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La rédaction de ce manuscrit constitua l’une des étapes les plus longues et 

douloureuses de mes quatre années de thèse. Cette étape fut sans aucun doute celle 

qui aura nécessité le plus d’efforts et d’attention de ma part, tant je tenais à 

remercier comme il se doit les personnes ayant participé, directement ou non, à 

l’achèvement de ce travail. 

Mes premiers remerciements vont à mes directeurs de thèse Mona Diab-Assaf et 

Carine Masquéfa, qui ont dirigé et encadré mes travaux. Les mots me manquent pour 

exprimer ma gratitude. L’idée de voler de ses propres ailes est un peu effrayante, 

mais j’ai l’impression d’avoir grandi, d’avoir acquis une certaine confiance grâce à 

vous. D’un point de vue relationnel, j’ai trouvé des relations cordiales, une écoute et 

ce que j’ai aimé par-dessus toute une franchise à toute épreuve. J’ai énormément 

appris à vos côtés. Merci pour tout. 

Je remercie également mes co-encadrants de thèse Pierre Cuq et Issam Kassab. Pierre 

pour sa gentillesse et surtout de m’avoir permis de réaliser mon travail de paillasse 

dans les meilleurs conditions possibles. Issam, j’ai beaucoup appris grâce à lui, tant 

d’un point de vue technique que scientifique. Ses patiences et ses connaissances 

m’ont constamment permis de progresser. Merci pour tout.   

Je remercie Georges qui a été à l’origine de la création de cette collaboration 

fructueuse avec l’Université de Montpellier. Georges, l’homme au grand cœur mais 

aussi l’enseignant chercheur rigoureux et méthodique. 

Mes plus sincères remerciements vont également à Nathalie Andrieu-Abadie et 

Mohamad Mroueh qui m’ont fait l’honneur d’être rapporteurs de cette thèse, ainsi 

qu’à Ramez Chahine et Kamel Hadj Kaddour pour avoir accepté de faire partie de 

jury. 

Ainsi Je remercie Pierre-Antoine Bonnet pour sa gentillesse et son accueil. Je n’oublie 

pas notre première rencontre au Liban, il est pour moi l’exemple d’un chef d’équipe à 

l’écoute de tous ses collaborateurs.  

J’ai eu la chance de travailler au sein d’une équipe dont la bonne ambiance a 

largement contribué à mon bien-être et qui a constitué pendant quatre ans une sorte 

de "deuxième famille" à mes yeux. Je tiens à les remercier tous. Tout d’abord, merci 

au chef d’équipe Pierre, dont l’humour et les histoires ont constitué une mine d’or à 

mes yeux. Je remercie tous les membres de cette équipe, en plus de ceux déjà cités : 

Chantal, Hinda, Cindy, Stéphanie, Florence, Françoise, Laure-Anaïs et Marie-Hélène. 

Un immense merci à celles qui sont devenues mes amies, Myriam et Audrey et qui 

ont partagé avec moi tous les moments (dures et faciles). Je n’oublie jamais 



l’humour, nos sorties ensemble et nos déjeuners. Je n’oublie pas de remercier Kamel 

qui m’a soutenu dès mes premiers jours en France et qui m’a guidé et aidé au 

laboratoire. Je remercie aussi tous les thésards et les stagiaires (passés et présents) 

qui ont partagé cette aventure: Chaker (qui m’a aidé à m’adapter en France d’une 

façon directe et indirecte), Adrien, Elige, Verra, Laure, Johanna, Julien et Sébastien.  

Merci Michel pour ton implication dans ce travail et ton aide.  

Merci à l’équipe d’Ali Bazerbachi et Hiba Al Hajj à l’Université Américaine de 

Beyrouth de m’avoir accueillie pendant mon séjour au Liban, un merci appuyé à 

Nadim pour avoir facilité mon intégration dans cette équipe performante. 

Merci Christian Larroque et Nicole Bec pour m’avoir laissée réaliser quelques manips 

chez vous et pour vos aides et vos collaborations. 

Je remercie infiniment les amis à qui je n’ai jamais su dire toute l’affection que j’ai 

pour eux, qui furent présents à mes côtés lorsque j’en avais besoin. Merci donc à 

Samia, Racha, Iman, Mohamad, Amel, Selma, Maya, Ramy, Mariana, Mengli, Nisrine, 

Hani, Léa, Sana, Ali et Khalil.   

Je tiens à remercier le Centre Islamique d’Orientation et d’Education Supérieur 

(CIOES) à ses financements pour mes séjours en France pendant toutes mes années 

de thèse et un grand merci à son président  Ali Zalzali. 

Enfin, les mots les plus simples étant les plus forts, j’adresse toute mon affection à 

ma famille. A mon père Ahmad et son soutien inconditionnel. A ma maman Siham qui 

m’a fait comprendre que la vie n’est pas faite uniquement de problèmes qu’on peut 

résoudre avec des formules mathématiques et des algorithmes. Leur intelligence, leur 

confiance, leur tendresse et leur amour me portent et me guident tous les jours. 

Merci pour avoir fait de moi ce que je suis aujourd’hui. A mon frère Jad et ma sœur 

Suzan que j’aime de tout mon cœur. A mes tantes, mes oncles, mes cousins et 

cousines, en particuliers un grand merci à mon cousin Moutaz et sa femme Zeinab. 

Merci pour toute cette famille qui est le point d’ancrage de ma vie. Ma famille, une 

pluie de "merci" s’échappe de mon cœur : mettez-vous à l’ abri ! Merci, merci, merci, 

merci… 
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I.! Etude bibliographique 

I.1! Chapitre 1 : le mélanome 

I.1.1! Généralités 

 

I.1.1.1! Définition 

Le mélanome est une prolifération maligne de mélanocytes, cellules à morphologie 

dendritiques qui produisent la mélanine(1). Il ne représente qu’une minorité (10%) 

des cancers de la peau mais c’est un des plus dangereux. 

Les mélanocytes se développent à partir de progéniteurs embryonnaires issus de la 

crête neurale. Ils partagent ainsi avec les neurones des récepteurs, des voies et des 

molécules de signalisation(2). Les mélanocytes étant localisées non loin du réseau de 

vaisseaux sanguins qui irriguent le derme, en cas de transformation maligne, ils 

peuvent facilement passer dans la circulation sanguine et se répandre n’importe où 

dans l’organisme pour conduire à la formation de métastases.  

Les mélanomes peuvent se développer sur n’importe quelle région du corps, la 

localisation cutanée étant la plus fréquente. Dans les chapitres suivant, nous ne 

parlerons donc que du mélanome cutané. Le mélanome peut se développer sur une 

peau saine (de novo) ou par dégénérescence d'un nævus préexistant (dans 20 à 30% 

des cas). Un nævus désigne une prolifération circonscrite bénigne de mélanocytes 

dans la peau(3). Les éphélides (tâches de rousseur) ne dégénèrent jamais. 

 

I.1.1.2! Epidémiologie 

Le MM est un problème de santé publique majeur au niveau mondial ZJ[ : d’une part 

son incidence est en constante augmentation, d’autre part il touche tous les âges de 

la vie (excepté l’enfance).  

L’exemple des Etats-Unis reflète bien la tendance épidémiologique mondiale 

(données du Surveillance, Epidemiology, and End Results Program (SEER), du 

National Cancer Institute (NCI) (5), estimations pour l’année 2014 aux Etats-Unis) : 

·! Les cancers de la peau sont les cancers les plus fréquemment diagnostiqués. 

·! Le MM représente 5% des cancers cutanés et 4,6% de la totalité des cancers.  

·! L’âge médian de diagnostic est d’environ 60 ans.  

·! Le MM est le cancer le plus fréquent chez les jeunes adultes (25-29 ans) (6). 

·! L’incidence augmente de façon rapide et continue depuis 1975 (25-31% / 10 

ans). 
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·! Le taux de survie à 5 ans dépend du stade du MM (global : 90% ; MM 

métastatique : 20%). 

·! Le taux de mortalité est stable (2,7 décès pour 100 000 habitants). 

En France, selon les données de l’Institut National du Cancer (INCa), le mélanome de 

la peau se situait au 11ème rang des cancers les plus fréquents en 2012, tout sexe 

confondu(7). Les chiffres avancés par l’INCa pour l’année 2012 étaient les suivants :  

·! Nombre de nouveaux cas estimés de mélanome cutané: 11 176 (5 429 

hommes et 5 747 femmes). 

·! Âge moyen au diagnosti:61 ans chez l’homme et 64 ans chez la femme. 

·! Nombre de décès par mélanome cutané estimé: 1 672 (954 hommes et 718 

femmes). 

Le mélanome présente la plus forte augmentation d’incidence parmi tous les cancers 

à travers le monde. On observe notamment une hausse continue (estimée entre 3 et 

7 % par an selon les pays) du nombre de nouveaux cas depuis 40 ans parmi les 

populations à peau blanche(7). L’incidence du mélanome varie au niveau mondial 

selon deux facteurs : la génétique des populations (phototype cutané), et la 

localisation géographique (taux d’ensoleillement). 

Ainsi, l’Australie, qui cumule le phototype particulièrement à risque de ses 

populations et une forte exposition solaire, est le pays où l’incidence du mélanome 

est la plus forte(8). Au contraire, l’Afrique, l’Amérique latine et à plus forte raison 

l'Asie ont l’incidence du mélanome la plus faible en raison du phototype peu à risque 

de leurs populations (Globocan 2012, International Agency for Research on 

Cancer(9)). 

 

I.1.1.3! Facteurs de risques 

Comme tout cancer, le mélanome est une maladie multifactorielle. Les facteurs de 

risque du mélanome de la peau principaux sont les suivants (8) : 

·! Les facteurs de risque externes, liés à l’environnement et aux modes de vie : 

ü! Les expositions prolongées au soleil avant l'âge de 10 ans : en cas de 

brûlures solaires (érythème bulleux) reçues dans l'enfance, le risque 

de survenue ultérieure d'un mélanome double. 

ü! L’exposition aux rayonnements ultraviolets (UV) : on estime que deux 

tiers des mélanomes sont dus à une exposition excessive aux UV. 

 

·! Les facteurs de risque internes, c’est-à-dire constitutifs des individus, d’ordre 

génétique : 
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ü! Les antécédents familiaux de mélanome : environ 20 à 40% des 

patients atteints de mélanome ont un historique familial avec la 

maladie. 

ü! Le phototype cutané : les personnes à phototype clair qui ne bronzent 

pas ou peu sont les plus menacées. 

La présence de nombreux nævus (> 50) supérieurs à 2mm, ou de 

nævus atypique multiplie le risque d'avoir un mélanome par 4 ou 5. 

Les nævus congénitaux ont un risque de transformation maligne. 

 

I.1.1.4! Prévention 

Le mélanome en phase métastatique ne peut être traité par simple exérèse 

chirurgicale et est l’une des tumeurs les plus chimiorésistantes. La prévention est 

donc primordiale pour en limiter l’incidence. Il existe actuellement un large 

consensus pour affirmer que l’exposition récréative et intermittente au soleil est le 

principal facteur de risque connu de mélanome. La prévention du mélanome est 

donc principalement basée sur les conseils de protection solaire. La priorité à la 

photoprotection vestimentaire sera donnée chez les enfants. L’utilisation des 

cabines UV est à proscrire.  

Parallèlement, une observation régulière de la peau en s’aidant de la règle ABCDE 

(cf. chapitre diagnostic) est recommandée. Cette auto-surveillance permet de 

repérer les lésions précocement, d'accélérer le diagnostic d’éventuelles anomalies 

malignes et, ainsi, d’optimiser les chances de guérison(10). Elle est particulièrement 

recommandée chez les patients présentant des antécédents familiaux ou personnels 

de mélanome. 

 

I.1.2! Mécanismes physiopathologiques du mélanome 

Le mélanome a pour origine la transformation maligne des mélanocytes. Il peut 

apparaître de novo, ou, plus rarement, résulter de la transformation maligne d’un 

nævus. 70 à 80 % des mélanomes surviennent de novo (Haute Autorité de Santé 

(HAS) 2012). 

 

I.1.2.1! Mécanismes physiopathologiques au niveau cellulaire 

La transformation d’un mélanocyte en mélanome se fait selon plusieurs modèles 

(figure 1). 

Le modèle de progression linéaire (à gauche) stipule que l’instabilité génétique et 

l’expansion clonale sont à l’origine du développement du mélanome et que les 

propriétés proliférantes ou invasives des cellules cancéreuses sont obtenues par 
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mutations génétiques successives. Le modèle des cellules souches cancéreuses (au 

centre) prédit que seule une sous-population des cellules de mélanome possède un 

pouvoir tumorigène. La tumeur devient hétérogène au cours des cycles de 

prolifération et de différenciation des cellules souches cancéreuses. Les cellules 

souches cancéreuses peuvent dériver de la transformation de cellules souches de 

mélanocytes, ou de la dédifférenciation de mélanocytes sains. Le modèle du 

phénotype réversible (à droite) propose une plasticité des phénotypes cellulaires en 

fonction des interactions avec le microenvironnement. Les cellules cancéreuses 

pourraient ainsi acquérir un caractère invasif, prolifératif ou différencié suivant leur 

environnement(11–14). 

 

&'()*+%,%-.+/%0'112*+34/%56078+/%0+%!*6(*+//'63%0)%5289365+(11,12,14):%

 

I.1.2.1.1! Le modèle linéaire classique 

Ce modèle se base sur l'expansion clonale d'une population ayant acquis des 

propriétés de prolifération suite à des mutations génétiques (figure 1). Selon ce 

modèle de progression tumorale linéaire classiquement admis, toutes les cellules 

sont potentiellement tumorigènes et c'est l'instabilité génétique qui conditionne 

l'évolution de la maladie (15). La population de mélanocyte, homogène au départ, se 

diversifie ultérieurement suite à des événements d'ordre génétique pour donner 

naissance à des sous populations plus invasives. 
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I.1.2.1.2! Le modèle des cellules souches cancéreuses 

Selon ce modèle, seule une faible proportion des cellules est responsable de la 

tumorigenèse. Ce modèle propose qu'une sous-population possédant des 

caractéristiques de cellules souches somatiques soit capable de proliférer et de 

donner des « cellules filles différenciées » formant la masse tumorale. Cette sous-

population permettrait de maintenir la croissance tumorale. Elle peut également 

dériver d'une cellule déjà différenciée ayant acquis des caractéristiques souches par 

le processus de transformation tumorale en réactivant des voies de signalisation 

spécifiques (figure 1). En l'absence de consensus sur les caractéristiques attribuées 

aux cellules souches cancéreuses, une commission de l'AACR (American Association 

for Cancer Research) a proposé une définition unifiée de ce concept selon laquelle 

une cellule souche cancéreuse est une cellule possédant des capacités d'auto-

renouvèlement et étant à l'origine de l'hétérogénéité de la masse tumorale (16). 

 

I.1.2.1.3! Le modèle de l'interconversion 

C’est le modèle du phénotype réversible qui propose une plasticité des phénotypes 

cellulaires en fonction des interactions avec le microenvironnement. Ce dernier 

modèle suggère que l’hétérogénéité tumorale résulterait de l’expression ou de la 

réexpression de certains gènes en réponse à des stimuli du microenvironnement. 

Ainsi, les cellules tumorales seraient capables, en réponse au microenvironnement, 

de passer d’un état de cellules prolifératives à un état de cellules invasives ou encore 

différenciées(11,12,14)(figure 1). 

Le changement entre les états prolifératifs et invasifs a été associéà la voie de 

signalisation Wnt qui oriente le développement en mélanocyte ou cellules gliales à 

travers l’action de la β-caténine. Une surexpression de la β-caténine entraîne une 

augmentation du nombre de mélanocytes et une diminution des cellules gliales (17). 

La distribution de la β-catenine apparait « phénotype spécifique » avec une présence 

membranaire associée à un état prolifératif et une présence cytosolique associée à 

un état invasif. De même les cofacteurs LEF1 (pour Lymphoïde Enhancer Factor 1) et 

TCF4 (Transcription Factor 4) de la β-catenine sont exprimés différemment suivant 

les phénotypes (expression préférentielle de LEF1 dans les cellules prolifératives plus 

différenciées et de TCF4 dans les cellules invasive moins différenciées)(18). 

 

I.1.2.2! Mécanismes physiopathologiques au niveau moléculaire 

I.1.2.2.1! Le passage d'un nævus à un mélanome primaire 

Le passage d’un nævus bénin à un nævus dysplasique est caractérisé par des 

altérations génétiques ou épigénétiques affectant la régulation du cycle cellulaire, la 

prolifération et l’apoptose (19–21). Les gènes mutés sont pour la plupart des 
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oncogènes ou des suppresseurs de tumeurs impliqués dans plusieurs voies de 

signalisation (figure 2 ; tableau 1). 

 

&'()*+%;-%.+/%<6'+/%0+%/'(398'/94'63%'5!8'=)2+/%093/%8+%02<+86!!+5+34%0)%5289365+:%

>?9!*7/%@985'+*'%+4%98:%;AAB%(19)%

%

Type de  Gène Gène  
Type d’altération et fréquence dans les 

mélanomes (%) 

Proto-oncogènes 

BRAF muté dans 50-70% des cas 

NRAS  muté dans 15-30% des cas 

AKT3  Sur-exprimé70% des cas 

c-KIT 

Muté ou surexprimé dans 28-39% des 

mélanomes exposés au soleil 

Suppresseurs de 

tumeurs 

CDKN2A  

supprimé, perdu ou sous-exprimé dans 30-

70% des cas 

PTEN supprimé ou perdu dans 5-20% des cas 

APAF-1  sous-exprimé dans 40% des cas 

P53 perdu ou muté dans 10% des cas 

Autres 
Cyclin D1 Cyclin D1 amplifié dans 6-44% des cas 

MITF  amplifié dans 15-20% des cas 

C9D8+9)% ,%-% CE!+% +4% 1*2=)+3F+% 0+/% 9842*94'63/% (2324'=)+/% *+3F634*2+/% 093/% 8+%

5289365+:%C9D8+9)%909!42%0+%G*9EHIFJ6!1+*%+4%98:%;AAK%(20):%
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I.1.2.2.1.1! La voie des MAPK 

La voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) impliquant la cascade 

d'activation RAS/RAF/MEK/ERK contrôle la prolifération cellulaire (figure 3). Cette 

voie de signalisation joue un rôle particulièrement important dans le cas du 

mélanome avec une hyper-activation retrouvée dans 80% des cas. Plusieurs 

mécanismes peuvent conduire à cette activation tels que la production par voie 

autocrine de facteurs de croissance, la modification des récepteurs à tyrosine kinase 

(figure 3), ou des mutations activatrices dans les effecteurs de la voie comme RAS ou 

RAF. Ainsi, le gène c-KIT est suractivé dans 30% des mélanomes cutanés sur zones 

exposées au soleil par mutation ou augmentation du nombre de copies du gène. Des 

mutations activatrices de NRAS ont également été identifiées dans 15 à 30% des 

mélanomes(20). Les mutations de BRAF sont mutuellement exclusives avec celles de 

NRAS. La mutation la plus fréquente dans le mélanome concerne la kinase BRAF : 

remplacement de la valine en position 600 par un acide glutamique (V600E). Elle est 

présente dans 50 à 70% des cas de mélanomes. Il existe également d'autres 

mutations plus rares de la valine 600 remplacée dans certains cas par une lysine 

(V600K) ou une arginine (V600R). La présence de BRAF muté est également détectée 

dans les nævi bénins et dysplasiques montrant qu'il s'agit d'un évènement précoce 

dans la progression du mélanome(22,23). 

 

&'()*+%#%-%<6'+/%0+%/'(398'/94'63%LMINLM&NOPQNPLQ%+4%@R#QNMQC(24):%
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I.1.2.2.1.2! La voie PI3K/AKT 

La voie PI3K/AKT est également fréquemment dérégulée dans le mélanome (21,25). 

Les mutations de PI3Kα, pourtant fréquemment retrouvées dans les pathologies 

cancéreuses, ne sont présentes que dans 3% des mélanomes métastatiques. La perte 

de PTEN par mutation ou mécanisme épigénétique est observée dans 5 à 30 % des 

mélanomes en stades terminaux. Les souris transgéniques PTEN-/- meurent dans les 

stades précoces de l'embryogenèse, et les souris hétérozygotes PTEN+/- 

développent de nombreuses pathologies tumorales mais seules les souris PTEN+/-

/Cdkn2a+/- développent des mélanomes(26,27). La surexpression d'AKT est notée 

dans 60 % des mélanomes. L'ensemble de ces dérégulations participent à l'activation 

globale de la voie PI3K/AKT régulant ainsi la survie cellulaire et l'apoptose (figure 3). 

 

I.1.2.2.1.3! La voie p53 et le cycle cellulaire 

La voie P53 est très fréquemment dérégulée dans les cancers mais dans le cas du 

mélanome, la perte de fonction de p53 est observée dans seulement 10% des cas.  

La protéine p16INK4a freine la prolifération cellulaire (blocage G1). Si les 

inactivations mutationnelles sont quasiment exclusivement retrouvées dans les 

mélanomes familiaux, une extinction de l'expression de p16INK4a par méthylation 

de l'ADN est retrouvée dans 75% des cas(28). L'inactivation de cette voie perturbe 

également le contrôle de l'apoptose et le cycle cellulaire. 

 

I.1.2.2.1.4! La voie Wnt/β-caténine 

La voie Wnt/β-caténine a également été impliquée dans le développement du 

mélanome par une activation constitutive comme en atteste l'accumulation de la β-

caténine dans le noyau(29). Le rôle de la β-caténine dans le mélanome est encore 

controversé. En effet, il est établi qu'une augmentation de son expression nucléaire 

et cytoplasmique est un facteur de bon pronostic. Cependant, il a également été 

montré à l'aide de souris transgéniques NRASQ61K/bcatsta que sa stabilisation 

induit une inhibition de p16INK4a conduisant à une immortalisation des mélanocytes 

sans pour autant augmenter la prolifération comme cela a été montré dans d'autres 

types cancéreux. Cela suggère que des altérations de la voie β-caténine pourrait être 

impliquées lors des phases précoces du développement des mélanomes(30,31). 

 

I.1.2.2.1.5! Le facteur de transcription MITF 

Le facteur de transcription MITF (pour Microphthalmia-Associated Transcription 

Factor) apparaît comme un élément important de la prolifération et la survie des 

mélanocytes avant et pendant leur migration à partir de la crête neurale. Il est 



20 
 

retrouvé amplifié dans 15 à 20 % des mélanomes et a été inversement corrélé à la 

survie des patients. Une forte expression de MITF serait ainsi corrélée à un état 

prolifératif tandis qu'une faible expression de MITF serait associée à un état invasif 

et peu prolifératif(19,32). 

 

I.1.2.2.2! Implication des protéines d’adhésion dans la progression du mélanome  

A côté des altérations au niveau des oncogènes ou gènes suppresseurs de tumeur, 

toute une série d’anomalies de l’expression de certaines protéines-clés peut avoir un 

rôle important dans la progression tumorale, notamment les intégrines et les 

cadhérines qui interviennent dans les phénomènes d’adhésion, de communication 

ou de migration cellulaire. 

 

I.1.2.2.2.1! Les cadhérines 

Les cadhérines sont des protéines favorisant les communications intercellulaires et 

sont particulièrement liées à la progression tumorale métastatique. La transition 

entre la phase de croissance radiale et la phase de croissance verticale est 

caractérisée par un échappement au contrôle des kératinocytes et une capacité à 

envahir les couches fibroblastiques du derme (Figure 4) (33,34). Ce phénomène se 

caractérise par une perte d'expression de l’E-cadhérine et une augmentation de 

l'expression de la N-cadhérine typique d'une transition épithélio-mésenchymateuse 

notamment médiée par la voie BRAF(35). En diminuant l'expression de l’E-cadhérine, 

les cellules de mélanome parviennent à réduire leurs interactions avec les 

kératinocytes qui contrôlent la prolifération et le comportement normal des 

mélanocytes sains(36). A l’inverse, l’augmentation du niveau d’expression de la N-

cadhérine et de protéines associées permet aux cellules de mélanome d’interagir 

avec les fibroblastes du stroma dans le derme ainsi qu'avec les cellules endothéliales 

constituant la paroi des vaisseaux(36,37).      
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I.1.2.2.2.2! Les intégrines 

Les intégrines permettent de transmettre à la cellule une information relative à la 

nature et la composition du milieu et engendre une réponse cellulaire adaptée. Les 

hétérodimères de type α5-β3 qui interagissent avec de nombreux composés de la 

matrice extracellulaire sont surexprimés dans les mélanomes agressifs et corrèlent 

avec la phase de croissance verticale. De plus, ces protéines interagissent avec 

MMP2 (Matrix MetalloProtein 2) impliquée dans dégradation de la matrice 

extracellulaire(38). Ces résultats montrent le rôle central dans la migration des 

cellules de mélanome et de l'invasion, et de ce fait, ces protéines peuvent 

représenter des cibles utiles pour le traitement du mélanome. Plus récemment 

plusieurs stratégies médicamenteuses ont été développées pour le ciblage des 

intégrines, notamment grâce à des tripeptides RGD (acides aminés arginine-glycine-

aspartate)(39). 
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I.1.2.2.3! Altération des fonctions autocrine et paracrine lors de la phase 

invasive du mélanome 

L'expression de nombreux facteurs de croissance est également altérée durant la 

phase invasive du mélanome avec notamment une augmentation de l'expression de 

HGF (pour Hepatocyte Growth Factor), de FGF (pour Fibroblast Growth Factor) ou de 

TGFbeta (Transforming Growth Factor β). En supplément de l’augmentation de cette 

fonction autocrine, les cellules de mélanomes ont également une stratégie paracrine 

avec la production de FGF et de TGFbeta qui entraîne chez les fibroblastes une 

sécrétion de signaux pro-invasifs tels que la tenascine-C ou HGF(34,40). 

I.1.3! Diagnostic et classifications du mélanome 

 

I.1.3.1! Diagnostic et classification cliniques 

I.1.3.1.1! Diagnostic clinique 

Le diagnostic clinique repose sur un examen visuel selon deux règles principales : la 

règle « ABCDE », et la liste révisée des 7 points du groupe de Glasgow. 

La règle « ABCDE » (figure 5) permet de distinguer les lésions cutanées suspectes 

d’un nævus bénin au moment de l’examen (41):  

•! A comme asymétrie : la lésion pigmentée est asymétrique 

•! B comme bord : les bords sont irréguliers 

•! C comme couleur : la couleur n’est pas homogène 

•! D comme diamètre : le diamètre est supérieur à 5 mm  

•! E comme évolution : l’aspect de la lésion évolue 
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La liste révisée des 7 points du groupe de Glasgow repose quant à elle sur 

l’évolutivité de la lésion : 

•! Changement de taille (lésion connue ou nouvelle) (critère majeur) 

•! Changement de forme (lésion connue)  (critère majeur) 

•! Changement de couleur (lésion connue)  (critère majeur) 

•! Plus grand diamètre ≥ 7 mm    (critère mineur) 

•! Inflammation      (critère mineur) 

•! Ulcération ou saignement    (critère mineur) 

•! Changement dans la sensibilité de la lésion  (critère mineur) 

 

I.1.3.1.2! Classification clinique 

Quatre formes anatomo-cliniques principales de mélanome cutané ont été décrites 

(figure 6)(11):  

·! le mélanome à extension superficielle (60 à 70%) 

·! le mélanome nodulaire 

·! le mélanome de Dubreuilh 

·! le mélanome acral lentigineux  
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Le mélanome nodulaire a la particularité d’avoir une phase de croissance d’emblée 

verticale alors que les trois autres formes de mélanome ont d’abord une phase de 

croissance horizontale intra-épidermique puis une phase de croissance verticale avec 

envahissement du derme puis de l’hypoderme. Le mélanome nodulaire est donc la 

forme la plus agressive. 

