera donc des
molécules inhibant potentiellement I'oncogénicité 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
montré que I'utilisation de ces anticorps entraine une diminution de la viabilité cellulaire. De
plus, ils diminuent également la prolifération de lignées de leucémie a mastocytes sensibles
et résistantes a I'imatinib (HMC11 et HMC12, respectivement). lls 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
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