 

I.1.3.2! Diagnostic et classification histologiques 

I.1.3.2.1! Diagnostic histologique 

L’examen anatomo-pathologique permet de confirmer ou d’infirmer le diagnostic 

clinique. Parallèlement, il fournit les indictions indispensables à la classification 

anatomo-cliniques du mélanome, à la détermination du pronostic, et à la prise en 

charge (marges de l’exérèse chirurgicale). Ces informations sont classées en critères 

obligatoires (i.e. obligatoirement présents dans tout compte rendu anatomo-

pathologique), et facultatifs (42): 

Critères obligatoires : 

·! Diagnostic et typage clinico-pathologique 

·! Epaisseur de la tumeur en mm (indice de Breslow) 

·! Ulcération (présence ou absence) 

·! Nombre de mitoses par mm2 (indice mitotique) 

·! Marges d’exérèse  

·! Niveau d’invasion (niveau de Clark), particulièrement utile en cas de MM 

d’épaisseur ≤ 1 mm 

·! Microsatellites (présence ou absence) 

Critères facultatifs : 

·! Phase de croissance 

·! Régression (présence ou absence) 
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·! Infiltration par les lymphocytes (degré) 

·! Vascularité 

·! Neurotropisme 

·! Micrométastase lymphatique (présence ou absence, examen du ganglion 

sentinelle) 

Par ailleurs, le mélanome malin présente une forte capacité à métastaser. Par voie 

lymphatique, les cellules tumorales atteignent les ganglions et s’y multiplient pour 

donner naissance à des métastases ganglionnaires régionales. Les cellules 

cancéreuses peuvent également, dans un second temps, se disséminer par voie 

sanguine vers d’autres organes (principalement poumons, foie, autre site cutané,ou 

cerveau)(15). La détection et la caractérisation de ces métastases est indispensable 

pour la stadification du mélanome. 

 

I.1.3.2.2! Classification histologique 

I.1.3.2.2.1! Classification TNM 

La classification TNM (tableau 2), proposée conjointement par l’American Joint 

Committee on Cancer (AJCC)(43), et l’Union for International Cancer Control 

(UICC)(44), est utilisée de façon consensuelle à travers le monde. Cette classification 

est divisée en trois sous-classifications qui permettent de décrire le degré 

d’extension du MM au niveau du site primaire (T pour tumeur), des ganglions 

régionaux (N pour Node ou ganglion), et des organes distants (M pour métastase).  

 

 

 

 

Classification T Epaisseur (Indice de Breslow) Ulcération / Mitoses 

   

T1  ≤ 1 mm a : sans ulcération  
     et mitoses < 1 / mm

2
 

b : avec ulcération  
     ou mitoses ≥ 1 / mm

2
 

T2 1,01 - 2 mm a : sans ulcération 
b : avec ulcération 

T3 2,01 - 4,00 a : sans ulcération 
b : avec ulcération 

T4 > 4 mm a : sans ulcération 
b : avec ulcération 
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Classification N  Nombre de ganglions envahis Invasion métastatique 

   
N1 1 a : micrométastase 

b : macrométastase 

N2  2 - 3 a : micrométastase 
b : macrométastase 
c : métastases en transit / nodules 
satellites sans envahissement 
ganglionnaire 

N3 ≥ 4  
ou masse polyganglionnaire 
ou métastases en transit / nodules satellites avec 
ganglions envahis 

 

Classification M Site des métastases Taux sérique de LDH 

   
M1a Cutané, sous-cutané ou ganglionnaire au-delà de 

l’aire ganglionnaire régionale 
Normal 

M1b Pulmonaire Normal 

M1c Autres localisations viscérales 
Toutes métastases à distance 

Normal 
Augmenté 

C9D8+9)%;%-%V89//'1'F94'63%C\O]%M^VV%B
75+
%20'4'63%(43)%

 

I.1.3.2.2.2! La stadification du mélanome 

La classification du stade, ou stadification (tableau 3, figure 7), correspond à un 

standard international proposé conjointement par l’AJCC et l’UICC permettant de 

définir l'extension du MM (Tableau 3) (43,44). Le système repose sur la classification 

TNM précédemment décrite. Les stades sont exprimés par un chiffre, allant de 0, 

pour le stade le moins avancé (localisé), à IV pour le plus avancé (métastasique). 

·! Le stade 0 désigne les mélanomes ou les cellules cancéreuses qui ne sont 

retrouvées que dans la partie superficielle de la peau (l'épiderme) et n'ont 

pas envahi les autres couches. Les ganglions lymphatiques ne sont pas 

atteints. Il n’y a ni métastase en transit, ni métastase à distance. 

·! Le stade I désigne les mélanomes localisés de faible épaisseur ou non ulcérés. 

Les ganglions lymphatiques ne sont pas atteints. Il n’y a ni métastase (en 

transit), ni métastase à distance.  

·! Le stade II désigne les mélanomes localisés de plus grande épaisseur ou avec 

ulcération. Les ganglions lymphatiques ne sont pas atteints. Il n’y a ni 

métastase en transit, ni métastase à distance. 

·! Le stade III désigne les mélanomes qui, quelle que soit leur épaisseur, 

présentent un envahissement locorégional : atteinte des ganglions 

lymphatiques ou présence de métastases en transit.  
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·! Le stade IV désigne les mélanomes, qui quelle que soit leur épaisseur et 

l’atteinte ganglionnaire, présente des métastases à distance. On parle aussi 

de mélanome métastatique. 

Stade I Mélanome localisé (N0, M0) à faible risque évolutif 

  

I A T1a 

I B T1b ou T2a 

Stade II Mélanome localisé (N0, M0) avec risque de rechute 

  

II A T2b ou T3a 

II B T3b ou T4a 

II C T4b 

Stade III Mélanome avec atteinte ganglionnaire régionale (N, M0) 

  

III A N1a ou N2a           (mélanome non ulcéré T1 – T4a) 

III B N1a ou N2a           (mélanome ulcéré T1 – T4b) 

N1b ou N2b           (mélanome non ulcéré T1 – T4a) 

N2c                         (mélanome ulcéré ou non T1 – T4a / b) 

III C N1b ou N2b           (mélanome ulcéré T1 – T4b) 

N3                           (mélanome ulcéré ou non) 

Stade IV Mélanome avec métastase au-delà du premier relai ganglionnaire régional (M+) 

C9D8+9)%#-%I490'1'F94'63%0)%5289365+]%M^VV]%<+*/'63%9F4)98'/2+%+3%;AAB%(43)%
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Mélanome cutané 
non liés à 

l’exposition 
chronique au soleil 

Mélanome cutané 
liés à l’exposition 

chronique au soleil 

Mélanome des 
muqueuses 

Mélanome acral 

59% 

11% 11% 
23% 

22% 

15% 
5% 

10% 

0% 

2% 20% 

15% 

Mutation BRAF Mutation NRAS  Mutation c-KIT 

I.1.3.3! Diagnostic et classification moléculaires 

I.1.3.3.1! Diagnostic moléculaire 

Dans une perspective de médecine personnaliséeZJf[, la recherche de biomarqueurs 

diagnostiques, pronostiques, et prédictifs de réponse aux traitements, ainsi que 

l'identification de cibles moléculaires est devenue une priorité.  

L’analyse moléculaire des mélanomes (tumeur primaire et/ou métastases) est 

aujourd’hui systématique et permet l’orientation de la prise en charge des patients 

relevant d’une thérapeutique systémique ZJdgJj[. Les tests utilisés en routine visent 

principalement à identifier la présence d’altérations activatrices de la voie 

RAS/RAF/MEK/ERK afin de proposer aux patients, le cas échéant, des thérapies 

ciblées. 

I.1.3.3.2! Classification moléculaire 

I.1.3.3.2.1! Fréquence des mutations en fonction du type du mélanome 

Suivant l’origine du développement du mélanome, les types de mutations varient 

considérablement. Les mélanomes cutanés avec exposition intermittente au soleil 

sont associés à des mutations activatrices de BRAF et une augmentation relative des 

mutations de NRAS. Ces mutations sont mutuellement exclusives. A l’inverse les 

mélanomes des muqueuses, les mélanomes acro-lentigineux et les mélanomes 

cutanés avec exposition chronique au soleil ne présentent habituellement pas de 

mutations de BRAF et de NRAS mais peuvent présenter des mutations de c-KIT(15). 

Ainsi des mutations et/ou une augmentation du nombre de copies du récepteur 

tyrosine kinase c-KIT sont détectées dans environ 40% des mélanomes 

muqueux(49,50). Les mutations somatiques de NRAS et BRAF y sont beaucoup plus 

rares. Concernant les mutations somatiques du mélanome de l’œil, celles de BRAF 

sont rares (51–53)(Figure 8). 
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Plusieurs classifications moléculaires du MM ont été proposées (Tableau 4). Celle de 

Vidwans SJ et.al. publiée en 2011 est l’une des plus complète Z]J[. Elle classe les 

mélanomes en 8 types selon leur(s) altération(s) moléculaire(s), et décrit les 

méthodes de diagnostic et les thérapies ciblées possibles pour chaque type. 
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I.1.3.3.2.2! Implication des altérations moléculaires du mélanome 

Cette classification moléculaire montre l’hétérogénéité génétique du mélanome. Elle 

a conduit à de nouvelles approches thérapeutiques dites « ciblées ». Ces approches 

ont montré efficacité clinique lors des essais cliniques et sont aujourd’hui utilisées en 

première intention lors de traitement de mélanomes présentant des mutations 

contre les quelles de telles thérapies sont disponibles. A titre d’exemple, le chef de 

fil, le vemurafenib, a été développé pour inhiber BRAF présentant la mutation 

activatrice V600E (55).  

 

I.1.4! Traitements du mélanome 

90% des mélanomes diagnostiqués sont des tumeurs primaires sans signe évident de 

présence de métastases (stade I) ; ils sont systématiquement traités par exérèse 

chirurgicale. La survie des patients atteints de ce type de tumeur est de 75 à 

85%(48). 

Le problème du traitement se pose lorsque les patients présentent des signes de 

dissémination métastatique, dans ce cas la survie n'excède pas les 10%. Le 

traitement de MM a été révolutionné ces dernières années par le développement 

d’immunothérapies qui ont montré un bénéfice significatif sur la survie globale, ainsi 

que par des thérapies ciblées extrêmement efficaces, qui ont également fait la 

preuve d’un bénéfice en survie.  
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Les traitements proposés pour les stades III non résécables et stades IV sont donc 

des thérapies systémiques : des immunothérapies, des thérapies ciblées et des 

chimiothérapies. Les thérapies ciblées sont utilisées en première ligne dans les 

mélanomes porteurs d’une altération de la voie des MAPK (BRAF V600E 

notamment). Les chimiothérapies classiques ne permettent pas d'améliorer la survie 

des patients de façon satisfaisante avec moins de 20% de réponses objectives pour 

l'ensemble des traitements disponibles(56). Elles ne sont utilisées, en association, 

que dans les mélanomes pour lesquels aucune thérapie ciblée n’est disponible ou en 

cas de rechute après traitement par ces thérapies.  

 

I.1.4.1! La chirurgie 

La chirurgie est le traitement principal du mélanome localisé et permet 

habituellement de guérir le mélanome de stade précoce (0, I, II, et III résécable). La 

première exérèse sert à confirmer le diagnostic et préciser l’épaisseur du mélanome. 

Dans la majorité des cas, une reprise chirurgicale préventive est nécessaire. Le 

dermatologue ou le chirurgien complète la première intervention chirurgicale 

(exérèse diagnostique) en enlevant une bande plus ou moins large de tissu sain 

autour de la cicatrice de la première exérèse. On appelle aussi cette zone, marge de 

peau saine ou marge de sécurité. Les marges de la reprise d’exérèse seront adaptées 

à l’épaisseur du mélanome (mesurée au microscope lors de l’examen 

anatomopathologique).  

Les marges d’exérèse recommandées sont les suivantes : 

·! mélanome in situ : 0,5 centimètre ; 

·! mélanome de 1 millimètre ou moins : 1 centimètre ; 

·! mélanome de 1 à 2 millimètres : 1 à 2 centimètres ; 

·! mélanome de 2 à 4 millimètres : 2 centimètres ; 

·! mélanome de plus de 4 millimètres : 2 à 3 centimètres. 

Une marge d’exérèse supérieure à 3 cm n’a pas d’intérêt thérapeutique. Pour les 

mélanomes de Dubreuilh non invasifs, une marge de 1 centimètre est recommandée 

(48,57). 

 

I.1.4.2! La radiothérapie 

La radiothérapie consiste à traiter localement les cancers par des radiations ou 

rayonnements pour détruire les cellules cancéreuses. Ces rayonnements sont 

produits soit par des accélérateurs de particules, soit par des sources radioactives. 

On parle d'irradiation de la tumeur ou de la zone à traiter. 
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De façon générale, la radiothérapie est peu utilisée dans le traitement du mélanome. 

Lorsqu'une métastase osseuse entraîne une douleur ou une compression (par 

exemple compression de la moelle épinière avec un risque de paralysie), la 

radiothérapie permet de soulager les symptômes (radiothérapie palliative). Elle peut 

également être utilisée sur les métastases cérébrales peu nombreuses et de petite 

taille(48,57,58). 

!

I.1.4.3! L’immunothérapie 

L’immunothérapie active et passive sont mises à l’œuvre dans le traitement du 

mélanome métastasé.  

L’immuno-stimulation, en traitement adjuvant (en complément de la chirurgie) pour 

les mélanomes de stade II et III(59), est très controversé. Elle utilise l’IL-2 ou les 

interférons (α, β, γ). L’IL-2 forte dose est approuvée au Etats-Unis mais pas en 

France.  

Par ailleurs, l’immunothérapie passive utilise des anticorps monoclonaux spécifiques 

permettant de restaurer le système immunitaire contre le mélanome. Les 

traitements approuvés par la FDA sont des anticorps anti-CTLA-4 (ipilimumab, 2011), 

et des anticorps anti-PD1 (nivolumab et pembrolizumab, 2014)(60). Le frein à 

l’utilisation de ces traitements est leur cout très important et les effets secondaires 

graves développés (auto-immunité principalement). 

 

I.1.4.3.1.1! L'ipilimumab 

L'ipilimumab a été la première des nouvelles immunothérapies lancées pour le 

mélanome. Elle a démontré, pour la 1ère fois, une amélioration de la survie chez les 

patients atteints de mélanome malin(61). Cependant très peu de patients atteints 

de mélanome métastatique répondent cependant à ce traitement. La priorité est 

aujourd’hui mise sur la recherche de marqueurs prédictifs de réponse. De plus, les 

effets indésirables sont lourds. L’ipilimumab peut causer des effets indésirables 

graves en lien avec une activation du système immunitaire, telles qu’une hépatite ou 

une atteinte de l’hypophyse.   

 

I.1.4.3.1.2! Le nivolumab et le pembrolizumab 

Le nivolumab et le pembrolizumab bloquent le récepteur PD-1 (programmed death-

1), un récepteur inhibiteur du système immunitaire exprimé par les lymphocytes 

activés. Leur action, à peu près similaire, a démontré chez 30 % en moyenne des 

malades une régression durable des tumeurs et, dans certains cas, une stabilisation 
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de la maladie (62,63). Ces deux molécules ont bénéficié d’une procédure accélérée 

pour l’obtention d’une approbation par la FDA en 2014. Le pembrolizumab a été 

abandonné en raison d’une trop fréquente induction d’effets secondaires graves. 

 

I.1.4.4! Les thérapies ciblées 

Les études effectuées sur les altérations des voies responsables de la transduction 

du signal intracellulaire dans le mélanome malin a permis d'introduire de nouveaux 

agents médicamenteux ciblant spécifiquement les cascades mutées. Cette stratégie 

de thérapeutique « ciblée » est de plus en plus explorée dans de nombreux cancers. 

Il s'agit de cibler spécifiquement des protéines ou des voies de signalisation connues 

pour être mutées et/ou dérégulées dans un cancer donne et ainsi épargner les 

cellules saines de l'organisme. Dans le cas du mélanome, les voies des MAPK et 

PI3K/AKT sont particulièrement dérégulées (80 % des cas) (figure 9)(64–66). 

Plusieurs études cliniques ont ainsi abouti à l’approbation par la FDA de quatre 

nouveaux agents depuis 2011 (60): 

1.! les inhibiteurs de BRAF muté (vemurafenib 2011, dabrafenib 2013),  

2.! les inhibiteurs de MEK (trametinib 2013, cobimetinib 2015) 

Ces thérapies dites ciblées sont actuellement utilisées en première intention dans les 

mélanomes porteurs de la mutation BRAF V600E (70% des mélanomes) (60,67). 

Cette mutation, activant de façon constitutive la cascade des MAPK, est responsable 

de l’agressivité de ces mélanomes. 

Néanmoins, de nouvelles difficultés surgissent comme le phénomène de résistance 

acquise (rechutes dans une médiane de 5-7 mois) ou les effets indésirables graves de 

ces nouveaux médicaments.   
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I.1.4.4.1! Les anti-BRAF 

I.1.4.4.1.1! Le vemurafenib 

Le vemurafenib est la première molécule de thérapie ciblée à avoir été autorisée en 

France pour le traitement des mélanomes métastatiques et non opérables. 

Disponible depuis février 2012, elle est prescrite aux seuls patients présentant une 

mutation de l'oncogène BRAF (68). Cette mutation, présente chez environ 50 % des 

patients développant des métastases, entraîne une modification délétère de 

l'activité de la protéine BRAF qui favorise la prolifération anormale des cellules 
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cancéreuses. Son action peut être bloquée indirectement par le vémurafenib. Ce 

traitement oral a permis d'augmenter la survie sans progression par rapport au 

traitement standard, d'après l'étude de l'Agence nationale de sécurité du 

médicament et des produits de santé (ANSM) ayant autorisé la thérapie ciblée en 

France. Toutefois, des résistances paraissent se mettre en place après quelques mois 

de traitement, limitant son efficacité à plus long terme. 

Au niveau cellulaire, le vemurafenib entraine une inhibition de croissance, l’arrêt du 

cycle cellulaire et le déclenchement de l’apoptose dans les lignées sensibles, mutées 

pour BRAF. A l’inverse une lignée cellulaire « wild-type » pour BRAF ou mutée pour 

NRAS reste résistante à l’inhibiteur sélectif(69). En effet, alors que le vemurafenib 

inhibe BRAF dans les cellules portant la mutation V600E, on observe au contraire une 

activation de cette cascade de signalisation dans les lignées sauvages pour BRAF via 

l’activation de CRAF (70). Ces études suggèrent la nécessité de connaître le statut 

mutationnel de BRAF avant toute instauration de traitement par vemurafenib. 

 

I.1.4.4.1.2! Le dabrafenib  

Pour tenter d'améliorer les résultats obtenus avec le vemurafenib, des chercheurs 

ont développé un autre inhibiteur de la protéine BRAF, le dabrafenib. Cette nouvelle 

thérapie ciblée, destinée au même groupe de patients présentant une mutation du 

gène BRAF (71). Le dabrafenib a reçu l’AMM européenne en 2013(72). 

 

I.1.4.4.2!  Les anti-MEK 

I.1.4.4.2.1! Le trametinib 

Le trametinib est l’une de thérapie ciblée qui bloque spécifiquement la protéine 

MEK, kinase se situant juste après BRAF dans la cascade des MAPK. Le trametinib a 

reçu l’AMM dans le traitement des patients adultes atteints d’un mélanome non 

résécable ou métastatique porteur d’une mutation BRAF V600 en association au 

dabrafenib, en 2015(73). 

 

I.1.4.4.2.2! Le cobimetinib 

Le Cobimetinib est un nouvel anti-MEK approuvé en 2015 par la FDA pour une 

utilisation en association avec le vemurafenib (60). 
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I.1.4.5! La chimiothérapie classique 

La chimiothérapie cytotoxique est réservée aux mélanomes métastatiques non 

porteurs d’altération sur la voie BRAF/MEK, ou en rechute après traitement par 

thérapie ciblée. Les agents alkylants tels que la dacarbazine (molécule de référence) 

ou le temozolomide ont montré un bénéfice très limité (56,74). D’autres agents 

peuvent être utilisé en association tel que les anti-microtubules (taxanes et vinca-

alcaloïdes (67). La toxicité de l’ensemble de ces agents est par ailleurs très 

importante.  

 

I.1.4.5.1! Dacarbazine  

La dacarbazine (ou DTIC pour dimethyl-triazeno-imidazole-carboxamide) (Figuer 10) 

est un agent alkylant. La dacarbazine est le seul agent cytotoxique approuvé par la 

FDA pour les mélanomes de stades IV. Elle a constitué, pendant plus de trois 

décennies après son AMM aux USA en 1975, le traitement standard pour le 

mélanome métastatique(75). L’effet alkylant de la dacarbazine est observé après 

activation métabolique au niveau des microsomes hépatiques. La dacarbazine est 

administrée par voie parentérale, son effet n’est pas temps-dépendant.  
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I.1.4.5.2! Témozolomide 

Le témozolomide ou le 3-méthyl-4-oxoimidazo[5,1-d][1,2,3,5]tétrazine-8-

carboxamide est un composé monovalent (figure 11). C’est une pro-drogue activée 

après hydrolyse suivie d’une décarboxylation. Elle agit selon le même mode d'action 

que la dacarbazine mais présente l’avantage d’être administrée par voie orale (76). 

Des essais cliniques ont montré que le témozolomide présente une activité 

équivalente à celle de la dacarbazine(77,78). 
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I.1.4.5.3! Les dérivés nitroso-urées 

Ces nitroso-urées sont indiqués aussi dans le traitement du mélanome métastatique: 

la fotemustine (Muphoran®), la carmustine (BCNU, BICNU®), la lomustine (CCNU, 

Bélustine®) ou encore la semustine (methyl-CCNU). Les nitrosourées sont très 

liposolubles et sont capables de traverser la barrière hémato-encéphalique, ce qui 

les rend utiles dans le traitement des métastases cérébrales. 

La fotemustine (Figure 12) est le seul composé de cette famille utilisé en clinique 

dans le cas de métastases cérébrales. Une étude a montré une réponse objective de 

15,2% contre 6,8% pour la dacarbazine mais pas d'allongement de la survie 

globale(79). Les associations entre fotemustine et dacarbazine ont montré des taux 

de réponses plus importants (entre 11,7 et 33%) mais sans amélioration de la durée 

de survie et accompagné de toxicités très variables(75). 

 

&'()*+%,;%-%/4*)F4)*+%FJ'5'=)+%0+%89%164+5)/4'3+%

 

I.1.4.5.4! Les Poly - Chimiothérapie 

Plusieurs types d'association entre agents cytotoxiques ont été essayés. Les 

premières testées furent les BOLD (bléomycine/vincristine/lomustine/dacarbazine) 

et les BELD (bléomycine/vindésine/lomustine/dacarbazine). Les taux de réponses 

objectives varient entre 2 et 45% suivant les études. L'association CVD 

(cisplatine/vinblastine/ dacarbazine) fut ensuite extensivement étudiée et le taux de 

réponses objectives observées varie entre 25 et 45% suivant les études. Enfin, 

l'association CBDT (dacarbazine/carmustine/cisplatin/tamoxifène), aussi appelée 

"Dartmouth regimen" fut plus récemment étudiée et montre des taux de réponses 

objectives entre 10 à 30% suivant les études(75). Globalement les poly-

chimiothérapies n'ont pas réussi à apporter la preuve d'une différence significative 

de leur action par rapport à une mono-chimiothérapie(48).  

De plus, la toxicité est nettement plus élevée avec ce type de stratégie 

thérapeutique. A ce jour, les poly-chimiothérapies ne sont donc utilisées qu’en 

dernier recours pour le traitement du mélanome métastatique.  
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I.1.4.6! Conclusion et perspectives thérapeutiques 

Au-delà de ces lignes thérapeutiques, il n’y a pas d’attitude standard. Les 

médicaments employés, les doses administrées, ainsi que le rythme des traitements 

varient d’une personne à l’autre, en fonction des caractéristiques du mélanome et 

de la tolérance au traitement. C’est pourquoi le plan de traitement est déterminé au 

cas par cas. 

Avant l'apparition des thérapies ciblées, le traitement du mélanome n'avait pas 

progressé depuis plusieurs dizaines d'années et aucune chimiothérapie n'avait 

permis d'améliorer la survie globale des patients une fois le stade métastatique 

atteint. Les solutions thérapeutiques commencent donc à voir le jour souffrant 

pourtant toujours du caractère très chimiorésistant du mélanome. L’amélioration 

des traitements par les thérapies ciblées et le développement de cibles 

pharmacologiques innovantes sont donc dépendants de la compréhension de l'échec 

thérapeutique et des mécanismes de la chimiorésistance de ce cancer. 
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I.2! Chapitre 2 : lymphome T de l'adulte 

I.2.1! Généralités 

Maladies du système lymphatique, les lymphomes se caractérisent par la 

prolifération anormale des lymphocytes et leur accumulation dans les ganglions 

lymphatiques (souvent le cou, les aisselles, l’aine), et/ou dans d’autres organes (tube 

digestif, moelle osseuse, poumon, peau), finissant par former une tumeur, qui 

empêche le système immunitaire de fonctionner normalement.  

La maladie apparaît initialement en un endroit déterminé, habituellement un 

ganglion lymphatique. Dans de rares cas, elle peut débuter dans des organes 

lymphoïdes comme la rate, le foie ou la moelle osseuse. 

Selon leur profil histologique et épidémiologique, on distingue deux types de 

lymphomes : 

·! Le lymphome hodgkinien qui touche en particulier les jeunes adultes et se 

caractérisent par la présence de cellules de Reed Sternberg, dérivant de 

lymphocytes B  

·! le lymphome non hodgkinien (LNH), qui regroupe une trentaine de sous-

types. Ils touchent en particulier les personnes plus âgées (après 60 ans). Ils 

désignent les proliférations malignes du tissu lymphoïde impliquant, selon les 

cas, la transformation de cellules lymphoïdes B, T, NK ou dendritiques. 

Le lymphome non hodgkinien représente 85 % des lymphomes ; le lymphome 

hodgkinien 15 %. Environ 85 % des cas de LNH sont des lymphomes B. Les autres, 

soit 15 %, sont des lymphomes T et des lymphomes NK (HAS 2012). 

À l'heure actuelle plus de 30 sortes de lymphomes non Hodgkiniens sont connues. 

Ces transformations malignes sont toutes différentes et nécessitent chacune un 

traitement adapté.  

Dans cette thèse, nous nous intéresserons au lymphome non hodgkinien de type 

lymphome T de l'adulte (ATL). 

 

I.2.1.1! La leucémie/ lymphome T de l'adulte (ATL). 

La leucémie/lymphome T de l'adulte (ATL) est une prolifération lymphoïde maligne, 

portant sur les lymphocytes CD4+ activés, il est découvert en 1980, et presque 

exclusivement retrouvée chez les patients originaires de zones d'endémie pour le 

rétrovirus HTLV-1 (Human T Lymphocyte Virus type 1). Le provirus HTLV-1 est intégré 

de façon clonale dans les lymphocytes atypiques caractéristiques de l'ATL(80). Il 

diffère de la maladie de Hodgkin ou lymphome hodgkinien par l’absence de cellules 
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de Sternberg. Parmi les sujets infectés, 2 à 3% développent une ATLL, 20 à 40 ans 

après la contamination verticale (allaitement maternel dans plus de 95% des cas). 

La variabilité des formes cliniques a conduit à une classification en quatre sous-types 

qui peuvent se succéder l'un à l'autre (81) :  

1. La forme aigue : elle survient dans 55% à 75% des cas des ATLL. L’ATLL aiguë 

associe une hyperlymphocytose et un syndrome tumoral. Ces formes sont souvent 

graves d’emblée, avec 

o  des lésions de la peau,  

o L’apparition de nombreux ganglions lymphatiques enflés (adénopathie 

généralisée),  

o une hépatosplénomégalie 

o une hausse du nombre de globules blancs et 

o apparition d’infections opportunistes. 

2. La forme lymphomateuse de l’ATL: elle est rare et se comporte 

agressivement elle aussi. Elle est caractérisée par des ganglions lymphatiques enflés 

(adénopathie), mais on n'observe habituellement pas de cellules leucémiques dans 

le sang. Une hausse du taux de calcium est moins probable dans le cas de la forme 

lymphomateuse de l'ATL/L que de la forme aiguë. 

3. La forme chronique : souvent caractérisée par des lésions de la peau et un 

nombre élevé de globules blancs. Cependant, contrairement à la forme aiguë, il n'y a 

pas d'hypercalcémie et pas de cellules leucémiques dans le sang. 

4. l’ATL indolent, quatrième sous-type, il est rare. Il est caractérisé par un 

passage de cellules atypiques circulantes sans hyperlymphocytose. Il n’y a pas 

d’atteinte viscérale autre que cutanée et pulmonaire. 

 

I.2.1.2! Epidémiologie du lymphome T de l’adulte 

Même s’il est difficile de connaître avec précision le nombre de personnes infectées 

par HTLV-1 dans le monde, on estime actuellement ce chifre environ 5 % des 10 à 20 

millions de personnes infectées, après une longue période de latence(82). Il existe 

des zones de forte endémie, avec plus de 2 % de séroprévalence dans la population 

adulte, tels le sud du Japon, l’Afrique intertropicale, la région Caraïbe et ses 

alentours, l’Amérique centrale et du Sud, certaines régions de Mélanésie et du 

Moyen-Orient (Nord-Est de l’Iran)(83). Au Japon, on considère qu’il existe environ un 

million de porteurs asymptomatiques(84). L’Afrique apparaît comme la plus grande 

zone d’endémie avec quelques millions de personnes infectées. En France 



41 
 

métropolitaine, les cas d'ATL ou de TSP/HAM sont surtout retrouvés chez les 

patients originaires de zones d'endémie (Antillais ou Africains).  

 

I.2.2! Mécanismes physiopathologiques impliqués dans de lymphome T de 

l’adulte 

HTLV-1 est le seul rétrovirus humain connu en tant qu’agent étiologique direct d’une 

affection maligne : la leucémie/lymphome T de l’adulte (ATLL). Le HTLV-1 est un 

provirus intracellulaires qui infecte les lymphocytes en formant une "synapse 

virologique" qui permet au génome viral de passer d'une cellule à une autre. 

L'infection affecte l'expression génique des lymphocytes T, conduisant à une 

augmentation de la prolifération des lymphocytes T affectées. Le HTLV affecte 

principalement les lymphocytes T et spécifiquement les lymphocytes CD4, tandis que 

le HTLV-2 touche principalement les lymphocytes CD8. In vitro, le HTLV-1 est capable 

d'infecter d'autres types cellulaires, ce qui représente la pathogenèse de divers 

HTLV-1 (85). Morphologiquement, ces cellules leucémiques caractéristiques de l'ATL 

ont un noyau hyperconvoluté dit en trèfle, et un cytoplasme hyperbasophile et sont 

appelées « flower cells » par les auteurs anglosaxons. Elles expriment les marqueurs 

lymphocytaires T CD2, CD3, CD4, CD5, avec une négativité fréquente des marqueurs 

CD7 et CD8. Le plus souvent, on retrouve à leur surface les marqueurs d'activation 

HLA-DP, DQ, DR et surtout la chaîne alpha du récepteur de l'interleukine 2 

(CD25)(86). Le risque de survenue d’une ATL chez un sujet infecté par HTLV-1 est de 

1 à 5 %. L’ATL apparaît après une latence clinique de 20 à 60 ans, chez un sujet le 

plus souvent infecté par l’allaitement(87–89). 

 

I.2.2.1! Le virus HTLV-1 

Le virus HTLV-1 a été découvert en 1980 par Gallo et al, à partir d’une lignée issue 

d’une culture à long terme de lymphocytes du sang périphérique d’un patient atteint 

d’un lymphome T cutané(80). En 1982, kalyanaraman et al, la même équipe isola le 

HTLV-2 d’une lignée dérivée du tissu splénique d’un patient ayant une forme 

particulière, à cellules T, de leucémie à tricholeucocytes(90). HTLV-1 et HTLV-2 ont 

une homologie de séquence nucléotidique de 65-70 %.  

HTLV-1 est le seul rétrovirus humain connu en tant qu’agent étiologique direct d’une 

affection maligne : la leucémie/lymphome T de l’adulte (ATL)(91). En 1985, 

l’infection par ce virus fut associée en Martinique à une neuromyélopathie 

chronique, dénommée paraparésie spastique tropicale (TSP). En 1986, une équipe 

japonaise rapporta l’existence d’une maladie similaire associée également à ce 

rétrovirus qui fut appelée HTLV-1 associated myelopathy (HAM). Cette mélopathie 

chronique est actuellement nommée TSP/HAM(92). 
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Le virus HTLV2, isolé en 1982, possède une séquence proche d’HTLV1, mais en 

diffère par certains aspects épidémiologiques et pathogéniques. Il ne semble être 

associé qu’à de rares cas de neuromyélopathie primitive proche des TSP/HAM. 

HTLV2 est endémique dans des populations d’Amérindiens et de Pygmées, mais 

aussi chez des toxicomanes aux drogues IV de nombreuses régions (Amérique, 

Europe, Asie). Sa prévalence est très variable. 

Le virus HTLV-1 est un onco-rétrovirus(93) exogène qui se transmet horizontalement 

de cellule à cellule. Il est actuellement taxonomiquement groupé avec les virus HTLV-

II, le BLV (Bovine leukemia virus) et le virus STLV (Simian T-cell leukemia virus), du 

fait des similitudes de la structure et de l'organisation moléculaire. L'observation en 

microscopie électronique montre un aspect de rétrovirus de type C avec un diamètre 

de 110 à 140nm. L'infection par HTLV-1 ne produit pas d'effet cytopathogène 

caractéristique, et le virus n'est pas lytique mais transformant. Le provirus HTLV-I est 

intégré de façon clonale dans l'ADN de ces cellules leucémiques. La transformation 

et l’expansion clonale des lymphocytes T sont liées à l’oncoprotéine virale Tax qui 

induit l’expression constitutive du récepteur à l’interleukine 2 à la surface des 

cellules T et favorise leur instabilité génétique. 

Au niveau moléculaire, comme pour tous les rétrovirus, HTLV-Ia un motif HTLV gag-

pol-env flanquant avec de longues séquences terminales répétées (figure 13). Dans 

l’ATL, la protéine pathogène principale Tax, conduit à une leukogénèse en 

immortalisation des lymphocytes T in vitro(94). 

 

&'()*+%,#-%L2()894'63%0)%FEF8+%<'*98%+4%0+%8?+c!*+//'63%0+%(73+/%F+88)89'*+/%!9*%C9c:%

V+44+%1'()*+%9%!6)*%6*'('3+YB"$:%

%

Ce résultat est obtenu par la stimulation de l'interleukine-15 (IL-15) et l'interleukine-

2 (IL-2), à son tour, conduisant à la croissance des cellules T et à leur transformation. 



43 
 

L’expression du gène Tax est inhérente à l’HTLV-1 et HTLV-2, bien que HTLV-1 est 

plus pathogène (96,97). 

La protéine Tax codée par la région pX du génome de HTLV-1 module la synthèse ou 

la fonction de protéines régulatrices de la prolifération et de la survie cellulaire. La 

division mitotique de la cellule hôte stimulée par Tax constitue le mode de 

réplication prédominant de HTLV-1, expliquant la grande stabilité génétique de ce 

rétrovirus et l’expansion polyclonale des lymphocytes infectés. Dans l’ATL, une 

altération de l’intégrité génétique de la cellule, induite par Tax, participerait à 

l’émergence du clone leucémique. Dans la TSP/HAM, la réponse immune cellulaire, 

principalement dirigée contre les lymphocytes infectés exprimant Tax, pourrait jouer 

un rôle délétère par libération dans le système nerveux central de cytokines pro-

inflammatoires. 

L’échappement à la réponse immune des cellules d’ATLL semble corrélé à la protéine 

HBZ (HTLV-1 Bzip factor (basic leucine zipper factor)), surtout dans les phases 

tardives de la maladie. On a constaté récemment que le gène HBZ est constamment 

exprimé dans les cellules d'ATL, suggérant un rôle dans la transformation cellulaire et 

la leucémogenèse et l'augmentation de la pathogenèse de HTLV-1 ainsi que 

l’augmentation de la charge du provirus HTLV-1(98). 

 

I.2.2.1.1! Rôle du virus HTLV-1 dans l’ATL 

Contrairement à d'autres modèles rétroviraux animaux, le virus HTLV-I ne possède 

pas un oncogène viral analogue à un proto-oncogène cellulaire. Les particules virales 

d'HTLV-1, mêmes inactivées par les rayons UV sont capables de stimuler in vitro les 

lymphocytes T normaux au repos. L'expression de plusieurs gènes de facteurs de 

croissance ou de transcription cellulaires peut être induite sous l'effet 

transactivateur de la protéine Tax (Figure 14). Ce phénomène qui passe par 

l'interaction de Tax avec un facteur de transcription ubiquitaire, a été décrit pour les 

gènes de l'interleukine 2 (IL2), la chaîne alpha du récepteur à l'IL2, le GM-CSF, les 

proto-oncogènes c-sis, c-fos, fra-1, egr-1, egr-2 et c-jun, la vimentine, l'interleukine 6 

(IL6), le TNF-bêta, le TGF-bêta, la globine et la parathyroid hormone related protein 

ou PTHrP (99). À l'inverse, Tax exerce un rôle répresseur sur le gène de la 

bêtapolymérase impliquée dans la réparation de l'ADN. L'effet transactivateur de Tax 

va favoriser une prolifération cellulaire autocrine facilitant le développement 

d'événements secondaires. Le virus HTLV-1 agit donc précocement dans la 

transformation mais d'autres événements sont nécessaires à l'apparition d'un clone 

malin chez l'individu infecté. En effet, une population T prémaligne, oligoclonale ou 

monoclonale, représentant jusqu'à 10% des leucocytes, est parfois retrouvée chez 

des sujets séropositifs parfaitement asymptomatiques, dont très peu progresseront 

vers une forme agressive d'ATL. Parmi ces événements secondaires, on ne connaît 
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pas d'anomalie cytogénétique caractéristique de l'ATL, mais plusieurs anomalies 

chromosomiques non spécifiques et souvent multiples sont fréquemment 

observées: trisomie 3 ou 7, anomalies des chromosomes 6 et 14 (100). La survenue 

de ces anomalies cytogénétiques pourrait être favorisée par le rôle inhibiteur de la 

protéine Tax sur le promoteur de la ß-polymérase cellulaire qui joue un rôle 

important dans la réparation de l'ADN. 
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I.2.2.2! Modes de transmission du virus HTLV-I 

Trois principales voies de transmission pour HTLV-1 ont été rapportées, il s'agit 

de(82) : 

·! L'allaitement maternel 

Plusieurs travaux, surtout japonais, ont montré que l'allaitement maternel est la voie 

principale de transmission d'HTLV-1(101). Quelques enfants peuvent également 

avoir été infectés en période pré- ou périnatale. 

·! La transmission sexuelle  

Le virus est sexuellement transmissible principalement dans le sens homme-femme. 

·! La transfusion de cellules sanguines. 
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Environ 50% des sujets séronégatifs qui reçoivent du sang HTLV-1 positif deviennent 

positifs, mais contrairement à ce qui a été observé dans le cas des produits sanguins 

contaminés par le virus HIV, les produits sanguins acellulaires contaminés par HTLV-1 

sont non infectieux. La transmission d'HTLV-1 nécessite donc la présence de cellules 

infectées(102,103). 

Les facteurs de risque de développement d’un ATLL, chez un sujet infecté, ainsi que 

les déterminants de la progression de la maladie restent très mal connus. Il pourrait 

s’agir de facteurs viraux, de l’hôte et/ou environnementaux(104). 

 

I.2.3! Diagnostic clinique et stadification 

 

I.2.3.1! Diagnostic clinique 

D’un point de vue clinique, Le diagnostic repose sur l’association d’une sérologie 

HTLV-1 positive en western-blot avec une prolifération lymphoïde T CD4 + activée 

ayant un aspect cytologique parfois typique de « cellules en trèfle ». Le diagnostic 

doit, surtout dans les formes atypiques, être complété par la recherche de 

l’intégration monoclonale du provirus par Southern Blot. Il n’y a pas un dépistage 

défini pour cette maladie qui survient en général après une longue période de 

latence a peut près de 20 à 40 ans(92). Cependant, l’hybridation in situ permet de 

détecter l’expression virale, du fait du faible niveau d’expression in vivo cette 

technique longue, chère et difficile à mettre en œuvre, nécessite un laboratoire 

spécialisé. 

Le diagnostic d’une infection à HTLV repose donc, en routine, sur le dépistage des 

anticorps par Elisa suivi d’une confirmation par Western blot. Dans le cas où le 

Western blot donne un résultat indéterminé, ou si l’on n’est pas parvenu à typer le 

virus, on a recours à la PCR. L’amplification génique ou PCR est la technique la plus 

utilisée. Elle peut être réalisée à partir d’ADN extrait de lymphocytes ou de 

concentré leucocytaire du sang périphérique ou de biopsie ganglionnaire ou 

cutanée. Pour le diagnostic, les séquences à amplifier doivent se situer dans des 

zones conservées du génome (exemple : Tax)(105,106). 

 

I.2.3.2! Stadification du lymphome non Hodgkinien 

Sur la base des résultats des différents examens, les médecins peuvent déterminer le 

stade de la maladie. Traditionnellement, quatre stades sont distingués(107): 

1.! Stade I : la maladie est limitée à un seul territoire ganglionnaire, par 

exemple les ganglions lymphatiques du cou, ou à un seul organe. 
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2.! Stade II : la maladie se limite à plusieurs territoires ganglionnaires 

situés du même côté du diaphragme, ou à un seul organe et à un ou 

plusieurs territoires ganglionnaires situés du même côté du 

diaphragme. 

3.! Stade III : la maladie atteint des territoires ganglionnaires situés de 

part et d’autre du diaphragme, et parfois également la rate et/ou un 

autre organe. 

4.! Stade IV : au départ du tissu lymphatique, la maladie s’est disséminée 

à d’autres organes comme les poumons, le foie, la moelle osseuse ou 

la peau. 

Si le patient ne présente pas de symptômes généraux, la lettre A est ajoutée au 

stade. La lettre B signifie qu’un ou plusieurs symptômes généraux sont présents, à 

savoir :!

ü! alternance de périodes de fièvre et de température normale 

ü! perte de poids et manque d’appétit 

ü! forte fatigue sans raison apparente 

ü! transpiration abondante, surtout la nuit. 

 

I.2.4! Traitements 

Les lymphomes non hodgkiniens (LNH) font partie des maladies que l’on soigne bien 

avec les traitements actuels tels que la chimiothérapie, la radiothérapie, 

l’immunothérapie et la greffe de cellules souches (GSH), utilisés seuls ou en 

association. Une autogreffe ou greffe autologue ou, exceptionnellement, une 

allogreffe ou greffe allogéniquede cellules souches est parfois nécessaire. Sauf cas 

exceptionnel, la chirurgie intervient uniquement au moment du diagnostic du LNH. 

La réponse aux traitements des différents LNH dépend du type et du stade de la 

maladie, ainsi que d’un certain nombre d’autres facteurs tels que l’âge, l’état général 

de santé et des paramètres sanguins.  

À l’heure actuelle, le traitement de référence des lymphomes non hodgkiniens 

repose sur une immunochimiothérapie, c’est-à-dire l’association d’une 

chimiothérapie et d’une immunothérapie par anticorps monoclonaux. 

 

I.2.4.1! Les chimiothérapies conventionnels 

Les médicaments employés, les doses administrées ainsi que les horaires suivis 

varient d’une personne à l’autre. La chimiothérapie est habituellement administrée 

par cycles. Le nombre de cycles et l’intervalle entre chacun dépendent du type de 
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LNH, de son stade et de son grade ainsi que des types d’agents 

chimiothérapeutiques employés(108–111). 

Les agents chimiothérapeutiques qu’on administre dépendent du type de LNH, de 

son stade et de son grade.  

On a habituellement recours à un seul agent chimiothérapeutique pour traiter un 

LNH d’évolution lente (indolent). Les associations d’agents chimiothérapeutiques 

habituellement utilisées pour traiter le LNH sont illustrées dans le tableau 5. 

 

Association 

 

Agents chimiothérapeutiques Classification 

pharmacologique 

CHOP Cyclophosphamide,  
Doxorubicine, Vincristine, 

Prednisone 
 

Agent alkylant, 
Anthracycline, 
Antitubuline, 

Glucocorticoïde  

CVP Cyclophosphamide, Vincristine, 
Prednisone 

 

Agent alkylant, 
Antitubuline, 

Glucocorticoïde 

FND 
 

Fludarabine, Mitoxantrone 
Dexaméthasone 

 

Antimétabolite, 
Anthracycline,  

Glucocorticoïde 

MACOP-B 
 
 

Méthotrexate, Doxorubicine, 
Cyclophosphamide, Vincristine, 

Bléomycine, Prednisone 
 

Antifolate, 
Anthracycline, Agent 

alkylant, Antitubuline, 
Agent scindant, 
Glucocorticoïde 

C9D8+9)% "%-% >'112*+34/% 4E!+/% 0?9//6F'94'63% +3% FJ'5'64J2*9!'+% !6)*% 8+% 4*9'4+5+34% 0)%

8E5!J65+(108–111):%

 

On administre habituellement les protocoles CHOP et CVP pendant 6 à 8 cycles, 

selon le stade du lymphome et sa réponse au traitement. En général, on administre 

un cycle tous les 21 jours. 

I.2.4.2! Thérapie biologique 

La thérapie biologique comporte plusieurs types de traitements dont les anticorps 

monoclonaux(107) : 

a. Le rituximab est un anticorps monoclonal anti-CD20 qui se lie spécifiquement 

par son fragment Fab à l'antigène CD20, phosphoprotéine non glycosylée 

transmembranaire, présent à la surface des lymphocytes B normaux et malins mais 

non sur les précurseurs des lymphocytes B ni sur les cellules présentatrices de 

l'antigène. La fixation du rituximab à l'antigène CD20 provoque des modifications 

intracellulaires, l'activation du complément et la prise de la cellule B comme cible par 

les macrophages et les lymphocytes T tueurs (phénomène ADCC : antibody 

dependent cell-mediated cytotoxicity). De plus, le rituximab sensibilise les 
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lymphocytes B aux médicaments cytotoxiques. Le rituximab est le médicament 

bilogique le plus utilisé dans le traitement des lymphomes non Hodgkiniens à cellules 

B. Il peut être ajouté à des associations chimiothérapeutiques, comme les protocoles 

CHOP (CHOP-R, ou R-CHOP) et CVP (CVP-R, ou R-CVP), ou à des médicaments 

administrés seuls comme la fludarabine (fludarabine-R). 

b. L’ibritumomab tiuxétan (Zevalin®) est une forme plus récente de médicament 

biologique qu’on pourrait employer pour traiter certains types de LNH à cellules B. Il 

s’agit d’un mélange d’anticorps monoclonal dirigé contre l'antigène CD20 des 

lymphocytes B, l'ibritumomab, et d’un chélateur tiuxétan lié par une liaison 

covalente à l’ibritumomab. Le tiuxétan peut fixer un atome d'yttrium ou d'indium, 

stable ou radioactif. Dans le Zevalin® l'atome chélaté par le tiuxétan est l'yttrium 

radioactif Y-90, émetteur de rayonnements bêta dont la demi-vie est de 64 heures. 

Le trajet du rayonnement bêta responsable de l'activité et de la toxicité est de 

l'ordre de 5 mm. Le rôle de l'anticorps est de concentrer l'yttrium radioactif autour 

des lymphocytes B empêchant ainsi sa diffusion dans l'ensemble des tissus de 

l'organisme. L'ibritumomab tiuxétan, considéré comme une radiothérapie ciblée est 

utilisé dans le traitement des lymphomes non hodgkiniens à cellules B, CD20 

positives. Ses effets indésirables résultent de la présence de l'anticorps et de la 

radioactivité qui peut provoquer des tumeurs malignes secondaires. Il est administré 

après une cure préalable par le rituximab. 
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I.3! Chapitre 3: la problématique de résistance du mélanome et du 

lymphome ATL aux chimiothérapies classiques 

 

I.3.1! Généralités sur les mécanismes de résistance 

La résistance des cellules tumorales aux chimiothérapies est considérée comme le 

principale cause de l’échec du traitement dans la plupart des cancers. Deux types de 

résistance à la chimiothérapie sont décrits : 

·! La résistance intrinsèque (ou innée) survient d’emblée lors de 

l’administration des premières séances de chimiothérapie, sans phase de 

sensibilité initiale. De nombreuses tumeurs sont ainsi d’emblée résistantes. 

Le mélanome est l’une des tumeurs les plus résistantes. La résistance 

primaire du mélanome est principalement due à une faible sensibilité à 

l’apoptose(112). 

·! La chimiorésistance acquise survient après une phase initiale de chimio-

sensibilité. Elle est responsable d’une progression de la maladie. C’est le cas 

de nombreuses tumeurs solides comme les cancers du sein et de l’ovaire, et 

avant tout du mélanome. La résistance acquise du mélanome peut être reliée 

à sa grande plasticité (113), et à l’hétérogénéité tumorale(114). 

Les processus biologiques provoquant ces résistances sont très variés. Le premier 

grand mécanisme intervient au niveau du transport du produit jusqu'aux cellules 

cancéreuses. Parmi ces mécanismes, on retrouve l'influence du micro 

environnement avec notamment la vascularisation, la diffusion et l'hypoxie. On 

retrouve également la pharmacocinétique avec la métabolisation et l'élimination des 

substances ainsi que la faible activation métabolique dans le cas de pro-drogues. 

Enfin, le profilage génétique des cancers, de plus en plus systématique lors du 

diagnostic ou lors d’essais cliniques, a permis de mieux cerner les mécanismes à 

l’origine des résistances aux agents anticancéreux (115–117). 

 

I.3.2! Chimiorésistances du mélanome : Mécanismes moléculaires et 

cellulaires 

 

Les sous parties suivants décrivent les mécanismes cellulaires et moléculaires 

principalement responsables de la résistance (primaire et acquise) du mélanome aux    

chimiothérapies. 
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I.3.2.1! L'altération de la sensibilité à l'apoptose 

La plupart des chimiothérapies ont pour objectif ultime la mort des cellules 

cancéreuses par apoptose. Cependant, le mélanome, qui dérive des mélanocytes, est 

réfractaire à l’apoptose. Cette propriété vient de la biologie des mélanocytes. Les 

mélanocytes sont naturellement plus résistants à l'apoptose et supportent sans 

atteinte majeure les dommages générés par les rayonnements ultraviolets pour 

pouvoir assurer leur rôle protecteur de la peau (synthèse de mélanine). Le 

mélanome possède ainsi des spécificités de résistance propres à la biologie des 

mélanocytes. Ainsi la voie de la mélanogenèse apparait progressivement dans la 

littérature comme un mécanisme possible de résistance à la chimiothérapie 

(118,119). 

Ce manque de sensibilité à l'apoptose semble principalement lié à la surexpression 

des protéines anti-apoptotiques BCL-2, MCL-1 et BCL-XL (120,121) et à la sous-

expression des protéines pro-apoptotiques BAX et BAK(122) (figure 15). 

L'endothelin-1 et les mélanocortines ont également été impliquées comme facteurs 

de survie(123). Cette particularité est retrouvée dans le mélanome et sa résistance à 

l'apoptose est ainsi beaucoup plus importante que dans d'autres types de cancers 

(124).  

De plus de nombreuses voies de signalisations mutées dans le mélanome 

interviennent en faveur d'une diminution de l'apoptose. Ainsi BRAF qui, comme vu 

précédemment est très fréquemment suractivé dans le mélanome, interagit 

directement avec la famille BCL-2 et conduit ainsi à une survie augmentée. De même 

ERK inhibe les protéines pro-apoptotiques BIM et BAD, inhibiteurs de BCL-XL (figure 

15). Le rôle d'AKT est un peu plus controversé car il peut favoriser des réponses pro 

ou anti-apoptotiques suivant les cas (figure 15).  

Enfin, même si les mutations de p53 sont relativement peu fréquentes dans le 

mélanome comparé à d'autres types de cancers, d'autres effecteurs de la voie de 

p53 sont déficients. Notamment Apaf-1 est fréquemment réprimé par méthylation 

dans les mélanomes métastatiques (figure 15)(125,126). 
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I.3.2.2! La surexpression de protéines membranaires 

Les pompes d’efflux comme la P-Gp entraînent un flux du cytotoxique du milieu 

intracellulaire vers le milieu extracellulaire. La concentration intracellulaire du 

médicament est donc diminuée, réduisant ainsi son efficacité. Le gène codant pour 

la P-Gp, est amplifié dans la cellule cancéreuse ayant acquis une résistance, 

aboutissant à la surexpression de cette protéine membranaire. Cette protéine 

permet l’efflux extracellulaire de composés hydrophobes comme la plupart des 

chimiothérapies classiques (vinca-alcaloïdes, inhibiteurs de topoisomérases, 

antimétabolites, etc.), mais aussi des thérapies ciblées (inhibiteurs de tyrosine 

kinases(127). D’autre pompes d’efflux, tels que les MRP, sont classiquement 

responsables de phénomène de « multi-drug resistance ». 
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I.3.2.3! La dérégulation des voies de réparation de l’ADN 

Les phénomènes de réparation de l’ADN peuvent être dérégulés aboutissant ainsi à 

la réduction de la cytotoxicité par réparation accélérée des lésions crées sur l’ADN, 

grâce notamment à l’amplification de gènes codant pour des protéines de réparation 

dont le niveau est nettement amplifié. Les voies de réparation de l'ADN sont donc un 

des mécanismes récurrents dans la résistance des cellules cancéreuses à la 

chimiothérapie, notamment dans le cas du mélanome avec l'usage d'agents alkylants 

tels que la dacarbazine ou le témozolomide(128,129). 

 

I.3.2.3.1! Voie de la réversion directe par la MGMT 

La voie de réparation la plus directe est la réversion des adduits. La MGMT (pour 

O(6)-methylguanine-DNA methyltransférase) est une enzyme capable de réparer 

spécifiquement les adduits O6-méthylguanine provoqués par l'action d'agents 

alkylants comme la dacarbazine ou le temozolomide. In vitro sur des lignées 

résistantes à la fotemustine, une surexpression de la MGMT a été mise en 

évidence(130,131). Une étude a montré une corrélation inverse entre le niveau 

d'expression de la MGMT et le taux de réponse clinique tous traitements 

confondus(132). 

 

I.3.2.3.2! Autres voies de réparation de l’ADN impliquées dans la 

chimiorésistance 

D'autres voies de réparation de l'ADN ont été impliquées dans la résistance de 

nombreux cancers telle que la voie de réparation par excision de nucléotide (NER 

pour Nucleotide Excision Repair) notamment dans le cas du cancer du poumon non à 

petites cellules avec l'implication d’ERCC1 ou encore de la réparation par excision de 

base (BER pour Base Excision Repair). La voie de réparation des mésappariements 

(MMR pour MisMatch Repair) a également été mise en cause et associée à la 

résistance à de nombreux composés. Cependant peu d'études ont été menées sur le 

mélanome. Plusieurs protéines du MMR dont hMSH2, hMLH1 et hMSH6 ont été 

trouvées sous-exprimées dans des lignées résistantes de mélanomes à l'étoposide, la 

vindésine ou le cisplatine(126). Une étude a également montrée une augmentation 

de la voie du BER dans des lignées résistantes à la fotemustine ou au cisplatine(133). 

Cette même étude a montré que la voie du MMR était sous-régulée dans ces lignées 

résistantes. 

 

I.3.2.4! La modification de cible 

Chacune des cibles des médicaments anti-cancéreux peut présenter des 

modifications qualitatives ou quantitatives. Cette cible peut en effet muter, elle n’est 
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alors plus reconnue par le cytotoxique (modification qualitative). La cible peut 

également être produite en grande quantité dans la cellule cancéreuse (modification 

qualitative) en raison d’une amplification du gène codant pour cette cible. Dans le 

premier cas le médicament ne reconnaît plus sa cible, dans le second cas la quantité 

de médicament est insuffisante pour entraîner une cytotoxicité significative.  

Ce mécanisme de résistance est retrouvé pour les vinca-alcaloïdes. Des modifications 

qualitatives sur leur cible, la tubuline, au niveau du site de liaison, font que les vinca-

alcaloïdes ne reconnaissent plus leur cible.  

Un autre exemple de mécanisme de résistance à des agents anti cancéreux 

traditionnels est la modification quantitative ou qualitative de la topoisomérase II 

(Topo-II)(134). Des altérations de l’activité de la Topo II (activité augmentée), ainsi 

que des mutations de cette même enzyme, ont été décrites dans des cas de 

résistance de MM à la doxorubicine et à l'étoposide(135). 

Les résistances aux thérapies ciblés tels que l’imatinib sont principalement la 

conséquence de mutations de type « gatekeeper » (elles empêchent l’accessibilité 

de la molécule au site actif) de BCR-ABL ou c-KIT(136). Cependant, les mécanismes 

de résistance liés à des mutations secondaires de B-RAF semblent peu fréquents 

dans les mélanomes 

 

I.3.2.5! Le contournement de la cible 

Les mécanismes de résistances liés au contournement de la cible sont fréquents 

dans le cas des thérapies ciblées, notamment pour les inhibiteurs de BRAF ou MEK.  

Plusieurs mécanismes potentiels ont été identifiés, incluant une augmentation de 

l’expression et de la régulation de récepteurs à tyrosine kinase, tels que les 

récepteurs au PDGF et à l’IGF1, l’apparition de mutations secondaires dans les gènes 

N-RAS ou MEK ainsi que l’augmentation de l’expression des COT/ MAP3K8. Ces 

mécanismes de résistance impliquent l’activation des voies MEK/ERK et/ou PI3K/AKT 

dans les conditions où la cible est inhibée(137–140). 

 

I.3.2.5.1! La dérégulation de la voie MEK/ERK 

Certains mécanismes de résistance peuvent s’expliquer par la dérégulation des 

rétrocontrôles de la voie MEK/ERK. Initialement, cette voie était décrite comme un 

simple module linéaire déclenchant à partir de RAS-GTP l’activation de C-RAF et, en 

cascade, l’activation par phosphorylation de différentes kinases jusqu’à la réponse 

cellulaire. Dans ce modèle simple, les effets des inhibiteurs RAF n’auraient pas dû 

être distingués de ceux des inhibiteurs deMEKou de ERK. Cependant, quand des 
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inhibiteurs de cette voie ont été développés, des effets inattendus ont été observés, 

suggérant que ces voies étaient bien plus complexes. En effet, il existe des 

mécanismes permettant de limiter l’activation de la voie, par rétrocontrôle sur RAF 

lui-même, de MEK et de ERK sur RAF ou de ERK sur le récepteur à l’EGF (figure 9). 

Ainsi, il n’est pas du tout surprenant que l’inhibition de certains acteurs de la voie 

MEK/ERK entraine l’expression de gènes qui étaient soumis à un rétrocontrôle 

négatif et qui pourraient participer à la résistance au traitement. Nous avons 

récemment démontré que des inhibiteurs de B-RAF étaient capables de moduler 

l’expression des protéines de la famille RHO, notamment les protéines RHOE et 

RHOB dans des lignées de mélanome humain. Ce sont des GTPases de la superfamille 

RAS qui participent au contrôle de la mobilité et de la survie cellulaire(141). La 

dérégulation de leur expression dans de nombreux cancers humains est à l’origine 

de l’acquisition de la résistance à l’apoptose et d’un phénotype invasif. Nous avons 

mis en évidence que l’inhibition de l’induction de RHOB augmentait la sensibilité au 

vemurafenib en induisant l’apoptose. Ce travail met en lumière de nouvelles voies de 

survie cellulaire qui sont activées par les inhibiteurs de B-RAF et ouvre la voie à de 

nouvelles stratégies d’associations thérapeutiques. 

 

I.3.2.5.2! Les mécanismes indépendants de la voie MEK/ERK 

De façon inattendue, certains mélanomes mutés pour B-RAF résistent au 

vemurafenib malgré l’inhibition quasi-totale de la voie MEK/ERK par des mécanismes 

qui restent encore à déterminer. Une première hypothèse est liée au passage d’un 

phénotype « épithelial-like » (les mélanocytes ne sont pas d’origine épithéliale) vers 

un phénotype mésenchymateux, ou TEM (Transition Epithélio Mésenchymateuse), 

que les cellules tumorales effectuent pour envahir les tissus et favoriser la survenue 

de métastases. En effet, la transition vers le phénotype mésenchymateux est 

associée à l’acquisition de caractéristiques des cellules souches, notamment la 

résistance aux thérapeutiques antitumorales(142). Une deuxième hypothèse est que 

le microenvironnement tumoral, par la sécrétion de facteurs solubles, stimule des 

voies de signalisation capable de compenser l’inhibition de la voie MEK/ERK. Les 

récents résultats qui montrent que l’HGF sécrété par les fibroblastes activés 

entourant la tumeur est à l’origine de la résistance au vemurafenib de mélanomes 

mutés B-RAF, vont dans ce sens(143). Quoiqu’il en soit, ces résultats mettent en 

lumière l’importance de rechercher les caractéristiques de la tumeur, incluant son 

environnement tissulaire, pour prédire la réponse thérapeutique. 

 

I.3.2.5.3! Cas du vemurafenib 

La réponse au vemurafenib est rapide et spectaculaire mais des rechutes 

surviennent systématiquement, en moyenne après 6 à 8 mois de traitement, 
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suggérant l’émergence de mécanismes de résistance secondaire. Ces résistances 

sont liées à des mécanismes dépendants ou indépendants de la voie MEK/ERK. 

Ces rechutes peuvent parfois être tout aussi brutales et spectaculaires que la 

réponse comme en témoigne l’étude de Wagle et al  (144) (figure 16).  Après quinze 

semaines de traitement par vemurafenib, un patient porteur de la mutation BRAF 

V600E, et présentant initialement de nombreuses métastases sous cutanées et 

viscérales était presque en rémission complète. Mais après seize semaines 

traitement, le patient a rechuté, et à vingt-trois semaines la plupart des sites 

viscéraux et sous cutanés sont à nouveaux envahis. Une des explications de 

l’apparition de ces lésions est l’activation paradoxale de la voie MEK/ERK qui survient 

suite à l’inhibition de BRAFV600E. En effet, en présence d’inhibiteur et de RAS activé, 

B-RAF forme avec C-RAF un hétérodimère qui déclenche l’activation de la voie 

MEK/ERK à l’origine des pathologies prolifératives (137,138,145). 

 

!
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I.3.3! Chimiorésistance de lymphome T 

Peu d'études sont rapportées dans le monde sur le traitement de l'ATL par poly-

chimiothérapie. Des études realisées portant toujours sur de petits effectifs, 

retrouvent toujours une résistance ou une rechute précoce après des poly-

chimiothérapies intensives(146). Quelques greffes de moelle ont été réalisées avec 

une plus grande toxicité de la procédure de la greffe, du fait de l'immunodépression 

préexistante. Une rechute post-greffe survient parfois très précocement(146). Cette 

rechute pourrait être favorisée par l'infection précoce des cellules du donneur par le 

virus. 

Plusieurs obstacles altèrent les possibilités de traitement de l'ATL par poly-

chimiothérapie et en aggravent le pronostic comme : 

1.! Les infections opportunistes (fungiques, parasitaires ou virales) souvent 

retrouvées même aux stades précoces de la maladie(147), surviennent plus 

fréquemment en cours du traitement, sans doute en raison de l'aggravation 

du déficit de l'immunité à médiation cellulaire.  

2.! Une surexpression du gène de résistance aux drogues MDR (multi drug 

resistance) même avant traitement, est souvent observée dans les cellules 

d'ATL, leur conférant une résistance intrinsèque à la chimiothérapie(148).  

3.! La dysfonction de la voie TP53 et une activation constitutive du facteur 

nucléaire kB (NF-kB)(149) qui contribuent au chimiorésistance(150). Des 

études de réarrangement de gènes ont démontré la persistance de clones de 

cellules T en circulation chez des survivants maintenus à long terme par la 

thérapie antivirale. L'expression de c-Rel nucléaire et IRF-4 se produit en 

l'absence de Tax dans ATLL primaire et est associée à la résistance aux 

antiviraux(151). 

4.! Les caractéristiques cliniques des patients avec une hypercalcémie 

paranéoplasique rebelle, une très forte masse tumorale, des défaillances 

multiviscérales associées, et en particulier l'insuffisance rénale et l'atteinte 

hépatique et, enfin, un très mauvais état général, empêchent l'administration 

de doses intensives de chimiothérapie. D'où la nécessité de nouvelles 

approches thérapeutiques dans le traitement de cette maladie. 
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I.4! Chapitre 4 : les nouvelles stratégies thérapeutiques 

I.4.1! Le mélanome malin 

Pour pallier au problème de résistance (innée et acquise) du mélanome, qui reste un 

défi thérapeutique, de nombreuses molécules, et/ou nouvelles associations, sont en 

développement. Actuellement, 141 essais cliniques sont en cours pour le mélanome 

de grade III et 189 pour le mélanome de grade IV (152). 

Les thérapies en cours d’études sont :  

·! des thérapies ciblées utilisées seules ou en association, dont de nouveaux 

inhibiteurs de BRAF et MEK, des anti-PI3K (phosphoinositide-3-kinase) et Akt 

(protéine-kinase B), des inhibiteurs de CDK (kinases cycline-dépendantes), 

·! des thérapies ciblées pour des populations de mélanome spécifiques, 

·! des agents anti-angiogéniques, 

·! des immunothérapies utilisées seules ou en association pour un effet 

immunomodulateur plus important, 

·! Des combinaisons d’immunothérapie et de thérapie ciblée, 

·! injections intralésionnelles (par exemple, les virus oncologiques). 

 

 

Dans les plus petits sous-ensembles de mélanome, des mutations activatrices 

peuvent se produire dans NRAS (RAS de neuroblastome virale [v-ras] homologue 

oncogène) (15% -20%), c-KIT (28% -39% des mélanomes qui se posent dans la peau 

endommagée par le soleil chronique ou les mélanomes et les muqueuses acrale) et 

CDK4 (kinase dépendante de la cycline 4) (<5%), alors que GNAQ est fréquemment 

muté dans le mélanome de la choroïde. Médicaments mis au point pour cibler les 

voies activées par ces mutations sont actuellement en essais cliniques. 

 

I.4.1.1! Les thérapies ciblées 

Le mélanome est une pathologie génétiquement complexe. En développant le 

séquençage de gènes pour l’analyse de mutations et la recherche d’oncogènes, 

certaines voies de signalisation cruciales ont pu être identifiées (Figure 17). Cette 

démarche a permis le développement des premières thérapies ciblées utilisées dans 

le mélanome. Ainsi, le vemurafenib (2011), et le dabrafenib (2013), ciblent BRAF 

muté ; le trametinib (2013) inhibe quant à lui MEK.  

Le développement de nouvelles thérapies contre le mélanome se fait selon deux 

axes :  

·! l’association de thérapies ciblées déjà développées, 
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·! le développement de molécules ciblant de nouvelles cibles. 

 

I.4.1.1.1! Association de thérapies ciblées : inhibiteur de BRAF plus inhibiteur de 

MEK (vemurafenib plus cobimetinib) 

La combinaison de thérapies ciblées est testée dans le double objectif d’augmenter 

la durée de réponse, et de limiter l’émergence des résistances. 

En Janvier 2014, la FDA a accordé une « approbation accélérée » du Dabrafenib plus 

trametinib en combinaison pour le traitement des patients atteints de mélanomes 

non résécable ou métastatique porteurs des mutations BRAF V600E ou V600K. Cette 

même démarche d’association est testée pour le vemurafenib plus cobimetinib dans 

un essai international de phase III (153). 

 

I.4.1.1.2! Thérapies ciblées en développement 

Tous les oncogènes ne sont pas des cibles potentielles mais les enzymes telles que 

les kinases, les protéases et les phosphatases ont un intérêt majeur car leur site 

catalytique profond permet une meilleure sélectivité des molécules conçues par 

drug design(20). 
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L’étude de Gray-Schopfer et al. de 2007 montre les différentes pistes retenues pour 

le développement de nouvelles molécules en accord avec les voies de signalisation 

altérées dans le mélanome (tableau 6) (20) : 

·! les inhibiteurs de la voie BRAF/MEK/ERK, 

·! les inhibiteurs de la voie PI3K/Akt/mTOR,  

·! les inhibiteurs multi-kinases. 

Drogue Fonction Cible(s) Phase d'étude 

BAY 43-9006 

(sorafenib) 

Inhibiteur de Kinase VEGFR, PDGFR, Raf 

Kinases 

II 

CHIR-265 Inhibiteur de Kinase Raf Kinases, VEGFR I 

PD0325901 Inhibiteur de Kinase MEK I/II 

AZD6244 Inhibiteur de Kinase MEK II 

Oblimersen Antisens 

d’oligonucleotide 

BCL-2 III (+ dacarbasine) 

SU5416 (semaxanib) Inhibiteur de Kinase VEGFR II 

PD0332991 Inhibiteur de Kinase  Cdk4/6 I (neoplasms, non-

Hodgkin’s lymphoma) 

CCI-779 

(termsirolimus) 

Inhibiteur de m TOR   Voie de signalisation 

m TOR, 

PTEN/PI(3)K/AKT  

II 

RAD001 (everolimus) Inhibiteur de m TOR   Voie de signalisation 

m TOR, 

PTEN/PI(3)K/AKT  

I 

R115777 (tibifamib) Inhibiteur de Farmesyl 

transferase   

Ras Préclinique 

PS-341 (bortezomib, 

velcade) 

Inhibiteur de 

Proteasome   

NF-KB II 

BMS-345541 Inhibiteur de Kinase  IkB Préclinique 

Vitaxin Anticorps humarisé 

deα1, β3 

Integrinα1 β3  II 

EMD 121974 

(cilengitide) 

Inhibiteur 

d’angiogenèse 

Integrin II 

17AAG Inhibiteur de Hsp90  Hsp90 II 

ZSTK474 Inhibiteur de PI(3)K PI(3)K Préclinique 

FLT3, FMS-Like Tyrosine Kinase 3. PDGFR, PDGF receptor. VEGFR, VEGF receptor  

C9D8+9)%T%-%H7$#,C$(0! 0#$(,-%711#(0!)7C'! $*! -;#'*)%(!,%6$#(!*1-%=3#$*173(e!"U*)'Y0!

\'*?=+,;7)9('!(-!*$e!O__d!ZO_[%

I.4.1.1.2.1! Les inhibiteurs de la voie BRAF/MEK/ERK 

La mutation BRAF V600E étant la plus fréquemment retrouvée dans les mélanomes, 

de nombreux inhibiteurs de la voie BRAF/MEK/ERK sont en développement, seuls ou 

le plus souvent en association. 
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Trois inhibiteurs : RXDX-105 (inhibiteur de RET et BRAF) en phase I, PLX8394 en 

phase I/II, et Encorafenib (LGX818) en phase III qui devrait prochainement être 

approuvé par la FDA. Des exemples des inhibiteurs de la voie BRAF/MEK/ERK, anti 

MEK, anti ERK et des associations sont indiqués dans le tableau 7.    

Drogue Fonction Cible(s) Phase d’étude 

selumetinib Inhibiteur de kinase MEK III (mélanome 
uvéale) (155) 

GDC-0994 Inhibiteur de kinase ERK I 

Association 
LGX818 
Avec 
Binimetinib 

 
Inhibiteur de kinase 
 
Inhibiteur de kinase 

 
BRAF 
 
MEK162 

 
 
II 

C9D8+9)%K%-%Pc+5!8+/%0+/%'3J'D'4+)*/%0+%89%<6'+%ULM&NOPQNPLQ%

 

I.4.1.1.2.2! Les inhibiteurs de la voie PI3K/Akt/mTOR 

La voie de la PI3Kinase s’avère aussi être un bon candidat pour le traitement du 

mélanome. Des agents dirigés contre PI3K, PKB ou d’autres effecteurs situés en aval 

de cette cascade de signalisation comme mTOR ont été développés. Le fait que les 

voies Ras-ERK et PI3K/PKB contribuent toutes les deux à la survie de la cellule 

pourrait en partie expliquer la résistance du mélanome aux cytotoxiques classiques 

ou aux anti-BRAF.  

Le GSK2141795, un inhibiteur de Akt, est actuellement en développement associé au 

Dabrafenib, et au Trametinib dans les mélanomes de grade IIIC-IV (phase I/II), et 

associé au trametiniben phase II. 

 

I.4.1.1.2.3! Autres therapies ciblées 

Plusieurs essais internationaux tentent de traiter les cancers, dont le mélanome, 

selon leur(s) altération(s) moléculaire(s) (MPACT par ewemble). Les traitements 

proposés peuvent donc avoir été développés initialement dans un autre cancer que 

le mélanome. Ce type d’essai permet d’augmenter considérablement le nombre de 

molécules disponibles.  

Par ailleurs, de nombreuses et diverses thérapies ciblées sont en développement 

spécifiquement dans le mélanome (tableau 8).  
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Drogue Cible(s) et 
fonction 

Phase d’étude  

Hydroxychloroquine 
associée au trametinib et 
dabrafenib 

Inhibiteur 
d’autophagie 

II (L’autophagie est souvent responsable de 
résistance, notamment aux anti-BRAF, dans 
le mélanome) 

Hydroxychloroquine 
associée au vemurafenib 

Inhibiteur 
d’autophagie 

I 

AT13387 Inhibiteur de 
Hsp90 

I 
 

Ganetespib (STA-9090) Inhibiteur de 
Hsp90 

II 

AMG 232 Inhibiteur de 
MDM2 

Ib/Iia 

Navitoclax associé au 
dabrafenib et trametinib 

Inhibiteur de 
BCL2 

Ib/Iia 

BBI608 Inhibiteur de 
STAT3 

I/II 

WP1066 Inhibiteur de 
JAK2 

I 

panobinostat Inhibiteur 
d’histone 
désacétylase 
(HDAC) 

I (il est le premier inhibiteur d’HDAC qui a 
reçu l’AMM en 2015 pour le traitement du 
myélome multiple, et est actuellement en 
essai de phase I en association à 
l’ipilimumab dans le traitement du 
mélanome). 

C9D8+9)%X%-%M)4*+/%4Jé*9!'+/%F'D8é+/%%

 

I.4.1.1.2.4! Les inhibiteurs multi-kinases 

I.4.1.1.2.4.1! Les inhibiteurs de RAF 

Bien que BRAF soit la cible préférentielle des drogues dirigées contre les RAF kinases 

développées dans le mélanome (vemurafenib, dabrafenib, …), il ne faut pas négliger 

l’importance de CRAF. En effet, dans certains cas, ce n’est pas BRAF mais CRAF qui 

active les MEKs suggérant alors que les thérapies anti-RAF non spécifiques seraient 

de meilleurs agents anti-mélanome que les molécules inhibant spécifiquement BRAF 

(20). 

L’inhibiteur multi-kinase Sorafenib (BAY 43-9006), conçu initialement pour inhiber 

BRAF et CRAF, semble également bloquer les récepteurs tyrosine-kinase au VEGF et 

au PDGF. En monothérapie, l’activité anti-mélanome du Sorafenib reste modeste. 

Actuellement, un essai de phase I étudie l’association Riluzole plus Sorafenib dans le 

mélanome. 

Le TAK-580 (ou MLN 2480), un inhibiteur pan-RAF, est actuellement en essai de 

phase I. 
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I.4.1.1.2.4.2! Les inhibiteur de thyrosine kinase 

L’Ibrutinib, un inhibiteur de Tec, ErbB4, Hck, Yes, et BTK, approuvé en 2016 pour le 

traitement de la leucémie lymphoïde chronique par la FDA, est actuellement testé en 

phase II dans les mélanomes de grade IV réfractaires.  

 

I.4.1.1.2.5! Les thérapies ciblées pour des populations de mélanome spécifiques 

Dans les plus petits sous-ensembles de mélanome, des mutations activatrices 

peuvent se produire dans NRAS (15% -20%), c-KIT (28% -39% des mélanomes sur 

peau exposée chroniquement au soleil ou des mélanomes muqueux et acral) et 

CDK4 (<5%), et GNAQ qui est fréquemment muté dans le mélanome de la choroïde. 

Des molécules mises au point pour cibler les voies activées par ces mutations sont 

actuellement en essais cliniques. 

 

I.4.1.1.2.5.1! Les inhibiteurs de c-KIT 

Les premières données (essais de phase II avec l’imatinib) suggèrent que les 

mélanomes muqueux ou acral avec mutations activatrices ou amplifications de c-KIT 

peuvent être sensibles aux inhibiteurs de c-KIT(156–158). Des essais de phase II et III 

des essais sont en cours pour les patients de stade III non résécable ou de stade IV 

porteurs d’une mutation c-KIT. 

Il n’existe pas de molécules ciblant spécifiquement c-KIT. Les molécules à l’essai 

(Imatinib, Masatinib et Dasatinib) sont toutes des inhibiteurs multi-kinases qui 

inhibent l’ensemble des récepteurs tyrosine kinase. Ces molécules sont 

habituellement indiquées dans d’autres pathologies tumorales comme la leucémie 

lymphoïde chronique ou les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST). 

 

I.4.1.1.2.5.2! Les inhibiteur de CDK4/6  

Le LEE011 (ribociclib) associé à MEK162 est actuellement testé en phase Ib/II. 

I.4.1.1.2.6! Les agents anti-angiogéniques.  

Les données précliniques suggèrent que l'augmentation de la production du facteur 

de croissance endothéliale vasculaire peut être impliquée dans la résistance aux 

inhibiteurs de BRAF(159). Ainsi, l’axitinib, le pazopanib, et le bevacizumab, 

principalement utilisés en association à des immunothérapies ou chimiothérapies 

(paclitaxel), sont en cours de développement (essais de phase II). Le Ziv-afibercept et 

le MEDI3617 (anti-angiopoietin-2) sont en essai de phase I. 
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I.4.1.2! Les immunothérapies 

Après le succès des anticorps anti-CTLA-4 (ipilimumab, 2011) et des anti-PD-

1 (nivolumab, 2014) de nombreuses thérapies immunomodulatrices sont en cours de 

développement. 

 

I.4.1.2.1! Immunothérapie locale 

L’administration locale d’immunomodulateurs a conduit à la régression des 

métastases cutanées dans plusieurs essais de phases II. L’interleukine-2 intra-lésion a 

également été administrée en association avec de l’imiquimod (agoniste du Toll-like 

récepteur 7) donnant une régression complète dans 40,7% des lésions traitées (160). 

 

I.4.1.2.2! Anticorps Immunomodulants (tableau 9) 

Drogue Cible(s) et fonction Phase d’étude  

tremelimumab Anti-CTLA-4 III 

durvalumab, 
l’atezolizumab et le 
MPDL3280A 

Anti- PD-1L I (en association soit avec des anti-CTLA4, 
soit avec des anti-BRAF/MEK) 

PDR001 Anti-PD-L1 et PD-
L2 

I/II 

ipilimumab plus 
nivolumab 

Association d’anti 
PD-1 et d’anti-
CTLA-4 

III (Les lymphocytes T co-exprimant plusieurs 
récepteurs, il pourrait être intéressant de les 
inhiber de façon concomitante) 

C9D8+9)%B%-%M34'F6*!/%934'HVC.MHS]%934'H@>,%+4%/+/%9//6F'94'63/:%

I.4.1.2.3! Les Cytokines immuno-stimulatrices 

L’Interleukine 2 est une cytokine capable de stimuler le système immunitaire. Les 

fortes doses d’IL2 ont été approuvées aux Etats-Unis pour le traitement du 

mélanome (161), mais pas en France. Elle est actuellement à l’essai (phase II) en 

association avec l’ipilimumab. De fortes doses d’interféron Alfa-2b, en association à 

l’ipilimumab, sont en essai de phase III. L’IL15 est en essai de phase I. 

!

I.4.1.2.4! Les autres imunomodulateurs (tableau 10) 

Drogue Cible(s) et fonction Phase d’étude  

Omaveloxolone 
(RTA 408) 

immunomodulateur agirait 
directement par un effet sur NF-
kappa B dans les cellules 
tumorales 

I/II (Il lèverait l’inhibition du 
système immunitaire vis-à-vis du 
mélanome) 

Varlilumab Anti-CD27 I/II 

BMS-986016 Anti-LAG-3 I/II 

APX005M 
(l’anticorps 
monoclonal) 

Agoniste CD40  Cet anticorps est actuellement 
étudié en association avec des 
anticorps bloquant la molécule 
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CTLA-4 (162) (CD40 molécule à la 
surface des cellules CD8) 

MGN1703 Agoniste TLR9 I 

C9D8+9)%,A%-%M)4*+/%'5)36560)894+)*/:%

I.4.1.2.5! Le transfert adoptif de cellules T et de cellules dendritiques: 

Un essai de phase II étudie le transfert de cellules T autologues (CD8+) en association 

avec le cyclophosphamide, l’aldesleukine, et l’ipilimumab dans le traitement de 

patients atteints de mélanome métastatique. D’autres essais sont en cours. 

 

I.4.1.2.6! Les Vaccins 

Plusieurs essais étudient la faisabilité d’une vaccination anti-mélanome. Ce sont par 

exemple des vaccins fabriqués à partir de cellules et de protéines tumorales 

d'unpatientdans le but de développer une réponse immunitaire efficace pour tuer 

les cellules tumorales (phase I). Un autre essai test un vaccin développé à partir de 

Coxsackievirus A21 (injection intratumoral, CAVATAK™) associé à l’Ipilimumab. 

  

I.4.1.2.7! La Bio-chimiothérapie 

La biochimiothérapie est une immunothérapie utilisée en association avec la 

chimiothérapie. De nombreux essais cliniques évaluent actuellement ce type 

d’association : 

·! Dabrafenib et Trametinib suivi par Ipilimumab et Nivolumab ou Ipilimumab et 

Nivolumab suivi par Dabrafenib et Trametinib (phase III), 

·! Nivolumab plus Ipilimumab suivi par Nivolumab en monothérapie (phase II), 

·! Nivolumab plus Ipilimumab (phase III) 

 

I.4.2! Le lymphome T de l’adulte  

Parmi les traitements alternatifs à la chimiothérapie récemment publiés, plusieurs 

approches donnent des résultats intéressants et ont été utilisé. Ainsi, parce que la 

leucémie à cellules T de l'adulte / lymphome est une maladie rare, donc pour trouver 

suffisamment de patients pour les essais cliniques s’avère difficile. Toutefois, 

plusieurs nouveaux médicaments en essais cliniques pour d'autres lymphomes T 

sont en train de devenir traitements potentiels pour ATLL. 

 

I.4.2.1! Transplantation allogénique de cellules souches 

Comme la plupart des patients la rechute après chimiothérapie conventionnelle, la 

transplantation allogénique de cellules souches « alloSCT » semble être une option 

attrayante en tant que traitement de consolidation. La plupart des rapports viennent 
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du Japon. Un certain nombre d’études rétrospectives ont confirmé qu’ « alloSCT » 

utilise soit un conditionnement myéloablatif (MAC) ou un conditionnement 

d'intensité réduite (RIC) comme une option de traitement possible pour les patients 

atteints d'ATL. La plus grande étude rétrospective a été rapportée récemment(163). 

Cette étude inclut 386 patients allogreffés entre 1995 et 2005. Après un suivi médian 

de 41 mois, la survie globale était de 33%(164). Cependant, le nombre de patients 

atteints d'ATL admissibles à alloSCT est très limitée en raison de faible taux de RC en 

particulier dans la forme aiguë, l'état de mauvaise performance, sévère 

immunosuppression, à l'âge du malade (âge médian de survenue: 60 ans), et une 

faible probabilité de trouver des donneurs compatibles chez des patients issus d’une 

minorité ethniques. 

 

I.4.2.2! Interféron alpha et (Zidovudine) AZT 

Même si cette association de traitement est souvent appelée à "un traitement 

antiviral", son mécanisme d’action n’est pas entièrement encore compris. La 

combinaison de la zidovudine (AZT) et l’interféron alpha (IFN) a été signalé en 

premier dans 2 études de phase II(165–167). Le taux de réponse élevé a été observé 

en particulier dans ATL aiguë non préalablement traitées. L'efficacité de cette 

combinaison a été confirmé dans un essai français en utilisant l'AZT / IFN chez 19 

patients nouvellement diagnostiqués d’ATL, et dans un essai clinique au Royaume-

Uni en utilisant l'AZT / IFN chez 15 patients ATL(168,169). Dans une récente étude 

prospective de phase II aux Etats-Unis, 19 patients ATL ont reçu la chimiothérapie en 

perfusion (EPOCH régime) jusqu'à avoir une réponse maximale, suivie par un 

traitement antiviral au quotidien (AZT, la lamivudine et l'IFN). Toutefois, en raison de 

la progression de la maladie, seulement 6 patients ont reçu un traitement 

antiviral(170). 

Les résultats de la méta-analyse internationale indiquent que le traitement antiviral 

(AZT et IFN) seul en premiere ligne est moins efficace que la chimiothérapie de 

première ligne dans les formes lymphomateuses(171). 

Enfin l’addition de l’AZT et de l’IFN, ou d’autres nouveaux traitements, tels que les 

inhibiteurs de HDAC, à la chimiothérapie pourrait améliorer le taux de rémission et la 

survie des patients(164,172,173). 

 

I.4.2.3! Les inhibiteurs des histones deacétylases (vorinostat, romidepsine) 

Les inhibiteurs des histones deacétylases (HDAC) sont une nouvelle classe de 

composés destinés à agir au niveau transcriptionnel en interferant avec la 

modification épigénétique de la chromatine et la desacétylation des histones. Ils 

peuvent également augmenter l’acétylation d’autres protéines, telles que les 
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facteurs de transcription nucléaires et cette dernière fonction assure la majorité de 

leur activité antitumorale. 

Deux inhibiteurs d’HDAC (vorinostat et romidepsine) sont approuvés par la FDA pour 

le traitement des lymphomes T cutanés recidivants et refractaires. Le taux de 

réponse est d’environ 30 % (30 % pour le vorinostat et 34 % pour la romidepsine) 

(174,175). A notre connaissance, ces médicaments n’ont pas encore été évalués 

dans l’ATL, soit en monothérapie soit en association avec d’autres médicaments 

pendant le traitement d’induction. 

Cependant, une étude récente a utilisé l’association de l’AZT, de l’IFN et de l’acide 

valproique (un autre inhibiteur de HDAC) comme traitement d’entretien chez 13 

patients atteints d’ATL(176). Un patient avait une réponse positive (diminution de la 

maladie ATL clonale par PCR). Les cellules fraiches de ce patient ont été traitées ex 

vivo avec le vorinostat, et une augmentation de l’expression d’HTLV-1 et une 

induction de l’apoptose ont été demontrées. Cependant, l’induction d’une réponse 

immunitaire contre les cellules infectées par le virus n’a pas été abordée dans cette 

étude. En effet, les auteurs ont proposé que l’inhibition de l’HDAC pourrait reactiver 

le virus HTLV-1 latent dans les cellules ATL qui ont integré un provirus intact, et donc 

pourrait aider à éliminer la maladie résiduelle(176). 

 

I.4.2.4! Le trioxyde d'arsenic (AsO3) 

Le trioxyde d'arsenic en synergie avec l'IFN a pour but d’induire l'arrêt du cycle 

cellulaire et l'apoptose dans les cellules infectées par HTLV-I et  les cellules ATL 

fraiches à travers l’inhibition de la voie NF-kB comme effet secondaire à la 

dégradation du Tax par le protéasome(177–179). Bien qu’il ait été démontré que 

l’arsenic et l’IFN coopèrent pour guérir l’ATL murin dérivé de Tax transgéniques par 

le biais d’élimination sélective de l’activité des cellules leucémiques initiatrices (LIC). 

Cela suggère fortement que l'activité de LIC est dépendante de l’expression continue 

de l’oncogène Tax. Par conséquent, l'addition de l'arsenic à l'AZT / IFN, grâce à 

l'élimination de l'activité LIC, peut entraîner l'éradication des maladies à long terme 

et la guérison éventuelle(180). Une étude récente prospective de phase II a évalué 

l'efficacité et l'innocuité de la combinaison de l'arsenic, l'IFN, et de l'AZT chez 10 

patients ATL chronique nouvellement diagnostiquée. Le taux de réponse a été de 

100% dont 7 CR, 2 CR, mais avec plus de 5% de circulation des lymphocytes 

atypiques, et une réponse partiel. Les effets secondaires étaient hématologiques et 

surtout modérée(179). Bien que ces résultats sont préliminaires, ces observations 

suggèrent néanmoins que chez les patients ATL arsenic/IFN cible efficacement 

l'activité LIC d’ ATL et peut être utile en tant que traitement de consolidation pour 

les patients obtenant une réponse satisfaisante au traitement d'induction. 
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I.4.2.5! Anticorps Monoclonal Spécifique 

Les cellules ATL expriment CD25 (chaîne alpha du récepteur IL2). Un premier essai a 

rapporté l'utilisation d'anticorps anti-CD25 sur 19 patients(181). Des Auteurs ont 

obtenus 6 réponses (deux CR, quatre PR) qui a duré à partir de 9 semaines à plus de 

3 ans(182). Un anticorps monoclonal neutralisant à la transferrine récepteur (mAb 

A24) a été conçu et induit l'apoptose des lignées cellulaires ATLL et des cellules 

primaire ATL(183). 

I.4.2.6! Anti-CC Chemokine Receptor 4 (CCR4) 

Cellules ATL expriment le récepteur des chimiokines CC 4 (CCR4). KW-0761 est un 

anticorps humanisé défucosylé qui se lie à CCR4. Une étude de phase I rapporte 13 

patients présentant CCR4 aboutit à un rechute de ATL après traitement avec KW-

0761. Le taux global de réponse était de 31%: 2 RC et 2 rémission partielle (RP) (183). 

Les effets indésirables étaient d'intensité légère à modérer. 

 

I.4.2.7! Agents efficaces sur ATL hors l’infection par HTLV-1 

Actuellement, il n’est pas encore clair la lymphoprolifération des cellules T associée à 

l’infection HTLV-1 qui est, en ce qui concerne les mécanismes oncogéniques, 

différente des autres lymphomes à cellules T et peuvent bénéficier de médicaments 

approuvés dans le traitement de lymphome T. A noter, le bénéfice potentiel de cinq 

agents actuellement développés dans le traitement des lymphomes T:  

-! Les agents ayant un effet potentiel cytotoxique (Pralatrexate et 

Bendamustine) ; 

-! Les immunothérapies ciblées les cellules T (Alemtuzumab) ; 

-! Les agents en interaction avec les grandes voies de signalisation cellulaire et / 

ou avec l’homéostasie virale (inhibiteurs d’histones déacétylase, 

Lénalidomide)(174,175,184–188). 
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Nous avons vu dans les paragraphes précédents que de nombreuses molécules 

ciblées sont en cours de test et/ou d’amélioration soit pour le mélanome ou pour le 

lymphome T. Néanmoins, les molécules qui obtiennent une autorisation de mise sur 

le marché sont peu nombreuses, ainsi des autres ont montré des rechutes. Dans la 

perspective de l’élaboration de thérapies combinatoires, il est donc important 

d’identifier de nouvelles molécules candidates. Les composés nouvellement 

synthétisé peuvent présenter des effets bénéfiques pour la santé humaine. Ainsi 

face à la faible efficacité d'une grande majorité d'anticancéreux classiques dans le 

traitement de cancers tels que la prostate, le colon, le sein, le mélanome, et encore 

le lymphome, les recherches s'orientent vers de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

En effet, réussir à contourner les problèmes de résistances et de métastases, 

rencontrés de plus en plus souvent dans ce type de maladie, représente un défi 

important pour la recherche. La présente invention concerne des composés 

imidazo[1,2-a]quinoxaline pour le traitement des cancers ainsi que les compositions 

pharmaceutiques comprenant ces composés et leurs utilisations en thérapie. 

L'invention a également pour objet l'utilisation de composés dérivés d'imidazo[1,2-

a]quinoxaline pour la préparation de médicaments pour le traitement des cancers et 

en particulier pour le traitement des mélanomes et des lymphomes à cellules T. 
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I.4.3! Les Imidazoquinoxalines : une nouvelle classe de composés à activité 

anticancéreuse 

I.4.3.1! Généralités 

Depuis plusieurs années, les imidazoquinoxalines constituent une nouvelle série de 

composés, particulièrement prometteuse en chimiothérapie anticancéreuse du 

mélanome et des lymphomes T. Ces dérivés imidazoquinoxaliniques et 

pyrazoloquinoxalines (figure 18) sont synthétisés par le laboratoire de chimie 

organique de la Faculté de Pharmacie de l’Université de Montpellier 1 (UM1) et des 

études ont montré l’efficacité de la série des composés imidazo[1,2-a]quinoxaline 

par rapport aux autres. Le rationnel de développement établi en collaboration avec 

le Centre Régional de Lutte contre le Cancer (CRLC, Montpellier) et l’Université 

Américaine de Beyrouth (AUB, Liban) consiste dans le développement d’une 

nouvelle série de molécules présentant à la fois des activités fortes et 

complémentaires en tant qu’agents pro-apoptotiques et anti-inflammatoires (189–

191). 

 

&'()*+%,X-%8+/%4*6'/%/2*'+/%FJ'5'=)+/%02<+86!!2+/%

%

Les résultats particulièrement encourageants obtenus dans la phase initiale de 

développement des Imiqualines qui ont été valorisés dans un certain nombre de 

publications internationales (synthèse chimique, activité in vitro et in vivo, 

pharmacocinétique) et une série de brevets nationaux, européens et internationaux 

(tableau 7) déposés conjointement par les trois partenaires UM1, CRLC, et AUB. 

Notre équipe s’intéresse donc à la recherche de nouveaux dérivés imidazo[1,2-

a]quinoxalines dans le domaine du cancer avec un nombre conséquent de 

publications et peu d’équipes concurrentes travaillant sur cette série chimique dans 

le domaine du cancer, comme la montre la figure 19. 
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Les imidazoquinoxalines, molécules tricycliques azotées, analogues structuraux de 

l’imiquimod, sont susceptible de posséder un mode d’action innovant, par analogie 

avec l’imiquimod (cytotoxique direct par apoptose associé à un effet sur la 

stimulation du système immunitaire). Ces composés ont été testés sur différents 

modèles in vitro, notamment pour évaluer leur activité cytotoxique sur différentes 

lignées cellulaires tumorales, leur effet sur la production de cytokines, leur effet sur 

un panel de kinases, leur induction de l’apoptose, et leur effet sur les tubulines. De 

nombreux composés, différemment substitués et appartenant à la série imidazo[1,2-

a]quinoxaline, ont été synthétisés. Des résultats préliminaires ont également été 

obtenus dans deux d’autres séries : imidazo[1,5-a]quinoxaline et pyrazolo[1,5-

a]quinoxaline (figure18). Les méthodes de synthèse ont été optimisées et décrites 

par notre équipe dans plusieurs publications(195). Une stratégie commune pour les 

trois séries nous donne la possibilité d’atteindre une grande variété de composés 

avec des substituant différents.  

Les parties qui suivent, « activités antitumorales in vitro et in vivo » et 

« pharmacocinétique et toxicité » sont référées aux différents articles(195–199) 

 

I.4.3.2! Activités antitumorales in vitro et in vivo 

Les activités cytotoxiques des composés ont été évaluées in vitro (tableau 12), sur 

des lignées tumorales de mélanome humain, de colon, du sein et de leucémies. Deux 

molécules leaders appartenant à la série imidazo[1,2-a]quinoxaline ont été 

identifiées, EAPB0203 et EAPB0503 (figure 20), et leurs activités d’inhibition sur la 

croissance cellulaire ont été évaluées sur un panel de 60 lignées tumorales par le 

National Cancer Institute (NCI).  

 

C9D8+9)%,;%-%V63F+34*94'63/%'3J'D'4*'F+/%"Aj%YVR"A$%+3%kO%0+/%5682F)8+/%8+90+*/%+4%

0+/%5682F)8+/%0+%*212*+3F+%/)*%0'112*+34+/%8'(32+/%F+88)89'*+/%'//)+/%0+%!8)/'+)*/%4E!+/%

0+%F93F+*:%

 

Tumeur Sein 

Dacarbazine >350 >350 >350

Fotémustine 173 326 125

Imiquimod 70 33 53 145

EAPB0203 1.5 2.5 4.2 1 4.1 0.8 0.3 2.6 0.3 5 3 0.5

EAPB0503 0.15 0.35 0.01 0.03 0.03 0.08 0.01 1 0.5 0.1

SW480 T84 K562 LAMA AR230HCT116

Mélanome Colon
Leucémie chronique 

Myéloide (CML) 

Cell lines A375 M4Be RPMI7591 MCF7 LST174T HT29
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Dans un modèle de xénogreffe chez la souris swiss nude avec des cellules de 

mélanome M4Be, EAPB0203 retarde la croissance tumorale dans une plus large 

mesure que la fotémustine, médicament administré en clinique dans le traitement 

de mélanome (figure 21). 

 

&'()*+% ;,-% P11+4% 0+/% 4*9'4+5+34/% !9*% "#$%&)&(% +4% 16425)/4'3+% /)*% 89% F*6'//93F+%

4)56*98+:%
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Des souris swiss nude ont été xénogreffées avec des cellules de mélanome M4Be puis 

traitée par EAPB0203 20 mg / kg deux fois par semaine, ou par fotémustine 20 mg / 

kg une fois par semaine (en raison de la toxicité de la fotémustine). 

 

I.4.3.3! Pharmacocinétique et toxicité 

Les profils pharmacocinétiques de EAPB0203 et EAPB0503 ont été étudiés chez le rat 

après administration intraveineuse unique (3 et 5 mg/kg, respectivement) puis la 

quantification des composés a été réalisée dans les fluides biologiques. Des 

métabolites issus de réactions de déméthylation sur les molécules parents ont été 

quantifiés dans le sang de rat. Ces métabolites présentent des activités cytotoxiques 

similaires à celles des molécules parents. Le métabolisme implique principalement 

l’enzyme CYP3A. Les imiqualines sont fortement liées à l’albumine plasmatique. Les 

principaux paramètres pharmacocinétiques ont été déterminés (clairance, volume 

de distribution, demi-vie, biodisponibilité par voie intrapéritonéale). Pour la toxicité 

aigüe, la dose létale 50% (DL50), déterminée après administration intraveineuse chez 

le rat, est de 15 et 8 mg/kg pour EAPB0203 et EAPB0503 respectivement. Des études 

de toxicité subaigüe ont été réalisées chez le rat après des administrations répétées 

des composés (EAPB0203 et EAPB0503, 5 et 3 mg/kg respectivement, administrés en 

iv dans la veine de la queue, une fois par jour pendant 5 jours consécutifs). Pour les 

deux molécules, le traitement a été bien toléré sans perte de poids ni diminution de 

consommation de prise de nourriture et d’eau par rapport aux souris témoins. 

Aucune toxicité hématologique ni décès associés aux traitements n’ont été observés. 

L’examen anatomo-pathologique des principaux organes (foie, cœur, cerveau, reins) 

n’a pas révélé d’anomalies. 

 

I.4.3.4! Mécanismes d’action théoriques 

Les Imiqualines sont des analogues structuraux de l’imiquimod. L’imiquimod est une 

molécule tricyclique azotée, de la famille des imidazoquinolines. C’est une molécule 

à activités antivirale et anticancéreuse dont le mécanisme d’action apparait être 

double : direct par apoptose et indirect par stimulation du système immunitaire. 

(200–203).  
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I.4.3.4.1! Effets sur les kinases  

 

 

&'()*+% ;;-% @*61'8% 0?'3J'D'4'63% /)*% )3% !93+8% 0+% ,BT% ['39/+/% !6)*% "#$%&)&(% +4%

"#$%&'&(%YIF*++3'3(%VPLP@$:%

 

EAPB0203 et EAPB0503 ont testé dans un panel de 196 kinases, et n’ont pas 

démontré une grande efficacité sur ces kinases. Néanmoins, certaines tyrosines 

kinases devraient être affectées aux concentrations plus élevée (figure 22). 

 

I.4.3.4.2! Effets sur l’apoptose  

Dans les leucémies/lymphome T de l’adulte (ATLL) HTLV-I positives ou négatives, 

EAPB0203 inhibe la prolifération cellulaire, induisant l’apoptose avec un arrêt de 

cycle cellulaire en G2/M alors que les lymphocytes T normaux ne sont pas affectés. 

Par ailleurs, EAPB0203 inhibe presque entièrement la croissance des cellules ATL 

fraichement isolées à  des concentrations de 1 à 10 µM. Le traitement par EAPB0203 

entraine une diminution des protéines anti-apoptotiques c-IAP-1 et BCL-XL, et 

entraine une perte significative du potentiel de membrane mitochondriale, la 

libération cytoplasmique du cytochrome c, et une induction apoptotique caspase 

dépendante (199). Cependant, la cible cellulaire spécifique de EAPB0203 reste à 

0-1000 nM 
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identifier. Ainsi les mêmes effets ont été observés avec EAPB0503 sur des lignées de 

leucémie myéloïde chronique (CML) (figure 23). EAPB0503 induit l’apoptose sur les 

lignées CML en augmentant la population PreG0 (figure 23A) et en augmentant le 

pourcentage d’ADN fragmenté (figure 23B) (204). 

 

&'()*+%;#%-"#$%&'&(%'30)'4%8?9!6!46/+%/)*%8+/%8'(32+/%F+88)89'*+/%VO.:%

(A) Pourcentage des cellules TUNEL-positives des différents lignées cellulaires CML 

(K562, LAMA, AR230). Les cellules ont été traitées avec EAPB0503 à la dose de 

0.20µM (correspondant à la CI50) et récoltées après 48 ou 72 heures après 

traitement. (B) La coloration par iodure de propidium (PI) et l'analyse du cycle 

cellulaire montrent une augmentation du pourcentage de cellules de LMC en PreG0 

après traitement avec EAPB0503 pendant 48 heures (204).  

 

Dans les cellules de mélanome A375, il a récemment été montré que EAPB0203 et 

EAPB0503 entrainent également un blocage du cycle cellulaire en phase G2/M 

(données en cours de publication). 

 

I.4.3.4.3! Effets sur les tubulines  

EAPB0203 et EAPB0503 inhibent la polymérisation de tubuline purifiée in vitro 

(figure 24) et perturbent le réseau de microtubule in cellulo. Les Imiqualines 

induisent une polymérisation anormale de la tubuline (forme bouclée), différente de 

celle de la colchicine (figure 25). 
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(A) Control (B) EAPB0203 (3.14 µM) (C) EAPB0503 (0.20µM) (D) Colchicine 1µM. 

 

Par ailleurs notre équipe a montré que les Imiqualines inhibent les enzymes 

phosphodiestérases nucléotides cycliques de type 4 (205), entrainant une 

augmentation du taux d’Adénosine Mono Phosphate cyclique (AMPc) intracellulaire 

et que ces composés activent la voie p38 MAPK et inhibent la voie PI3K(206). 

L’objectif de notre projet est de développer des Imiqualines pour le traitement de 

différentes formes de cancer, notamment le mélanome et l’ATLL. Les résultats 

obtenus in vitro et in vivo (efficacité, tolérance, pharmacocinétique) sont 

prometteurs. Le développement de la diversité chimique, l’optimisation de l’activité 

anticancéreuse in vitro et in vivo et la détermination des mécanismes d’action 

directs et/ou indirects sont les objectifs spécifiques de ce projet, l’objectif final étant 

de pouvoir proposer un candidat pour le développement clinique. La recherche des 

cibles moléculaires, pour identifier le ou les mécanismes d’action des Imiqualines, a 

été réalisée par la technique de puce à ADN au cours de cette thèse. C’est l’une des 

techniques moléculaires à grande échelle qui est expliqué dans le chapitre suivant. 
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I.5! Chapitre 5 : puces à ADN et analyse du transcriptome 

 

I.5.1! Les technologies haut débit dans l’étude des cellules tumorales 

I.5.1.1! Introduction 

Depuis la fin des années 1970, où les premiers oncogènes ont été découverts 

(207,208), les techniques d’analyses en biologie moléculaire ont incroyablement 

évolué, notamment en matière de préparation, d’identification et séquençage 

d’ADN, d’ARN et de protéines et de stockage et d’analyse des données.  

A partir des années 1990, les techniques dites « haut débit », ont fait leur apparition. 

Ces technologies permettent de rechercher des variations sur des milliers de gènes 

simultanément et donc de réaliser des études de génome entier. Une vue globale et 

intégrée d’un ensemble complet de molécules biologiques impliquées dans des 

procédés biologiques complexes commence à apparaître. De nouvelles disciplines 

scientifiques à suffixe «–omique» sont en train de se développer (209). La 

génomique structurelle, la transcriptomique et la protéomique sont suivies par la 

métabolomique et l’interactomique entre autres, et à un niveau encore plus élevé de 

complexité, la biologie des systèmes(210). L’étude de la complexité biologique est 

une nouvelle frontière, qui requiert une technologie moléculaire à haut débit, une 

vitesse et une mémoire d’ordinateur élevées, de nouvelles approches à l’analyse des 

données et l’intégration de compétences interdisciplinaires.  

Les «omiques» ouvrent l’ère d’un nouveau défi à la génomique, l’ère post génome,  

et s’inscrivent également comme de nouveaux outils de diagnostics. Ils font de plus, 

grâce aux informations précieuses qu’ils apportent, naître de grands espoirs pour le 

criblage de molécules et l’identification de médicaments. L’étude de l’ensemble de 

ces variations génétiques présente de nombreux intérêts cliniques et constitue la 

base des projets de recherche en génomique à travers, notamment, l’identification 

de nouvelles cibles thérapeutiques, l’identification de biomarqueurs moléculaires 

permettant l’amélioration des méthodes nécessaires au diagnostic, à la prédiction de 

la réponse thérapeutique ou du pronostic.  

En cancérologie l’approche de puce à ADN a permis d’améliorer la classification des 

tumeurs, d’étudier les voies d’oncogenèse (211–213) , d’identifier de nouvelles 

cibles thérapeutiques et de prédire la survie des patients (214–219). Le nouveau défi 

qui est lancé aux biologistes est maintenant le transfert de ces résultats de 

recherche en oncologie biomédicale afin d’améliorer la prise en charge des patients 

atteints de cancer. 
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L’une de ces nouvelles techniques est la puce à ADN, ou microarray (220,221). 

Depuis sa création, la puce à ADN a bien évolué, principalement en termes de taille, 

de résolution et de supports utilisés (membrane de nylon, de verre, de plastique ou 

de silicium), mais le principe sous-jacent est le même. Cette technologie repose sur 

le principe de l’hybridation moléculaire décrite par Southern(222,223) qui est à la 

base du southern blot. Les sondes, choisies pour être spécifiques d’un transcript, 

sont fixées sur la puce, un support solide miniature (Figure 26). Les cibles (ici ARNm), 

sont extraites des cellules tumorales étudiées, marquées puis hybridées sur la puce. 

La détection des cibles hybridées peut se faire par mesure de radioactivité ou de 

fluorescence 
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Dans ce chapitre, nous allons détailler les différentes technologies de puces et 

l’ensemble des altérations qu’il est possible d’étudier au niveau transcriptome. 

 

I.5.1.2! Principe général 

Les méthodes d’analyse des produits de l’expression des gènes, que ce soit les ARN 

(transcriptome) ou, in fine, les protéines (protéome), reposent sur la détection 

d’interactions spécifiques entre deux biomolécules. Le principe de fonctionnement 

des puces à ADN se fonde plus précisément sur la propriété d’hybridation spécifique 

entre deux séquences complémentaires d’acides nucléiques. Le cas de puce à ADN 

s’agit d’un jeu ordonné de plusieurs milliers de séquences d’ADN, ADN 

complémentaire (ADNc) ou oligonucléotides de synthèse, est immobilisé sur une 

surface solide (figure 27). Chaque emplacement de séquence est soigneusement 

annoté (la position xi;yi correspond au gène i). Par la suite, les acides nucléiques à 

étudier, préalablement marqués, sont hybridés sur ce support solide. L’intensité du 

signal au niveau d’une séquence donnée sera proportionnelle à la quantité de gènes 

cibles dans l’échantillon analysé(224). 
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Cette méthode peut être utilisée aussi bien pour quantifier l’expression des gènes 

avec l’ARN comme substrat de départ que pour mesurer le nombre de copies d’un 

gène avec de l’ADN génomique comme substrat. Les principes et les méthodes 

d’analyse restent globalement les mêmes, seuls les produits immobilisés et les 

produits cibles varient. Dans ce chapitre, nous nous limiterons à la description des 

puces qui permettent l’analyse du transcriptome, c’est-à-dire les puces sur lesquelles 

des séquences ciblant spécifiquement les transcrits sont immobilisées sur le support 

solide et où l’échantillon à analyser est de l’ARN purifié. 

 

Dans la littérature, le terme de « sonde » désigne soit les séquences immobilisées 

sur le support solide, soit les ARNm marqués. Dans ce chapitre, ce terme de sonde 

désignera la séquence immobilisée sur le support solide et le terme de « cible » 

l’ARNm marqué dans l’échantillon testé. Enfin, et bien que le terme de « puce à ADN 

» désigne essentiellement une technique, il est important d’aborder plusieurs 

notions indispensables pour organiser et interpréter les données obtenues. 

L’utilisation des puces à ADN peut être déclinée en trois phases (figure 28) : 

— la phase pré-analytique qui inclue la fabrication ou le choix du type de 

technologie, la conception de l’expérience, le choix des références, la préparation et 

le contrôle de qualité des échantillons ; 
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— la phase analytique qui correspond au marquage des échantillons (ou sondes), à 

leur hybridation, à l’acquisition et à l’analyse des images ; 

— la phase post-analytique qui comprend la normalisation des données, le recueil 

des résultats dans des bases de données, l’analyse biostatistique et l’interprétation 

de ces données.  
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I.5.1.3! Les différents types de puce à ADN 

On distingue deux grands types de puces à ADN : les puces par dépôt et les puces à 

oligonucléotides synthétisés in situ (Figure 29). Parmi ces 2 types de puces, on peut 

ensuite différencier celles qui permettent d’analyser deux échantillons co-hybridés 

(et sont donc des puces à deux canaux de fluorescence) et celles à un seul canal où 

un échantillon à la fois peut être analysé. 



81 
 

&'()*+% ;B% -% @*'3F'!+/% 0+/% D'6!)F+/% l% 06)D8+% F6)8+)*% m% +4% l% /'5!8+% F6)8+)*% m%

YM11E5+4*'c$Y;;K$:%

Double couleur : les deux populations de cellules, par exemple malades et normales, 

sont isolées, l'ARN est extrait, l’ADNc préparé puis une transcription in vitro (IVT) 

avec Cy3 (vert) ou Cy5 (rouge) est réalisée pour marquer les ARNc. Les deux 

échantillons d'ARNc marqués sont mélangés de façon stoechiométrique et hybridés 

sur un ensemble de lame de verre. La lame est balayée par un laser, puis chaque spot 

de l’image est analysé par ordinateur pour donner des intensités signal. Simple 

couleur (exemple des biopuces Affymetrix) : une seule population de cellule est 

utilisée comme matière de départ. L'ARN total est extrait et l'ADNc est préparé. 

L'ADNc est utilisé dans une réaction d'IVT pour générer de l’ARNc biotinylé. Après 

fragmentation, cet ARNc est hybridé à une biopuce, qui est ensuite lavée et incubée 

avec un conjugué streptavidine - phycoérythrine (PE), et ensuite scannée par un laser.  
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I.5.1.3.1! Les puces à ADN par dépôt 

Les sondes présentes sur ces puces peuvent être des oligonucléotides, des cDNA ou 

encore des fragments de PCR qui correspondent aux cibles d’intérêt. Les sondes sont 

synthétisées avant d’être déposées sur le support puis y sont fixées. La grille de 

sondes ainsi obtenue est prête à être hybridée avec les ADNc des cibles extraites des 

échantillons à étudier. L’expérience consiste à réaliser une hybridation compétitive 

(Figure 29) entre les sondes de la puce et les cibles de deux conditions différentes, 

marquées avec deux fluorochromes distincts (usuellement la cyanine 3 qui émet 

dans le vert et la cyanine 5 qui émet dans le rouge). Après lavage pour éliminer les 

cibles non hybridées, la puce est scannée deux fois pour mesurer les intensités de 

fluorescence pendant qu’un laser excite spécifiquement les deux fluorochromes 

dans leur longueur d’onde d’excitation. Les intensités de fluorescences associées à 

chaque sonde sont transformées en valeur numérique. Le rapport des intensités 

pour chaque sonde correspond au signal relatif des deux conditions entre elles afin 

d’identifier les gènes sur ou sous-exprimés(225) par rapport à la condition de 

référence. 

 

I.5.1.3.2! Les puces à ADN à oligonucléotides synthétisés in situ 

Le terme oligonucléotides synthétisés in situ fait référence à la technique de 

fabrication de ces puces. En effet, ici les sondes sont produites directement sur le 

support solide de la puce. Les méthodes de synthèse et la longueur des sondes 

varient selon les fabricants. Les sondes peuvent être longues (environ 60-mer pour 

les puces Agilent) ou plus courtes (25-mer pour les puces Affymetrix ; figure 30). Plus 

les sondes sont longues plus elles sont spécifiques d’un gène cible, plus les sondes 

sont courtes plus la densité de couverture est importante sur la puce et plus le coût 

de fabrication est moindre. La précision avec laquelle les sondes sont fixées sur le 

support permet de s’affranchir de la variabilité de la quantité de sondes déposées.  

Avec cette technologie, un seul échantillon marqué est déposé par puce et la lecture 

de l’intensité de fluorescence par un scanner est directement liée à la quantité de 

cibles présentes dans l’échantillon qui s’hybrident avec les sondes. Cependant cette 

mesure ne révèle pas une quantité absolue des cibles mais plutôt une quantité 

relative qu’il faut comparer aux autres gènes et autres conditions de l’expérience 

(Figure 29). 

Un des plus gros avantage de cette technologie, mis à part la résolution, est la très 

bonne reproductibilité(226). De plus, un échantillon aberrant ne peut affecter la 

totalité des données brutes de l’expérience puisqu’il ne sera pas co-hybridé sur une 

puce. Il suffira de le supprimer de l’analyse. En termes de limite, comparé aux puces 

à deux canaux de fluorescence, deux fois plus de puces sont nécessaires pour 

comparer des échantillons dans une expérience. 
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Source http://www.stemcore.ca/services/microarrays 

 

I.5.1.3.3! Système de détection 

La fluorescence est la méthode la plus répandue car elle présente une bonne 

sensibilité de détection du signal, tout en étant facile et non contraignante à 

manipuler, contrairement à la radioactivité. Deux types d’approches sont envisagés 

en fonction de l’utilisation d’un ou de deux marqueurs : 

— l’approche à deux marqueurs fluorescents, dite double marquage (dual-channel) 

permet d’hybrider compétitivement deux échantillons (par exemple, tissu normal 

versus tissu tumoral) (figure 31A). Cette approche a été utilisée dès les premières 

expériences sur lame de verre. Elle limite les variations expérimentales puisque 

chaque échantillon est comparé à une même référence. Les résultats obtenus ne 

sont pas des intensités d’hybridation mais des rapports d’expression entre deux 

échantillons (ou avec une référence). Cette approche est beaucoup plus sensible 

pour des comparaisons directes, mais reste limitée pour comparer des projets ayant 

des références différentes. Il existe généralement un biais lié à l’incorporation de 

marqueurs différents, mais celui-ci peut être compensé par une hybridation avec 

inversion des marqueurs ou dye-swap. Cette stratégie de double marquage est 

utilisée pour la plupart des puces de fabrication « maison » et par de nombreux 

constructeurs ; 

— dans l’approche à un seul marqueur, dite simple marquage (one-channel), le 

signal (intensité) est proportionnel à l’expression du gène correspondant (figure 

31B). Ce signal est généralement normalisé soit par rapport au bruit de fond de la 

puce, soit par rapport à un étalon interne ou encore par rapport à des gènes de 

référence. Les puces produites par Affymetrix ou Applied Biosystems, par exemple, 

utilisent une stratégie de simple marquage mais c’est également le cas des 
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méthodes utilisant un marquage radioactif. En théorie, ces méthodes permettent de 

mesurer l’expression de chaque gène dans un échantillon, puis de comparer les 

échantillons entre eux. C’est une stratégie puissante pour comparer des échantillons 

issus d’origine et de projets différents. Cependant, la variabilité entre deux 

expériences peut être importante et limiter ainsi la puissance de comparaison 

d’échantillons appariés(228).  
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I.5.1.4! Préparation des échantillons, amplification, marquage et hybridation des 

cibles (228,229)  

I.5.1.4.1! Préparation des échantillons d’acides nucléiques 

Pour l’étude du transcriptome, l’ARN doit tout d’abord être purifié afin de limiter la 

contamination par l’ADN génomique, les protéines et les débris cellulaires qui 

peuvent perturber les différentes étapes enzymatiques d’amplification ou de 

marquage ainsi que l’hybridation. Le contrôle de qualité des échantillons est la 

dernière étape pré-analytique et doit inclure une quantification précise (absorbance 

à 260 nm) et une mesure de pureté (ratio absorbance 260 nm/280 nm supérieur à 

1,8). Les conditions de manipulation liées au recueil de l’échantillon peuvent 

modifier le profil transcriptionnel d’un échantillon, par exemple au cours de 

l’exérèse d’une tumeur, les processus de nécrose, de coagulation et d’hypoxie. En 

conclusion, l’étape pré-analytique est une étape essentielle qui conditionne la 

qualité des résultats. 
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I.5.1.4.2! Amplification et marquage des cibles 

En règle générale, 1 à 5 μg d’ARN total sont suffisants. Le marquage des cibles peut 

être réalisé directement lors de la réaction de transcription inverse (reverse 

transcription ou RT) par incorporation de cytosine marquée (fluorescence ou 

radioactivité) dans les acides nucléiques néosynthétisés. Cependant, ce type de 

marquage nécessite une quantité de matériel de départ importante. Le protocole 

d’amplification linéaire ou transcription in vitro (IVT) en deux étapes permet de 

réduire la quantité d’ARN. La première étape est une RT utilisant des amorces 

spécifiques des ARNm (oligo-dT) ayant un site promoteur pour une T7 ARN 

polymérase. La deuxième étape permet la néosynthèse d’ARN complémentaire 

(ARNc) par la T7 ARN polymérase à partir de l’ADN complémentaire double brin. En 

effet, en fonction de leur encombrement stérique, la transcriptase inverse incorpore 

avec une efficacité variable les différents fluorophores, typiquement les cytosines 

comportant une cyanine 3 (Cy3) ou une cyanine 5 (Cy5). Bien que moins important, 

ce biais existe aussi avec la T7 ARN polymérase. Il pourra alors être compensé par 

une double hybridation avec inversion des marqueurs dye-swap. Le dye-swap 

correspond à la réalisation d’un duplicata d’hybridation mais en inversant les 

fluorophores. Si le différentiel de fluorescence (ratio Cy5/Cy3 < ou > 1) n’est présent 

que dans l’une des deux hybridations, il est dû au biais de marquage. Le marquage 

peut aussi être effectué après l’amplification en incorporant un nucléotide biotinylé 

qui sera ensuite marqué via l’interaction avec une streptavidine. Cette méthode peut 

aussi être utilisée pour du marquage simple. 

 

I.5.1.4.3! Hybridation et lavage 

Durant l’hybridation, chaque cible se lie spécifiquement à sa sonde complémentaire. 

Les paramètres essentiels pour limiter toute hybridation non spécifique sont la 

durée d’hybridation, la température, la stringence du tampon, la concentration de la 

sonde, l’encombrement stérique des sondes, la densité des dépôts et la séquence 

des sondes. L’hybridation est généralement réalisée sous agitation à 60 °C, pendant 

10 à 17 heures, dans un tampon de haute stringence, afin d’éliminer toute fixation 

non spécifique. Pour les puces à oligonucléotides, les cibles sont préalablement 

fragmentées chimiquement pour être compatibles avec la taille des sondes. 

Le lavage des puces permet d’éliminer toutes les cibles non hybridées ou hybridées 

non spécifiquement, visant à éliminer les nombreux signaux ou taches non 

spécifiques. Le lavage consiste en une immersion dans une série de tampons. 

Plusieurs protocoles automatisés existent pour cette étape. D’une façon générale, 

ces étapes sont assez simples à réaliser mais nécessitent une attention particulière 

avec de nombreux points de contrôle afin d’éviter tout biais dans la synthèse des 

sondes, l’incorporation des marqueurs ou la présence de taches et de bruit de fond 

altérant la sensibilité et la reproductibilité des expériences, donc des résultats. 
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I.5.1.5! Analyse bio-informatique et biostatistique 

La bio-informatique et la biostatistique sont des outils indispensables pour le 

traitement et l’analyse des milliers de données générées par les puces à ADN. 

 

I.5.1.5.1! Acquisition des images 

L’acquisition des images est réalisée avec des scanners de haute précision, adaptés 

aux marqueurs utilisés. Pour le marquage fluorescent, cas le plus fréquent, l’image 

est acquise avec un scanner à laser confocal dont le pouvoir résolutif est compris 

entre 5 et 10 μm. La taille d’une zone (spot ou feature), où est hybridée une sonde 

donnée, mesure environ 100 μm (18 à 11 μm pour les puces Affymetrix). L’intensité 

du signal de fluorescence pour chaque couple gène/sonde est proportionnelle à 

l’intensité d’hybridation, donc à l’expression du gène ciblé. 

 

I.5.1.5.2! Normalisation, filtrage et représentation des données 

À ce stade, les résultats sont représentés sous la forme d’un tableau comportant 

autant de lignes que de sondes (plusieurs dizaines de milliers pour les puces 

pangénomiques) et autant de colonnes que d’échantillons à analyser (de 2 à 

plusieurs centaines). Deux paramètres sont associés à chaque sonde : la valeur 

d’intensité ou de ratio (souvent sous forme logarithmique, dite « log-ratio », 

représentant l’expression ou le différentiel d’expression) et la valeur de p-value 

donnant la significativité statistique du signal par rapport au bruit de fond et la 

significativité du ratio entre les deux marqueurs ou de l’algorithme PM/MM. 

 

Avant d’être analysés, les résultats sont généralement « normalisés ». La 

normalisation permet de gommer les différences entre les diverses puces liées aux 

variations de quantité de départ, aux biais de marquage ou d’hybridation, aux 

variations de bruit de fond, etc. Transformer le fichier brut en fichier de données, et 

normaliser les données. Deux types de logiciels peuvent être utilisés(230): les 

logiciels dédiés (Microarray Suite version 5.0 (MAS5) pour les biopuces Affymetrix 

pangénomiques), et les logiciels institutionnels pouvant exploiter les données issus 

de nombreuses biopuces (Robust Multi-array Average (RMA) étant le plus utilisé). 

Ces deux logiciels se basent sur des algorithmes différents et fournissent des 

résultats substantiellement différents. R est un outil d’analyses statistiques et 

graphiques qui possède son propre langage de programmation. Ce logiciel, gratuit et 

open-source, offre de nombreuses possibilités d’analyses et de développement. R et 

sa suite BioConductor qui utilise la méthode RMA, dédiée aux méthodes d’analyse 

des données de génomiques, sont actuellement les outils les plus utilisés pour le 

développement de procédures mathématiques et statistiques en génomique. 

D’autre exemple des logiciels, comme Microsoft Excel®, Matlab® ou R15(231) sont 

aussi utilise. Les principaux avantages de ces logiciels sont leur souplesse et leur 
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interopérabilité avec d’autres outils informatiques comme les banques et les bases 

de données accessibles sur le Web. Ils offrent ainsi de nombreuses possibilités 

d’analyses avec une perspective d’intégration des diverses sources de données pour 

une meilleure interprétation. Néanmoins, aucun algorithme n’a pu démontrer sa 

supériorité et même, de nombreuses méthodes permettent de normaliser ces 

données, mais aucune n’est optimale, et leur choix dépend essentiellement du type 

de puce utilisé et du biais attendu ou observé(232,233).  

Les listes de gènes sont ensuite filtrées afin d’éliminer les résultats les moins fiables. 

Cette procédure permet généralement de soustraire tous les gènes ayant une faible 

variation, dont l’intensité est trop proche du bruit de fond ou pour lesquels on 

suspecte une hybridation non spécifique. Les critères les plus fréquemment utilisés 

sont un niveau de variation (fold-change) supérieur à 2 fois et une p value associée 

aux spots inférieure à 0,01. La normalisation, le filtrage ou toute autre 

transformation doivent cependant être utilisés avec prudence car ils peuvent 

introduire un biais et avoir un effet non négligeable sur l’interprétation des résultats.   
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A) Traitement de l’image. B) Analyse statistique des résultats (234) 
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Une fois normalisées, filtrées et transformées, les valeurs sont regroupées sous 

forme de matrice avec une ligne par couple gène/sonde et une colonne par 

échantillon, dont la lecture est souvent difficile. Afin de faciliter leur représentation 

et de permettre une vision globale de l’ensemble des résultats, M. Eisen a proposé 

une méthode de visualisation qui repose sur le remplacement des valeurs par des 

couleurs variant sur une échelle d’intensité allant le plus souvent du vert (faible 

expression) au rouge (forte expression) en passant par le noir (expression moyenne) 

(figure 32). Cependant, n’importe quelle couleur peut être utilisée (rouge et jaune, 

rose et bleu…). Cette représentation permet de faciliter la représentation des 

regroupements de gènes et/ou d’échantillons ayant des comportements similaires 

(co-expression) après l’analyse statistique. 

 

I.5.1.5.3! Analyse biostatistique des données d’expression génique 

I.5.1.5.3.1! La biostatistique dès l’étape pré-analytique 

Les expériences de micro-array fournissent une quantité considérable de données 

(plusieurs milliers de résultats par échantillon) dont le traitement et l’interprétation 

sont complexes et la puissance statistique très variable en fonction de l’analyse 

réalisée. Par exemple, dans une comparaison directe de deux échantillons avec une 

puce comportant 10 000 sondes et un seuil de signification fixé à 95 % (p < 0,05), 500 

gènes seront retenus comme présentant une variation d’expression significative 

alors que leur variation sera uniquement due au hasard.  

Le plan de l’étude doit prendre en compte les variabilités analytique et biologique 

des échantillons. Le choix d’un échantillon de référence est également crucial. 

Plusieurs choix sont possibles : comparer un échantillon d’un tissu « pathologique » 

à celui d’un tissu « non pathologique » (ou traité versus non traité), comparer 

chaque échantillon à un pool de tous les échantillons, utiliser des pools de lignées 

cellulaires (« maisons » ou commerciaux). En fait, aucune solution n’est idéale. 

L’échantillon de référence doit toujours être établi en fonction de la technologie 

utilisée et de la question posée(235). 

 

I.5.1.5.3.2! La biostatistique en post-analytique 

L’étape de normalisation permet de rendre les différentes expériences comparables 

et le filtrage d’éviter de se noyer dans la masse considérable de données. L’analyse 

biostatistique permet de regrouper les gènes et/ou échantillons en fonction de leur 

profil d’expression ou d’identifier les gènes dont l’expression est la plus modifiée 

entre deux types d’échantillons. Deux grands types d’analyses sont possibles : 
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I.5.1.5.3.2.1! Les approches non supervisées 

Les approches non supervisées, ou analyses de classes (cluster analysis) sont des 

méthodes qui visent à regrouper les gènes et/ou les échantillons en fonction de leur 

ressemblance. Dans ce type d’analyse, les groupes préalablement connus (type 

histologique, données cliniques…) ne sont pas pris en compte dans l’algorithme 

servant à classer les échantillons. Les deux mesures les plus fréquemment utilisées 

pour déterminer la similarité/proximité entre deux gènes/échantillons sont la 

distance euclidienne et le coefficient de corrélation de Pearson. Différents 

algorithmes sont ensuite utilisés pour déterminer les groupes comme la classification 

hiérarchique, la classification par les nuées dynamiques (K-means), les cartes de 

Kohonen (self organizing map ou SOM). Les gènes co-exprimés ou co-réprimés sont 

regroupés dans une même classe et les échantillons co-exprimant ou co-réprimant 

les mêmes gènes sont également regroupés dans une même classe. Ces méthodes 

sont utilisées quand aucune information préliminaire n’est disponible sur les groupes 

d’échantillons ou pour analyser les profils moléculaires indépendamment de ces 

informations. Suivant l’algorithme utilisé, on peut ou non choisir le nombre de 

classes. Ce type d’approche est adapté à l’identification de nouvelles classes 

moléculaires ou de gènes régulant une même voie biologique. Le principe de ces 

analyses est fondé sur l’existence de réseaux géniques où les regroupements 

fonctionnels sont souvent associés à des mécanismes de co-régulation. Toutefois, 

déterminer l’implication ou la pertinence d’un tel groupe dans un contexte clinique 

ou biologique nécessite une grande expertise. Toute découverte de nouvelle classe 

demande une validation indépendante(236,237). 

 

I.5.1.5.3.2.2! Les approches supervisées 

Les approches supervisées, ou analyses discriminantes de classes ou prédictions de 

classes, sont des méthodes qui permettent d’identifier les gènes exprimés 

différemment entre plusieurs groupes d’échantillons prédéfinis, comme par exemple 

des tumeurs de bon pronostic et des tumeurs de mauvais pronostic. Les différents 

algorithmes utilisés sont complexes pour les non-initiés. De plus, aucune méthode 

ne fait l’unanimité et chaque auteur tend à démontrer la supériorité de sa méthode 

et les points faibles des autres. Les tests utilisés les plus simples sont fondés sur le 

test de Student afin de comparer deux classes et l’analyse de variance pour 

comparer un nombre plus important de classes. Ce type d’analyse nécessite à la fois 

une bonne annotation des échantillons pour pouvoir déterminer correctement les 

classes ou comparer les survies et un effectif important pour établir une signature 

moléculaire statistiquement valide avec un nombre limité de faux positifs(238). 

Cependant, dans la plupart des cas, plus de deux conditions sont testées et une 

analyse de la variance est nécessaire(239). Dans certains cas, un test non 

paramétrique doit être utilisé. Par ailleurs, l’utilisation d’algorithmes plus complexes, 
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tel que la méthode Rank Difference Analysis of Microarrays (RDAM) intégrant la 

sensibilité du test et le false discovery rate (FDR), permet d’extrapoler des données 

et ainsi de sortir les différences significatives d’expression du bruit de fond des 

signaux(240). 

 

I.5.1.5.3.2.3! Les enrichissements fonctionnels  

Les approches fonctionnelles visent à déterminer les fonctions biologiques les plus 

représentées dans un profil d’expression. Ce type d’analyse peut être appliqué 

directement sur les données normalisées/filtrées ou sur les listes de gènes 

sélectionnés par les méthodes citées ci-dessus. À partir des fonctions répertoriées 

pour chaque gène dans les banques de données publiques telles : Gene 

Ontology(GO)(241). GO est issu du principal consortium international pour 

l’intégration des connaissances en génétique et biologie. Les données de GO sont 

des « termes », c’est-à-dire des groupes de gènes définis par leur appartenance à 

une fonction biologique. GO est le reflet de la complexité du vivant : cette base de 

connaissances comporte trois bases de données (biological processes, molecular 

functions et cellular components), chaque base de données hiérarchise les termes 

selon 12 niveaux du plus général au plus particulier. Les données contenues dans GO 

présentent donc un taux élevé de chevauchement ce qui rend difficile le 

questionnement « gène-à-gène » de cette base de connaissances. C’est pourtant la 

façon dont procèdent un grand nombre d’algorithmes contenus dans les logiciels 

dédiés à l’interrogation de GO (comme FatiGO(242)). Pour réellement tirer parti du 

nombre d’informations contenues dans GO des algorithmes plus complexes basés 

sur des approches mathématiques bayésiennes doivent être utilisés (par exemple 

l’algorithme model-based gene set analysis, MGSA(243), du logiciel 

Ontologizer(244)). Le logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA) est une alternative à 

l’utilisation de GO. La force de ce logiciel réside dans ses multiples bases de données 

internes et dans la puissance des algorithmes mathématiques utilisés. Dans la 

littérature, il est possible de regrouper les gènes par grandes fonctions et de 

déterminer si ces fonctions sont plus représentées dans une signature moléculaire 

que ne le voudrait le hasard. Ce type d’analyse est de plus en plus utilisé pour 

étudier l’effet biologique d’un médicament ou d’une anomalie moléculaire. 

 

I.5.1.5.3.2.3.1! Exemples de bases de données  

Bases de données de séquences de nucléotide primaire, bases de données Meta, 

bases de données génomiques, bases de données protéomiques, bases de données 

de fonction de la protéines et de la voie métaboliques (KEGG PATHWAY, Reactome 

Navigable map), bases d'ARN, protéine-protéine et d'autres interactions 
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moléculaires (STRING), et bases de données de la voie de transduction du signal 

(Signal Link, WikiPathways) (245). 

 

I.5.1.5.3.2.3.2! Serveur Web 

Des serveurs Web gratuits ont été utilisés en plus pour amener des nouvelles 

informations en améliorant la présentation des différents data obtenues comme ; 

REVIGO (REduce and VIsualise les termes GO)(246) est un serveur Web qui résume 

une longue liste de termes GO incompréhensibles par trouver un sous-ensemble 

représentatif des termes en utilisant un algorithme de clustering simple qui repose 

sur des mesures de similarité sémantique. Ainsi la méthode définie par 

Resnik(247)pour calculer la similarité sémantique de deux termes GO, Resnik utilise 

la valeur du niveau d'information du plus proche parent commun aux deux termes. 

GeneMANIA a permis de mettre en évidence, via la fonctionnalité « génération des 

réseaux et analyse fonctionnelle », des réseaux intermoléculaires à partir de gènes 

différemment exprimés (soit surexprimés soit sous exprimés) entre les traitements 

étudiés, et de les associer à leurs fonctions. 

PATHAW LINKER identifie et visualise le premier réseau voisin inter acteur des 

protéines interrogés, analyse les adhésions de la voie de signalisation des protéines 

dans ce sous-réseau, et fournit des liens vers d'autres ressources en ligne. La 

recherche biomédicale est souvent axée sur la modification des fonctions des 

protéines sélectionnées. Ces changements peuvent perturber les voies de 

signalisation de façon inattendue et non spécifiquement affecter plusieurs processus 

cellulaires. Pathway Linker peut aider travaux expérimentaux en liant les protéines 

interrogée pour les voies de signalisation par la protéine-protéine et / ou des 

interactions génétiques. 

 

I.5.2! Conclusion 

L’établissement de signatures moléculaires, fondées sur les puces à ADN, offre de 

nombreux espoirs pour améliorer les outils diagnostiques et les thérapeutiques 

ciblées. De plus en plus d’essais cliniques incluent des projets utilisant des puces à 

ADN pour identifier des profils d’expression spécifiques des pathologies étudiées, 

des signatures prédisant la sensibilité à un médicament, de nouvelles cibles 

thérapeutiques ou de nouveaux biomarqueurs. Cependant, le coût et la réalisation 

pratique de ces méthodes constituent encore des freins importants pour leur 

utilisation en biologie médicale. 

Dans les années à venir, l’enjeu le plus important sera la standardisation des 

différentes technologies disponibles et des méthodes d’analyse afin de permettre la 
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comparaison des résultats, en accord certainement avec les normes déjà établies par 

la Microarray Gene Expression Data Society, ou encore la formation de consortiums 

internationaux visant à valider, par des études prospectives, les premiers résultats 

obtenus dans des études rétrospectives. Une fois validés, il est fortement probable 

que les profils d’expression, les combinaisons de marqueurs génotypiques ou 

d’autres biomarqueurs identifiés grâce à ces méthodes à haut débit, trouveront leur 

place dans la pratique quotidienne de la biologie médicale sous forme de puces à 

ADN, mais aussi de tests plus simples et peut-être mieux adaptés à la routine, 

comme la PCR ou la détection par immunohistocytochimie ou par dosage ELISA des 

protéines correspondantes. 

Dans cette thèse, une étude transcriptomique par miccroarrays a été réalisée pour 

chercher le(s) mécanisme(s) d’action des imiqualines.  
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II.! Objectifs de la thèse 
 

A ce jour, de nouvelles perspectives pour les patients atteints de mélanomes malins 

existent grâce au développement de nouvelles thérapies ciblées et 

d'immunothérapie. Bien que l’arsenal thérapeutique soit en pleine expansion, le 

pronostic de ce cancer demeure très sombre et le mélanome métastatique reste un 

défi thérapeutique. 

Dans le cas des lymphomes, les thérapeutiques mises en place ne permettent pas 

encore de guérir ces maladies et leur gravité impose, de ce fait l’élaboration de 

nouveaux traitements efficaces. 

Dans ce contexte, les dérivés imidazoquinoxalines sur lesquels j’ai travaillé sont 

développés en collaboration entre l’Université de Montpellier, l’Université libanaise 

et l’Université Américaine de Beyrouth. Ils constituent une nouvelle série de 

composés, au mode d’action innovant (cytotoxique direct par apoptose, susceptible, 

comme pour l’imiquimod, d’être doublé d’un effet de stimulation du système 

immunitaire), particulièrement prometteuse en chimiothérapie anticancéreuse du 

mélanome et du lymphome.  

Dans ma thèse il y a quatre objectifs à réaliser qui seront divisés en quatre parties. 

·! Partie 1- Criblage et tubuline 

·! Partie 2 : Analyse transcriptomique 

·! Partie 3 : Validation biologique du mécanisme d’action 

·! Partie 4 : Formulation galénique 

Dans la première partie, une étude de l’activité cytotoxique in vitro de nouveaux 

composés synthétisés sur la lignée cellulaire A375 de mélanome et sur d’autres 

lignées cellulaires (lymphomes, le colon et le sein) a été réalisée. 

Ces nouveaux composés sont tous des dérivés de la série imidazo[1,2-a]quinoxaline, 

synthétisés par l’équipe d’oncopharmacochimie et pharmacotoxicologie cutanée de 

l’IBMM UMR5247. 

Dans la deuxième partie, une analyse transcriptomique a été réalisée en vue de 

mettre en évidence l’originalité du mécanisme d’action (étude 1) et puis d’identifier 

ce mécanisme d’action (étude 2).  

Dans la troisième partie, nous avons cherché à valider in vitro nos hypothèses 

mécanistiques obtenues in silico.  
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Dans la quatrième partie, une formulation galénique a été créé par notre laboratoire 

en collaboration avec l’Institut Gerhardt afin d’étudier l’activité in vivo sur différents 

modèles murins.   
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III.! Matériels et méthodes 
Cette partie va présenter les différentes technologies mises à contribution dans nos 

travaux. 

 

III.1!Composés chimiques, anticancéreux de référence et 

nanocapsules 

L’ensemble des imiqualines, la molécule leader EAPB0503 (1-(3-méthoxyphényl)-N-

méthylimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-amine) et les 13 autres composés EAPB utilisés, 

ont été synthétisés par notre laboratoire, comme décrit par Deleuze-Masquefa et 

al(196). Toutes les solutions des composés chimiques et des anticancéreux de 

référence utilisées dans cette étude ont été préparés dans des conditions stériles, 

dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) (Sigma-Aldrich). La concentration finale de DMSO 

dans la culture cellulaire ne dépasse pas 0,1%. Les solutions mères des composés 

sont préparées dans le DMSO à 0,01 M et sont stockées à -80° C (les molécules 

restent stables durant 6 mois). Les molécules d’arsenic et d’interféron ont 

aimablement été fournies par le Dr.El Haj du laboratoire des traitements ciblés des 

leucémies et des lymphomes du laboratoire du Pr.Bazarbachi de l’Université 

Américaine de Beyrouth. Tous les autres composés proviennent de Sigma-Aldrich 

(France) sauf le vémurafénib qui provient de Selleck Chemicals. Les nanocapsules 

utilisées dans cette thèse ont été préparées par Adrien Chouchou, doctorant en 

première année de thèse au laboratoire, en collaboration avec les Dr Sylvie Bégu et 

Dr Anne Aubert de l’équipe MACS (Institut Charles Gerhardt - UMR 5253). Deux 

types de nanocapsules ont été utilisés, les nanocapsules blanches, ne contenant pas 

de molécules à tester (NCB1), et les nanocapsules contenant EAPB0503 (NC6). 

 

III.2!Lignées cellulaires utilisées 

Les lignées cellulaires utilisées pour les tests de cytotoxicité de nos molécules sont 

trois lignées adhérentes et une lignée non adhérente (en suspension). 

III.2.1!Les Lignées cellulaires adhérents 
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III.2.1.1!La lignée de mélanome humain A375 
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Cette lignée (figure 33) est un modèle cellulaire classique de mélanome malin 

humaine(248). Elle exprime la mutation BRAF V600E, rendant la kinase BRAF 

constitutivement active. L’ensemble des altérations moléculaires exprimées par 

cette lignée est répertorié dans la base de données du Broad Institute CCLE (cancer 

cell line encyclopedia).  

 

III.2.1.2!La lignée de carcinome de colon LS174T 
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C’est une lignée cellulaire humaine d’adénocarcinome colorectal de forme 

épithéliale (figure 34). Elle est positive pour l'expression de c-myc, N-myc, H-ras, N-

ras, Myb, et Fos oncogènes(249). 
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III.2.1.3!La lignée de cancer de sein MCF7 
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La lignée MCF7 est une lignée cellulaire humaine (figure 35) d’adénocarcinome de la 

glande mammaire, du sein. Elle est de type épithélial dérivé à partir du site 

métastatique d’effusion pleurale. La lignée MCF7 conserve plusieurs caractéristiques 

de l'épithélium mammaire différencié y compris la capacité à traiter par l’œstradiol  

à l'intermédiaire des récepteurs cytoplasmiques d'œstrogènes et de la capacité de 

former des dômes. Les cellules expriment l'oncogène Wnt7b(250). 

 

III.2.2!La lignée non adhérent (en suspension) de lymphome T, HUT102 
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C’est une lignée cellulaire de lymphome T de l’adulte (ATLL), de type lymphocyte T 

cutané (figure 36). Ces cellules sont en suspension et extraites à partir du sang 

périphérique. Elles expriment l’antigène CD4 et le gène HTLV-1 (human T cell 

leukemia virus de type 1).  

 

III.2.3!Entretien des cellules 

La solution utilisée comme milieu de culture et milieu  de dilution des produits à 

tester est le RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) (LONZA) ou le 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), suivant la lignée cellulaire. Les 

cellules sont cultivées a 37°C sous 5% de CO2 dans du milieu DMEM standard  
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contenant 4,5 g/l de glucose (Lonza, France), 10% de sérum de veau fœtal (SVF), 1% 

de L-glutamine (200 mM) et 1% d’un mélange de pénicilline (5000 U/ml) 

streptomycine (5000 U/ml). Toutes les lignées cellulaires adhérentes ont été 

cultivées en DMEM et sauf les HUT102. 

Les cultures sont repiquées deux fois par semaine. 

 

III.3!Tests in vitro 

Plusieurs tests ont été fait in vitro sur des lignées cellulaires humaines ou sur des 

tubulines purifiés porcines et in vivo sur des souris SCID transgéniques. 

III.3.1!Test de viabilité 

Les deux tests de viabilité qui sont utilisés dans mes travaux sont le test au rouge 

neutre et le test au MTT. 

 

III.3.1.1!Test  au rouge neutre 

Ce test, qui utilise la capacité des cellules vivantes à incorporer le rouge neutre dans 

leurs lysosomes, fournit une estimation quantitative du nombre de cellules vivantes. 

Le colorant fixe dans les cellules est extrait par une solution d’éthanol acidifiée, et la 

mesure de l’absorbance de la solution obtenue permet d’évaluer le nombre de 

cellules vivantes. 

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits (5000-20000 cellules/puits) 

suivant la nature de la lignée cellulaire et incubées à 37°C pendant 24h. Les cellules 

sont ensuite exposées à des concentrations croissantes d’anticancéreux et de nos 

drogues EAPB pendant 72 heures dans du milieu DMEM (5% SVF sans antibiotique). 

Apres 72 heures de traitement la révélation est réalisée ensuite selon les étapes 

suivantes : le milieu de culture est remplacé par une solution de rouge neutre (50 

μg/ml de DMEM) pendant 3 heures à 37°C. Les cellules sont lavées au PBS et le 

rouge neutre est extrait par une solution de désorption (1% d’acide acétique, 50% 

d’éthanol (95%), 49% d’eau) (v/v). L’absorbance ou Densité Optique (DO) de la 

solution est enfin mesurée par spectrophotométrie à 540 nm dans le lecteur de 

plaques Labsystems Multiskan MSR. Des moyennes d’absorbance sont ainsi établies 

pour chaque groupe de puits et comparées à celle du groupe témoin (non traité), ce 

qui permet d’exprimer la viabilité de chaque groupe de cellules en pourcentage 

relativement à la viabilité des cellules témoins (DO traite / DO témoin × 100). Les 

données ont été ont été traitées à l’aide du logiciel GraphPad Prism pour calculer les 

CI50. Chaque condition a été répétée 3 fois au minimum et les écarts types ont été 

calculés.  
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III.3.1.2!Test au MTT 

La viabilité cellulaire est mise en évidence par un test colorimétrique basé sur la 

capacité des cellules vivantes à réduire le MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) en cristaux de formazan bleu. Ce test suit les étapes 

que le test au rouge neutre sauf pour la dernière étape de révélation. Après 72 

heures du traitement 20 μl de MTT à 5 mg/ml sont ajoutés dans chaque puits. Après 

3h d’incubation, la solution de MTT a été retirée et directement remplacée (sans 

lavage) par de mélange propan-2-ol/acide chlorhydrique 1N (96:4) (100μl)  de 

dissoudre les cristaux formés. L’absorbance a été mesurée à 540 nm sur un 

spectrophotomètre Labsystems Multiskan. L’absorbance est proportionnelle à 

l’intensité de la coloration, c’est à dire au nombre de cellules vivantes.  

 

III.3.2!Test de polymérisation de tubuline 

Cette partie est bien détailler dans l’article Zahraa et al. 

 

III.4!Test in vivo 

Un test de survie a été fait sur des souris à immunodéficience combinée sévère 

(SCID) à l’université American de Bierut en collaboration avec Dr. Ali Bazerbachi  et 

Dr. Hiba El Hajj. 

III.4.1!Les souries SCID 

Les souris SCID ont une maladie génétique d'immunodéficience sévère qui se 

caractérise par l'incapacité complète du système immunitaire adaptatif à monter, 

coordonner et soutenir une réponse immunitaire appropriée, généralement due à 

des lymphocytes T et B absents ou atypiques. 
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Ce modèle de souris est aimablement fourni par Dr. Ali Bazerbachiet Dr. Hiba El Hajj. 

Pour tester l’effet de différentes thérapies ciblées, ils ont établi un modèle rapide et 

reproductible par injection intrapéritonéale de 106 cellules spléniques provenant de 

souris Tax transgéniques (modèle de souris ATL de Hasegawa et al)(251). Toutes les 

souris SCID (figure 37)  ont développées rapidement une hyperleucocytose massive, 

une splénomégalie, une hypercalcémie, et une invasion d'organes multiples, 

identiques à ceux qui est observés dans les souris transgéniques(180). 

Tous les protocoles murins ont été approuvés par l'Institutional Animal Care et 

l'Utilisation Comité de l'Université américaine de Beyrouth et l’Institut Universitaire 

d’Hématologie (Université Paris Diderot). Tous les animaux ont été logés dans des 

installations exemptes d'organismes pathogènes spécifiques.  Les souris ont été 

maintenues sous atmosphère stérile et ont reçu de la nourriture et de l’eau 

aseptisées.  
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Contrôle Contrôle : NCB1 NC6 : EAPB0503 

Nombre de 
souris SCID 
Malade par 

groupe  

Groupe 1: 5 souris Groupe 2: 5 souris Groupe 3: 5 souris 

Dose (mg/kg) 0 20 20 

Volume (µL) 0 400 400 

Jours 0 J6, J7, J8, J9, J10 J6, J7, J8, J9, J10 

J13, J14, J15, J16, 
J17 

J13, J14, J15, J16, J17 

J20, J21, J22, J23, 
J24 

J20, J21, J22, J23, J24 

J27, J28, J29, J30, 
J31 

J27, J28, J29, J30, J31 

C9D8+9)% ,#%-% P//9'% '3% <'<6% 0+% \VT% +4% \VU,% /)*% 0+/% /6)*'/% IVR>% 59890+/:% C*6'/%

(*6)!+/%0+%/6)*'/%IVR>%59890+/%634%242%)4'8'/2+%+4%FJ9=)+%(*6)!+%*+!*2/+34+%"%/6)*'/:%

^,%-% '3f+F4'63% '34*9!2*'463298+% 0+% ,A
T
% F+88)8+/% 0+% 89% *94+% !*6<+3934% 0+/% /6)*'/% C9c%
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Trois groupes de souris SCID malades ont été utilisés (tableau 13). Les 

administrations à la dose 20 mg/kg en forme galénique nanocapsulaire de NCB 

(nanocapsules blanches vide), NC6 (nanocapsules EAPB0503) ont débuté au jour 6 

comme la montre la figure 38. Ainsi les traitements ont été faits cinq jours par 

semaine pendant 31 jours soit 20 injections intrapéritonéale. Ce test de survie a été 

fait une seule fois et des observations journalières des souris ont été réalisée pour 

détecter la survie de ces souris jusqu'à la mort toutes les souris.  

 

III.5!Extraction d’ADN 

Pour la préparation des chromosomes en métaphase, le protocole utilise est référé 

dans la section génomique du cancer, Direction Génétique, National Institutes of 

Health (NCI) 2006. Les 10 premières étapes ont été utilisé pour préparer nos 

échantillons d’ADN des lignées cellulaires d’A375 (1, 2, 3). 

1.! Les cellules devraient être de 60% -80% de confluence.  

2.! Ajouter du Colcemid à une concentration finale de 0,1 µg / ml  

3.! Incuber à 37 ° C pendant 30 min à une nuit (temps varie en fonction de 

l’activité mitotique des cellules à analyser). 

4.! Retirer le milieu et le transférer dans un tube à centrifuger. 

5.! Laver les flasques avec du PBS stérile 5-10 ml pendant environ 5 min. 

6.! Retirer les contenus et les ajouter aux tubes contenant le milieu retiré plus 

tôt. 

7.! Ajouter 0,5-1 ml de trypsine pour chaque flasque. 

8.! Examiner les cellules avec un microscope inversé. Lorsque les cellules 

commencent à décoller, ajouter immédiatement 5 ml de milieu complet. 

9.! Transférer le contenu dans les tubes. 

10.!Centrifuger les tubes pendant 5 min à 1000 rpm. 

Ces tubes contenant de l’ADN ont été gardé à 4°C Jusqu’à l’analyse. 

III.5.1!Recherche de mutations somatiques V600 sur le gène BRAF par 

pyroséquençage 

Ce mode opératoire décrit la prise en charge au laboratoire de biochimie de l’analyse 

« BRAF » effectuée dans le cadre de la plateforme INCA (OncoBioLR, site de Nîmes, 

Pr Alexandre EVRARD) de génétique moléculaire des cancers. Il concerne la 

recherche de mutations somatiques sur le codon V600 du gène BRAF. Cette 

recherche de mutations est obligatoire avant la prescription de certaines thérapies 

ciblées en oncologie (test « compagnon ») ou peut avoir une valeur pronostique 

pour certains cancers (colon, poumon).  
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Après enregistrement et extraction d’ADN, les échantillons sont analysés par 

réaction de polymérisation en chaîne (PCR) suivie d’un pyroséquençage.  

Ces deux techniques PCR et pyroséquençage a été effectué sur une plate-forme au 

Centre Hospitalier Universitaire de Nîmes – France. 

 

III.6!Les biopuces Affymetrix 

III.6.1!Choix du modèle cellulaire 

Des études transcriptomiques suggèrent que les cellules A375 peuvent être des 

modèles approuvés pour étudier l’expression des gènes qui sous-tendent certains 

processus biologiques du mélanome tels que la progression et la dissémination, ou 

encore le pronostic (figure 39) (252). Les modules d'expression des gènes identifiés 

sont ainsi considérés comme de potentiels biomarqueurs et/ou nouvelles cibles 

thérapeutiques. 

%

 

 
&'()*+% #B%-% R34+*/+F4'63% +34*+% 8+/% /'(394)*+/% 0+% (73+/% '0+34'1'2/% !9*% 0+/% 24)0+/%

4*93/F*'!465'=)+/%/)*%8+/%8'(32+/%0+%5289365+:%

YM$:% R34+*/+F4'63% +34*+% 8+/% (73+/% '0+34'1'2/% 093/% =)94*+% 24)0+/% 0+% !*636/4'F:% YU$:%

R34+*/+F4'63% +34*+% 8+/% (73+/% '0+34'1'2/% 093/% =)94*+% 24)0+/% 0+% 5249/49/+/:% YV$%

R34+*/+F4'63%+34*+%8+/%(73+/%'0+34'1'2/%093/%4*6'/%24)0+/%0+%!*6(*+//'63%ZO]O[:%

%

 

%
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III.6.2!Conception de l’étude transcriptomique : préparation des 

échantillons 

%
%

&'()*+%SA%-%V63F+!4'63%0+%8?24)0+%4*93/F*'!465'=)+%-%.+/%é49!+/%3éF+//9'*+/%!6)*%89%%

!*é!9*94'63%0+/%2FJ934'8863/%b%JED*'0+*:%

 

III.6.3!Extraction de l’ARN total 

III.6.3.1!Méthode par *+,-./® Mini Kit 

Les ARN totaux ont été extraits des cellules A375 puis purifiés à l’aide des kits « 

Quiagen QIAshredder » et « RNeasy Mini Kit » selon les protocoles du fabriquant, 

puis quantifiés sur « eppendorf Biophotometer ». 

Parallèlement, la qualité des ARN extraits a été vérifiée sur gel d’agarose à 1%. Puis 

les ARN totaux issus de différentes extractions ont été regroupés de façon 

stoechiométrique, selon le design de l’étude décrit précédemment, en une solution 

finale à 150ng d’ARN /μl. 

 

III.6.3.2!Electrophorèse sur gel d'agarose 

L’électrophorèse est un processus consistant à soumettre la molécule nucléotidique, 

chargée négativement, à un champ électrique, ce qui lui permet d’acquérir un 
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mouvement dans le gel d’agarosevers le pôle positif du champ électrique. La 

distance de migration sera ainsi dépendante de la taille dela molécule (de sa charge 

électrique), ce qui permettra après de l’identifier par luminescence grâce à un agent 

intercalant (bromure d’ethidium : BET) en présence d’un marqueur de taille. 

 
&'()*+%S,%-%<'/)98'/94'63%/6)/%)84*9H<'68+4%0+/%ML\%4649)c:%

 

Le gel d’agarose utilisé à une concentration de 1%, avec 1% de BET. Le marqueur de 

taille (100 bp DNA Ladder : Invitrogen - Villebon sur Yvette, France) est déposé avec 

les échantillons. La migration est par la suite établie sous 100 V dans le tampon TBE 

0,5X pendant 20-30 min, suivie d’une visualisation sous UV des bandes (figure 41). 

 

III.6.4!Hybridation des biopuces 

La qualité des échantillons d'ARN purifiés a été de nouveau vérifiée sur BioAnalyzer 

Agilent (Agilent Technologies). Une fois la qualité des ARN validée, les échantillons 

ont été préparés en vue de l'hybridation sur biopuce Affymetrix HG-U133 plus 2,00 

PM selon le protocole du fabricant. Cette puce à ADN contient 54 656 sondes 

correspondant aux 47 400 transcrits humains, et permet donc d’étudier l’ensemble 

du transcriptome humain. Le signal des biopuces après hybridation, proportionnel à 

la quantité d’ARNm spécifiquement hybridé sur chaque sonde, a été analysé par 

scanner confocal « Affymetrix GeneChip3000 7G ». L’ensemble de ces opérations a 

été réalisé sur la plateforme Affymetrix de l'Institut de Recherche en Biothérapie de 

Montpellier (IRBM), CHRU-INSERM- UM1 (http://irb.chu-montpellier.fr/). 

 

III.6.5!Analyse bioinformatique des données des puces 

La méthode d’analyse des données des biopuces comportait les étapes suivantes :  

·! normalisation par RMA (Robust Multi-array Average),  

·! comparaison des profils d’expression par la méthode RDAM (Rank Difference 

Analysis of Microarray,  

·! sélection des gènes dont l’expression est la plus altérée (génération de listes 

de transcrits hiérarchisés selon leur degré d’altération),  
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·! enrichissement fonctionnel des listes de gènes sélectionnés par différents 

logiciels et algorithmes dont MGSA (Ontologizer’s model-based gene set 

analysis). 

 

III.6.5.1!Analyse statistique des données des biopuces 

L’analyse statistique des données des biopuces a été réalisée par Michel Bellis. Après 

l'hybridation, les données des puces à ADN (scan) ont été converties et normalisées 

par RMA, dans Bioconductor (20). Les signaux résultant ont été analysés par RDAM 

(21), mise en œuvre dans Matlab (https://github.com/mbellis/RDAMm/). Dans la 

première étape, les signaux ont été normalisés en remplaçant le signal par son rang 

sur une échelle continue de 0 à 100, ce qui permet d'éliminer le biais systématique 

éventuel présent sur les puces, et rend toutes les puces comparables. En deuxième 

étape, les variations entre deux conditions biologiques ont été calculées et 

exprimées comme les différences entre les rangs sur une échelle continue de -100 à 

100. En troisième étape, une procédure de standardisation, Zvar, est appliquée. Zvar, 

qui mesure les différences entre les rangs pour pouvoir les comparer, donne le 

même poids à tous les signaux. On obtient alors des listes de probe sets hiérarchisés 

en fonction de leur différence d’expression par rapport au contrôle. 

 

III.6.5.2!Comparaison de profils d’expression 

III.6.5.2.1!Classement des probe sets selon leur variation par rapport au contrôle 

Au lieu de fold change (FC) entre signaux, on utilise la différence de rang qui mesure 

le déplacement de signal dans la distribution. L’algorithme RDAM permet de calculer 

aussi bien le FDR (False Discovery Rate, c’est l’estimation des faux positifs dans la 

sélection obtenue) que la sensibilité. Il utilise le FDR (équivalent de P value) en 

absence de repliquats. Le tableau 14 indique Les conditions biologiques ou points 

expérimentaux référencés par rangs. Ils ont été divisés en groupes, qui servent à 

effectuer les comparaisons nécessaires avec FDR 1% et 10% (tableau 15). Les probe 

sets sont classés selon le FDR et leur variation (surexpression ou sous-expression.  

D’après les résultats obtenus par les différentes comparaisons, on a trouvé que le 

nombre de probe sets à FDR 1% sont plus raisonnables que ceux de FDR 10%. Par 

exemple, dans la comparaison EAPB0503 versus CONTROLE, en surexprimé (tableau 

15), le nombre de probe sets a FDR 1% est 153 (i.e. 1,53 des probe sets sont des faux 

positifs) et 393 à FDR 10% (donc 39,3 des probe sets sont des faux positifs). Ce qui 

rend évident de sélectionner les probe sets a FDR 1% pour faciliter l’analyse. 
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Rangs 

 

Puces groupes 1 Puces groupes 2 

 

traitement 6H  traitement 6H  traitement 24H  

CONTROLE 1 1 2 

5-FU 2     

BMS 3     

COLCHICINE 4 3 4 

DACARBAZINE 5     

DOXORUBICINE 6     

EAPB0503 9 7 8 

FOTEMUSTINE 10     

IMIQUIMOD 11     

MAYTANSINE 12     

METHOTREXATE 13     

PACLITAXEL 15     

SN38 16     

VEMURAFENIB 17     

VINORELBINE 18     

C9D8+9)%,S%-%V630'4'63/%D'686('=)+/%)4'8'/2+/%9<+F%8+)*%*93(:%V634*e8+%-%363%4*9'42%

 

 

SUREXPRIME SOUS-EXPRIME 

 

FDR1% FDR10% TOTAL FDR1% FDR10% TOTAL 

EAPB0503 versus CONTROLE  153 393 500 103 222 350 

BMS versus CONTROLE 205 1652 10734 803 4753 7629 

C9D8+9)%,"-%Pc+5!8+%0+%F65!9*9'/63/%+11+F4)2+/%+34*+%8+/%F630'4'63/%D'686('=)+/:%.+%

365D*+% 0+% !*6D+% /+4/% /28+F4'6332/]% /+863% 8+% &>L% +4% 89% <9*'94'63% InLPo@LROP%6)%

IpnI%Po@LROP]%/634% '30'=)2/%093/% 8+/%F68633+/%&>L,j%+4%&>L,Aj:%.9%F68633+%

CpCM.%'30'=)+%8_+/4'594'63%0+%89%<9*'94'63%46498+:!

 

III.6.5.2.2!Regroupement hiérarchique des transcrits par des distances 

Euclidiennes entre les points en utilisant le signal comme unité 

Après constitution des têtes de liste selon les variations les plus significatives (i.e. 

choix des probe sets ayant la plus faible valeur absolue de FDR), les distances 

euclidiennes entre toutes les conditions biologiques ont été calculées par PCA 

(analyse en composantes principales). Pour calculer, par exemple, la distance entre 

la condition BMS et SN38, on compare les têtes de liste d'une taille donnée T des 

comparaisons BMS versus CONTROLE et SN38 versus CONT. Soit N, le nombre de 

probe setscommuns à ces deux têtes de liste, la distance d (BMS, SN38)= (1-
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N/T)*100 et on a divise les molécules en groupes comme c’est indiqué dans la partie 

résultats. 

Ces distances sont représentés en matrice, qui permettent de visualiser les distances 

entres les profils d’expression génique (exemples : figures 42 et 43). Les couleurs 

bleues signifient que deux profils sont proches, les couleurs rouges que les profils 

sont éloignés. 

 

 

&'()*+%S;%-%O94*'F+%0+%0'/493F+/%+4%0+30*6(*955+%9//6F'2%!6)*%8+/%!)F+/%0)%(*6)!+%

,:%

%

%

 

&'()*+%S#%-%O94*'F+%0+%0'/493F+/%0+/%!)F+/%0)%(*6)!+%;:%

%



108 
 

III.6.5.3!Sélection des probe sets 

Notre objectif n’étant pas de trouver un gène cible mais d’élucider le ou les 

mécanismes d’action de notre molécule, l’ensemble des gènes altérés (sur- ou sous-

exprimés) a été sélectionné. Le bruit de fond (faux positifs) généré par de telles listes 

a été par la suite géré grâce à l’utilisation de logiciels permettant de réduire cette 

problématique (Model-based Gene Set Analysis (MGSA) entre autre).  

Dans le but de déterminer précisément le(s) mécanisme(s) d’action du EAPB0503, 

des listes de probe sets (sur- ou sous-exprimés) ont été créées à partir de l’union ou 

de l’intersection de plusieurs comparaisons de « conditions biologiques » décrites 

dans le tableau 10. Ces comparaisons seront plus amplement décrites dans la partie 

résultats. Cette procédure a été faite en utilisant les opérations ensemblistes 

correspondantes.  

 

III.6.5.4!Enrichissement fonctionnel 

III.6.5.4.1!Model-based Gene Set Analysis (MGSA) 

MGSA, est un algorithme du logiciel ontologizer, qui permet d’interroger la base de 

données gene ontologie (GO). MGSA a été choisi car il est robuste au bruit, il est 

donc inutile d'avoir une délimitation rigoureuse des gènes répondeurs(244). Basé sur 

un modèle mathématique Bayesien, il permet de gérer des grosses tailles de listes 

des gènes et la redondance dans les résultats (centaines de chevauchement 

possibles par une analyse classique) due à la structure de GO. On obtient en résultats 

des termes GO « actifs », i.e. des fonctions biologiques correspondantes aux gènes 

d’intérêts. Les termes GO dits « actifs » sont les termes les plus surreprésentés dans 

une comparaison. Les résultats significatifs sont exprimés à travers un score, 

Marginal Position Probability (MPP), qui correspond à la probabilité des termes GO 

pour être actif. Les analyses sont effectuée dix fois pour chaque liste et l’on garde les 

termes GO pour lesquels la moyenne de dix scores (MPP) est supérieure ou égale à 

0.5 dans au moins trois analyses. MGSA est sensible à la longueur des listes de probe 

sets et pour couvrir le maximum des gènes on a décidé à utiliser les têtes de listes 

des probe sets (top listes) de longueurs croissants comme suite 50, 100, 150, 200, 

250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750, et 2000 au totale 12 listes. Cette démarche 

d’analyse a été développée et réalisée par Michel BELLIS. 

 

III.6.5.4.2!RESN  

Devant le grand nombre de termes GO générés (49 -90 termes GO) par l’analyse 

MGSA, en dépit de la gestion de la redondance qu’il permet, nous avons cherché à 

regrouper les termes GO proches afin de faciliter l’analyse ultérieure. Il n’y a pas à 

proprement parler de mesure de distance possible entre deux termes GO particulier. 
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Ce que l’on peut quantifier c’est le niveau d’information que contient un terme GO 

particulier par la méthode définie par Resnik(253). Cependant, le logiciel RESN ne 

détecte pas tous les termes GO d’intérêt. RESN n’est pas robuste et il ne nous 

apporte l’analyse nécessaire pour tirer des hypothèses mécanistiques de 

l’enrichissement fonctionnel par MGSA.  

 

III.6.5.4.3!REVIGO 

REVIGO (REduce and VIsualise les termes GO,http://revigo.irb.hr/) a été utilisé pour 

pallier à ce problème. REVIGO a été développé pour résumer de longues listes de 

termes GO en supprimant les termes redondants. Ces termes peuvent être visualisés 

dans des nuages de points, des graphiques interactifs, ou des nuages de tags. Dans 

notre analyse j’ai utilisé les graphiques interactifs par tree map. 

 

III.6.5.4.4!GeneMANIA 

Le programme GeneMANIA (http://www.genemania.org/) a permis de mettre en 

évidence, via la fonction « génération des réseaux et analyse fonctionnelle », des 

réseaux intermoléculaires à partir de gènes différemment exprimés (sur-ou sous-

exprimés). 

 

III.6.5.4.5!PATHAW LINKER 

Pathway LINKER (http://pathwaylinker.org/) permet d’identifier et de visualiser les 

premiers réseauxd’interaction des protéines d’intérêt. Il analyse l’implication dans 

des voies de signalisation des protéines issues de ces sous-réseaux, et fournit des 

liens vers d'autres ressources en ligne(254). Les bases d’interactions protéiques 

inclues sont BioGRID (version 3.0.64), STRING (version 8.3), et HPRD (version 5) et les 

bases d’interactions génétiques sont l'Interactome Worm (version 8) et Droid 

(version 2010_08). Les voies de signalisation de références ont été établi par 

l'intégration des bases des données KEGG (version 53.0), Reactome (version 33), et 

SignaLink (version 1.0). Dans chaque cas, les identifiants de gènes / protéines ont été 

cartographiés dans UniProt, et relié dans les différentes bases (FlyBase ID, 

WormBase ID, Ensembl gène et la protéine ID, etc.) (figure 44). 

Cytoscape Web une jQueryUI est utilisés pour la visualisation et l'interface 

utilisateur. Pour estimer l'effet de la signalisation des protéines interrogés (queried 

proteins) et leurs premiers interacteurs voisins, PathwayLinker teste pour chaque 

voie de signalisation si elle est statistiquement significativement surreprésentée 

parmi les protéines interrogées. Premièrement, les protéines interrogés, et leurs 

premiers interacteurs voisins, sont répertoriés. Ensuite, pour chaque voie de 
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signalisation, S, PathwayLinker compte le nombre (N) de ces fonctions de protéines 

dans S. Dernièrement, le p-value de la surreprésentation de chaque voie est calculée 

en trouvant la probabilité d'observer au moins N telles protéines (par exemple, une 

distribution hypergéométrique est appliquée). Pour plus de détails, voir 

http://pathwaylinker.org/pathway_score. 

 

 

&'()*+%SS%-%l%L+!6*4%!9(+%m%0+%@94Ja9E.'3[+*Y;"S$:%

%
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&'()*+%S"%-%+c+5!8+%0+%*9!!6*4%9!*7/%)4'8'/94'63%0+%!94Ja9E8'3[+*:%

%

La figure 45 montre les différentes voies de signalisation impliquées pour les 

protéines d’intérêt et ses premiers voisins (Queried protéines and It first Neighbors). 

Les 10 premières voies de signalisation (selon leurs P-value) ont ensuite été 

sélectionnées. J’ai ensuite calculé des pourcentages. Pourque je puisse calculer un 

pourcentage j’ai gardé la puissance 101, et j’ai fait pareil pour les neufs autres voies 

de signalisation. Ensuite j’ai calculé la somme totale de ces puissances enfin j’ai 

appliqué cette règle %MAPK= 101/Totale*100. 

 

 

 

 

 

 

 



112 
 

III.7!Préparation de lysats cellulaires, extraction des protéines et 

ses analyses 

III.7.1!Conception de l’étude pathscan : préparation des extraits protéiques 

 

 

&'()*+% ST%-% .+/% é49!+/% 3éF+//9'*+/% !6)*% 89% !*é!9*94'63% 0+/% +c4*9'4/% !*642'=)+/% b%

!9*4'*%0+%89%8'(3é+%F+88)89'*+%M#K"%

%

%

Les protéines sont extraites par lyse cellulaire à l’aide du tampon lyse (cell Signaling 

Technology) provenant de Kit PathScan (cell Signaling Technology) (figure 46). 

1.! Décongeler 1X de tampon de lyse cellulaire et le bien mélanger.  ajouter en 

plus sur ce tampon avec du fluorure de phénylméthylsulfonyle (de PMSF) 

jusqu’à une concentration finale de 1 mM, ou d'un cocktail d'inhibiteurs de 

protéases tels que Protéase Inhibiteur Cocktail (100X) ou de la protéase / 

Phosphatase Inhibiteur Cocktail (100X). Gardez le tampon de lyse sur la glace. 

2.! Retirez le milieu et laver les cellules une fois avec DPBS 1X glacée.  

3.! Retirer le DPBS et ajouter de tampon de lyse cellulaire froid. Pour les cellules 

adhérentes, en utilisant un tampon de lyse cellulaire 0,5 ml pour chaque 

plaque (10 cm de diamètre). Incuber sur la glace pendant 2 minutes. 
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4.! Incliner la plaque et collecter le lysat dans un micro tube propre. 

5.! Etape facultative: Microcentrifuger le lysat à la vitesse maximale pendant 3 

minutes à 4 ° C et transférer le surnageant dans un nouveau tube. Cette 

étape n’est généralement pas nécessaire, mais elle peut aider à éliminer les 

particules ou les gros débris cellulaires, si elle est présente. Les lysats peut 

être utilisé immédiatement ou conservés à -80 ° C dans des aliquotes à usage 

unique. 

6.! Immédiatement avant la réalisation du test, diluer les lysats de 0,2 à 1,0 mg / 

ml en Array tampon diluant. Mettez de côté sur la glace. 

 

III.7.2!Dosage des protéines par la méthode de BSA 

 

&'()*+%SK%-%8+/%0'112*+34/%*29F4'1/%0+%['4>Vq%Y024+*(+34%F65!94'D8+$%!*64+'3%9//9E%

YJ44!-NNaaa:D'6H*90:F65N$%

%

Les protéines extraites des cellules sont détectées et quantifiées par la méthode de 

DC™ (détergent compatible) protein assay (figure 47) est un test colorimétrique pour 

la concentration de protéine suivante la solubilisation avec un détergent. La réaction 

est similaire à l'essai Lowry, mais il a été modifié pour gagner du temps. Le dosage de 

protéine DC ne nécessite qu'une seule incubation de 15 minutes, et l'absorbance est 

table pendant au moins 2 heures. 

En utilisant la procédure standard, le dosage est utilisé avec des échantillons ayant 

des concentrations en protéines comprise entre 0,2 et 1,5 mg / ml et nécessite 

seulement 20 ul d'échantillon. Le procédé peut facilement être adapté à un 

microdosage de faible concentration. Le dosage de microplaques réduit le volume 

d'échantillon requis pour seulement 5 ul. Le dosage de la protéine DC est mesuré à 

650-750 nm avec un spectrophotomètre de laboratoire standard ou un lecteur de 

microplaques. Les Kits de dosage de protéine DC offert soit albumine de sérum bovin 
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ou de bovine γ-globulinestandard sets. Ainsi, le changement d’absorbance est 

proportionnel à la concentration des protéines dans l’échantillon. 

Nos échantillons à doser ont été faites comme suivant : 

1.! Préparation de réactif de travaille A’ qui est constitué de 20 µl de réactif S 

avec 1 mL de réactif A. 

2.! Préparer 3-5 dilutions d’une protéine standard ayant des concentrations en 

protéines comprise entre 0,2 et 1,5 mg / ml. Une courbe d’étalonnage est 

établie grâce à cette protéine standard par ce spectrophotomètre. 

3.! Pipette 20µl de standard (tampon lyse) et des échantillons dans des 

eppendorf 1.5 mL propres et sec.  

4.! Ajouter 100 µl de réactif A’ pour chaque eppendorf puis vortexer. 

5.! Ajouter 800 µl de réactif B pour chaque tube à tester et les vortexer 

immédiatement. 

6.! Apres 15 minutes, L’absorbance de chaque dilution est mesurée à 750nm 

par la suite dans un spectrophotomètre (Eppendorf BioPhotometer). Une 

courbe d’étalonnage est déjà établie ainsi par ce spectrophotomètre. 

 

III.7.3!Analyse des protéines d’intérêt 

Deux analyses ont été réalisées pour les protéines d’intérêts, la première c’est 

l’analyse avec le pathscan et le deuxième par western blot.  

 

III.7.3.1!Pathscan Séparation et transfert des protéines 

III.7.3.1.1!Description 

Le PathScan® Intracellular Signaling Array Kit (Lecture Chemiluminescent) est une 

lame base d'Array d’anticorps fondée sur le principe sandwich immunassay. Le kit 

d’Array permet la détection simultanée de 18 molécules importantes et bien 

caractérisés dans la signalisation lorsqu’ils sont phosphorylée ou clivé. Les anticorps 

spécifique de capture de la cible ont été repérés en double exemplaire sur les lames 

de verre enduit de nitrocellulose. Chaque kit contient deux lames 16-pad par lame, 

permettant à l'utilisateur de tester jusqu'à 32 échantillons et générer 576 points de 

données en une seule expérience. Le lysat cellulaire est incubé sur la lame suivie 

d'un cocktail d'anticorps biotinylé de détection (antibody cocktail). La réactif 

streptavidine conjuguée à  de peroxydase HRP et-LumiGLO® sont ensuite utilisés 

pour visualiser la détection d'anticorps lié par chimioluminescence. Une image de la 

lame peut être capturée soit avec un système d'imagerie numérique ou argentique 

chimioluminescent standard. L'image peut être analysée visuellement ou les 

intensités ponctuelles quantifiée en utilisant un logiciel d'analyse de réseau. 
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III.7.3.1.2!Spécificité 

Le PathScan® Intracellular Signaling Array Kit (Lecture Chemiluminescent) détecte les 

protéines cellulaires indiquées et les nœuds de signalisation uniquement lorsqu’ils 

sont phosphorylés ou clivés au niveau des résidus spécifiés. (Voir tableau Target Map 

figure 48).  

 

&'()*+% SX%-% C9*(+4% 59!% 0+% @94JIF93r% R34*9F+88)89*% I'(398'3(% M**9E% Q'4% Y.+F4)*+%

VJ+5'8)5'3+/F+34$!"#$%$!

!

Aucune réactivité croisée significative n'a été observée entre les cibles. Ce kit est 

optimisée pour les lysats de cellules diluées à une concentration totale en protéines 

comprise entre 0,2 et 1 mg / ml (voir le protocole du kit). 

 

III.7.3.1.3!Procédure de dosage 

1.! Apportez des lames de verre et un tampon de blocage à la température 

ambiante avant utilisation. 

2.! Préparer 1X Array Wash Buffer en diluant 20X Array Wash Buffer dans de l'eau 

déminéralisée. Conserver à température ambiante. Diluer 1 ml 20X Array Wash 

Buffer avec 19 ml d'eau déminéralisée. Étiqueter comme 1X Array Wash Buffer  

3.! Préparer 1X Détection cocktail d'anticorps comme suit: 

ü! Pour exécuter seulement 1 lame: Diluer 150 µl de 10X Détection Antibody 

Cocktail avec 1350 µl d'Array Diluent Buffer. 

ü! Pour exécuter 2 lames: Diluer 300 µl de 10X Détection Antibody Cocktail avec 

2700 µl d'Array Diluent Buffer. * Garder sur la glace. 
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4.! Préparer 1X HRP-streptavidine liée comme suit: 

ü! Pour exécuter seulement 1 lame: Diluer 150 µl de 10X HRP-streptavidine liée 

avec 1350 µl d'Array Diluent Buffer. 

ü! Pour exécuter 2 lames: Diluer 300 µl de 10X HRP-streptavidine liée avec 2 700 

µl d'Array Diluent Buffer. * Garder sur la glace. 

5.! Fixez le multi-puits joint à la lame de verre (voir figure49 ci-dessous): 
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a. Placez la plaque multi-puits face vers le bas sur la paillasse (la couche de silicone 

doit être orientée vers le haut). Retirer le film plastique de protection. 

b. Placez soigneusement la lame de verre en dessus de la plaque à puits multiples 

avec les plots de nitrocellulose vers le bas tout en alignant les plots avec les 

ouvertures dans la plaque. La ligne d'orientation devrait apparaître dans le coin 

supérieur gauche lorsque la lame est orientée verticalement. 
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c. Insérer le clip de métal dans la gorge de la plaque et tourner le clip dans la position 

verrouillée. Assurez-vous que le clip se trouve sur le même côté que la ligne 

d'orientation de la diapositive. 

d. Faire glisser le clip en place. 

e.Enclencher le second clip de métal à l'autre côté de l'ensemble de la même 

manière et le glisser en place. 

f.  L’Array assemblée est prêt à utiliser. 

6.! Ajouter 100 µl Blocking Buffer dans chaque puits et couvrir avec du Sealing 

tape. Incuber pendant 15 minutes à température ambiante sur un agitateur 

orbital. 

Remarque: Ne laissez pas les électrodes se dessécher à tout moment au cours de 

l'essai. 

7.! Décanter l’Array Blocking Buffer en effleurant doucement le liquide dans un 

évier ou tout autre réceptacle à déchets approprié. Ajouter 50 -75 µl lysat dilué 

dans chaque puits et couvrir avec du Sealing tape. Incuber pendant 2 heures à 

la température ambiante (ou pendant une nuit à 4 ° C) sur un agitateur orbital). 

8.! Décanter le contenu des puits en tapotant doucement le liquide dans un évier 

ou tout autre réceptacle à déchets approprié. Ajouter 100 µl (1X) Array 

Washing Buffer dans chaque puits et incuber pendant 5 minutes à température 

ambiante sur un agitateur orbital. Répétez trois fois. Décanter bien le contenu. 

9.! Ajouter 75 µl (1X) Détection Antibody cocktail à chaque puits et couvrir avec du 

Sealing tape. Incuber pendant 1 heure à température ambiante sur un agitateur 

orbital. 

10.!Laver 4 X 5 minutes avec 100 µl (1X) Array Wash Buffer comme dans l'étape 8. 

11.!Ajouter 75 µl (1X) HRP-streptavidine liés à chaque puits et couvrir avec du 

Sealing tape. Incuber pendant 30 minutes à température ambiante sur un 

agitateur orbital. 

12.!Laver 4 X 5 minutes avec 100 µl (1X) Array Wash Buffer comme dans l'étape 8. 

13.!Enlever la plaque multi-puits en tirant le bas des clips métalliques loin du centre 

de la lame, puis peler la lame et la plaque à part. 

14.!Placez la surface de la lame dans un plat en plastique (une boîte de pointe 

couverture de pipette propre fonctionne bien). Laver rapidement avec 10 ml 

(1X) Array Wash Buffer. 

15.!Diluer et combiner LumiGLO® et le réactif peroxyde immédiatement avant 

l'emploi (pour faire 10 ml d'une solution 1X, combiner 9 ml d'eau déminéralisée 

avec 0,5 ml de 20X LumiGLO® et 0,5 ml de peroxyde 20X). Remarque pour les 

utilisateurs de films Kodak Biomax: Cette dilution de LumiGlo® / peroxyde peut 
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nécessiter de très courtes durées d'exposition (2-3 secondes) pour certaines 

cibles. Pour des temps d'exposition plus pratiques (20-30 secondes) Ajouter 20 

ml d'eau déminéralisée pour le 10 ml LumiGlo® / peroxyde pour faire un  

mélange 3 fois plus diluée de réactif chimioluminescent. 

16.!Décanter Array Wash Buffer et couvrir la lame avec LumiGLO® réactif / 

peroxyde. 

17.!Transferer la lame en assurant qu'elle est toujours couverte par LumiGLO® 

réactif / peroxyde (ajouter une petite quantité sur le dessus de la lame). 

18.!Immédiatement capturer une image de la lame à l'aide d'un système d'imagerie 

numérique apte à détecter des signaux chimioluminescents. Si vous le 

souhaitez, quantifier les intensités de chaque spot à l'aide des logiciels 

d'analyse d'image disponible dans le commerce et dans notre cas on a utilisé 

« l’image G ». Alternativement, le film chimioluminescent peut être utilisé. 

Exposer le film pour 2-30 seconds. Développer le film en utilisant un 

développeur de film automatisé. 

Remarque: Si les deux lames sont utilisées, il est recommandé de ne pas les exposer 

simultanément dans la même cassette de développement. Dans ce cas, laisser la 

deuxième lame dans le Wash Buffer (étape 12) tout en procédant à des étapes 13-18 

en utilisant la première lame. Après que la première lame est terminé, suivez les 

étapes 13-18 en utilisant la deuxième lame en diluant fraîchement le LumiGLO® 

réactif / peroxyde. 

 

III.7.3.1.4!Analyse des images par l’image G  

La révélation des lames a été réalisée à l’aide un d’imager CHEMIDOC (Biorad). 

L’intensité de chimioluminscence de chaque dot a été quantifiée à l’aide du logiciel 

ImageJ (National Institute of Health, NIH). Pour chaque puits, il y a 3 contrôles 

positifs (dot 1, figure 50) et 3 contrôles négatifs (dot 2, figure 48). La valeur moyenne 

des dots 2 (bruit de fond) sera ôtée de toutes les autres valeurs. La valeur moyenne 

des dots 1 correspond au 100% de la révélation. Toutes les valeurs de nos conditions 

seront alors exprimées en pourcentage par rapport contrôle positif (100%, dot 1). 

Les données sont alors représentées sous forme de graphiques avec des écarts types 

à 5% d’erreur. 
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III.7.3.2!Analyse par Western Blot (WB) 

Les cellules ont été lavées avec du PBS puis incubées dans du tampon de lyse (cell 

Signaling Technology) pendant 3 min à température ambiante. Les lysats ont ensuite 

été centrifugés à 8000g pendant 10min à 4°C, et le surnageant a été congelé à - 80°C. 

Les protéines purifiées ont été quantifiées par la méthode de Lowry (246), à l’aide du 

kit DC Protein Assay (Biorad). Dans un premier temps, les protéines sont dénaturées 

par chauffage à 75°C pendant 5 min dans du Laemmli (Sigma-Aldrich - St Quentin-

Fallavier, France). Ces protéines (20 à 50 μg) sont ensuite déposées dans un gel à 12 

% d’acrylamide. Par la suite, les protéines sont séparées par électrophorèse (85 V 

pendant 90 min) SDS-PAGE, transférées sur membrane de nitrocellulose (100 V 

pendant 60 min), puis visualisées par coloration au rouge Ponceau. 

La membrane de nitrocellulose renfermant les protéines transférées est incubée 

toute la nuit a 4°C, sous agitation dans un tampon de blocage qui contient 5% de lait 

écrémé ou de BSA (Sigma-Aldrich; St Quentin-Fallavier, France). Le lendemain, les 

membranes ont été lavées 3 fois par une solution de TBS-Tween (TTBS) 20 (0,1%), 

puis incubée durant deux heures, à 4°C et sous agitation, en présence de l’anticorps 

primaire dilué dans une solution à 5% de lait ou de BSA dans le TTBS. Ses solutions 

contenant les anticorps polyclonaux de lapin ou de souris (Sigma-Aldrich) spécifiques 

des protéines codées par les gènes étudiés, ou anti- β-actine (contrôle) dilués 

respectivement au 1/250, et 1/1000. Puis, les membranes ont été lavées 3 fois par 
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une solution de TBS-Tween 20 (0,1%), suivi par une incubation pendant 1h à 

température ambiante dans une solution contenant l’anticorps secondaire 

polyclonal anti-lapin ou anti-souris couplé à HPR (Sigma-Aldrich), dilué au 1/200000. 

Enfin, les membranes ont été lavées à l’aide d’une solution de TBS-Tween 20 (0,1%), 

et la fixation des anticorps a été révélée par autoradiographie à l’aide du kit de 

détection de chimioluminescence ECL (Amersham). Les anticorps (primaires et 

secondaires) utilisées dans nos travaux sont indiqués dans le tableau. 
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IV.! D. Les Résultats 
 

IV.1!Partie 1- Criblage et tubuline 

IV.1.1!Introduction 

Un criblage in vitro de l’activité antitumorale des molécules imidazo[1,2-

a]quinoxalines a été réalisé sur la lignée cellulaire de mélanome humain A375. Pour 

le composé le plus actif, son activité a été également testée sur d’autres lignées 

cellulaires tumorales humaines, de sein, colon et lymphome. A l’exception du 

lymphome pour lequel les cellules sont en suspension, toutes les lignées sont 

adhérentes. 

 

IV.1.2!Criblage in vitro des Imidazoquinoxalines : détermination des CI50 

sur la lignée de référence (A375) puis sur d’autres types de lignées 

cancéreuses. 

IV.1.2.1!Caractérisation de la lignée cellulaire choisie 

Depuis 2010, l’évaluation de la cytotoxicité de nombreux dérivés de la série 

imidazoquinoxaline (imiqualines) a été réalisée sur la lignée cellulaire tumorale de 

mélanome humain (A375), utilisée comme lignée de 

référence(195,196,199,255,256). 

Dans ma thèse, la lignée A375 de mélanome humain est la lignée cellulaire choisie 

pourle criblage de l’activité cytotoxique des imiqualines (dérivés d’EAPB0503).Cette 

lignée sera aussi utilisée lors des études de transcriptomique développées dans le 

cadre de la recherche du mécanisme d’action des imiqualines. 

La lignée cellulaire A375 a la particularité d’être une lignée BRAF mutée. Les 

mutations de BRAF ont été signalées dans plusieurs types de cancer, y compris le 

mélanome (70% des cas), la thyroïde (30-70%), l'ovaire (15-30%), et le cancer 

colorectal (5-20%). Le gène BRAF muté a une activité de kinase constitutive et 

provoque une hyperactivation de la protéine kinase BRAF par une voie mitogène 

(50). Les mélanomes sont caractérisés par une grande hétérogénéité moléculaire. 

Cette hétérogénéité est notamment observée au niveau du gène BRAF qui est muté 

dans 50% des mélanomes. L’hétérogénéité moléculaire des mélanomes est l’une des 

causes du génotypage de BRAF. L’identification de la mutation BRAF V600 dans les 

mélanomes métastatiques est indispensable pour définir la prescription d’une 

thérapie ciblant cette mutation. 

Les lignées cellulaires tumorales pouvant être instables génétiquement, nous avons 

voulu caractériser les 3 lignées présentes au laboratoire afin de sélectionner la lignée 
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cellulaire homozygote pour BRAF V600. Cette lignée sera ensuite utilisée dans mes 

différents travaux de thèse. 

 

&'()*+%",%-%I494)4/%0+%89%5)494'63%0+%ULM&%/)*%#%864/%0+/%8'(32+/%M#K"%!9*%*9!!6*4%

9)c%F634*e8+/:%

Analyse par pyroséquençage de séquences BRAF mutées sur le codon 600 d’une 

même lignée cellulaire du mélanome malin A375 de différentes provenances. Dans 

chaque panel, la séquence codon 600 est indiquée par la zone colorée en bleu.   

 

L’ADN génomique a été isolé d’une même lignée cellulaire du mélanome malin A375 

de différentes provenances. L’analyse par pyroséquençage de séquences BRAF 

mutées sur le codon 600 a été réalisée. La séquence du BRAF non muté homozygote 

en codon 600 est GTG. En revanche celle codon pour BRAFV600Eest GAG. La séquence 

de BRAFV600E hétérozygote contient un mélange de GAG et GTG. D’après la figure 51, 

les résultats montrent que les différentes origines d’A375 (1, 2, et 3) sont 

homozygotes pour la séquence BRAFV600E. Dans mes études j’ai choisi de travailler 

avec la lignée A375 notée 3 puisque d’autres travaux avaient précédemment été 

réalisés sur cette même lignée pour le même projet. L’évaluation de la cytotoxicité 

des Imiqualines a donc été réalisée sur cette lignée notée 3. 

 

Contrôle négatif 

BRAF non muté homozygote 
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IV.1.2.2!Cytotoxicité des composés EAPB synthétisés 

 

Les CI50 moyennes de trois expériences indépendantes et les écarts types 

correspondants de chaque produit testé in vitro sur la lignée A375 de mélanome 

sont présentés dans le tableau 16. Ces résultats montrent que toutes les molécules 

testées ont une activité cytotoxique supérieure à celle de l’Imiquimod (CI50, 70µM), 

de la dacarbazine (CI50, 323µM), et de la fotémustine (CI50, 173µM). Seul EAPB0803 

(CI50, 122µM) présente une activité cytotoxique inférieure à celle de l’imiquimod. 

Tous les composés testés ont une activité cytotoxique inférieure à la colchicine (CI50, 

0,01µM) et équivalente ou supérieure à celle du vémurafénib (CI50, 0,14µM).  

EAPB0503 (CI50, 0,2), qui correspond au composé leader de notre étude, a une 

activité supérieure de l’ordre de 2, 10, et 100 fois à celle de la plupart des autres 

composés synthétisés. Seuls, EAPB0502 (CI50, 0,2) et EAPB01803 (CI50, 0,22) 

présentent une activité équivalente à celle d’EAPB0503. EAPB02903 (CI50, 0,08) 

présente une activité 2,6 fois supérieure à celle d’EAPB0503. EAPB0502 et 

EAPB02903 sont des métabolites identifiés d’EAPB0503(256,257). Ces trois 

molécules (EAPB0503, EAPB0502 et EAPB02903) ont une activité 350, 865 et 1750 

fois supérieure respectivement à celle de l’imiquimod, fotémustine et dacarbazine. 

Leur activité est semblable à celle du vémurafenib et 20 fois inférieure à celle de la 

colchicine. 
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Formules générales des Imqualines :  

 

Composés  R1 R4 

Formule 

Brute 

CI50 (µM)  

(A375) 

EAPB0503 3-OCH3-C6H4- CH3-NH- C18H16N4O 0,20 ± 0,020 

EAPB0803 2-OCH3-C6H4- CH3-NH- C18H16N4O 122 ± 25 

EAPB0703  4-OCH3-C6H4- CH3-NH- C18H16N4O 0,37 ± 0,400 

EAPB0603 3-OH-C6H4- CH3-NH- C17H14N4O 1,25 ± 0,180 

EAPB0502 3-OCH3-C6H4- H2N- C17H14N4O 0,20 ± 0,002 

EAPB0602 3-OH-C6H4- H2N- C16H22N4O 2,40 ± 0,600 

EAPB02003 2,3-di-OCH3-C6H4- CH3-NH- C19H18N4O 5,90 ± 0,300 

EAPB02203 3,4-di-OCH3-C6H4- CH3-NH- C19H18N4O 0,30 ± 0,003 

EAPB01803 3,5-di-OCH3-C6H4- CH3-NH- C19H18N4O 0,22 ± 0,005 

EAPB02403 3,6-di-OCH3-C6H4- CH3-NH- C19H18N4O 1,20 ± 0,044 

EAPB02903 2-OH-3-OCH3-C6H4-  CH3-NH- C18H16N4O2 0,08 ± 0,005 

EAPB02603 2,3,4-tri-OCH3-C6H4- CH3-NH- C20H20N4O3 1,50 ± 0,300 

EAPB02703 3,4,5-tri-OCH3-C6H4- CH3-NH- C20H20N4O3 1,80 ± 0,380 

EAPB02803 2,4,6-tri-OCH3-C6H4- CH3-NH- C20H20N4O3 2,30 ± 0,090 

Colchicine 

Formules chimiques en annexe 

0,01 ± 0,002 

Dacarbazine  >323 
 

Fotémustine 173 ±24 

Imiquimod 70 ±3 

Vémurafénib 0,063 ±0,003 

C9D8+9)%,T%-%>2*'<2/%'5'09d6h,];H*i=)'36c98'3+/]%8+)*%16*5)8+%FJ'5'=)+%+4%8+)*%VR"A-%

F63F+34*94'63% '3J'D'4*'F+% %"A%6)%F63F+34*94'63%0+% 89%5682F)8+%=)'% '3J'D+%"Aj%0+% 89%

F*6'//93F+% F+88)89'*+% 0+% F+88)8+/% 4*9'42+/% !9*% *9!!6*4% 89% F*6'//93F+% F+88)89'*+% 0+%

F+88)8+/% 363% 4*9'42+/:% .+/% <98+)*/% 0+%VR"A%/634% F98F)82+/% b% 8?9'0+% 0)% 86('F'+8%@LRIO%

YG*9!J@90$%b%!9*4'*%0+%4*6'/%+c!2*'+3F+/%'302!+30934+/:%

%

En conclusion, EAPB0502, EAPB01803 et EAPB0503 présentent une activité 

antiproliférative remarquable sur la lignée A375 avec une CI50 de l’ordre de 0,20 µM 

alors que le EAPB02903 présente la plus forte activité cytotoxique avec une CI50 de 

0,08 µM. Tous ces composés ont une activité cytotoxique nettement supérieure à 

celles de l’imiquimod, la fotémustine et la dacarbazine et globalement équivalente à 

celle du vémurafénib. 

L’influence de différents paramètres structuraux sur la cytotoxicité sera étudiée par 

la suite. 
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IV.1.2.3!Etude de la relation structure/activité 

 

 

 

 

 

 

EAPB0803 122µM                      EAPB0703 0,37 µM          EAPB02203 0,30 µM       

 

 

 

                            

EAPB01803 0,22 µM                  EAPB0502 0,20 µM             EAPB0503 0,20 µM 
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EAPB02903 0,08 µM 

%
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Les tests de cytotoxicité menés sur toutes les molécules présentées nous ont permis 

d’étudier l’influence de la nature des substituants en position R1 et R4 dans le but 

d’envisager certaines relations entre structure et activité. 

L’équipe de chimie organique pharmaceutique a constaté, après une comparaison 

faite sur l’activité des molécules de chaque série, qu’en position R4, l’encombrement 

de l’amine diminuait fortement l’activité.  

Dans la série imidazo[1,2-a]quinoxaline, nous avons étudié différentes substitutions 

en position R1 , un noyauphényle substitué par un ou deux groupes méthoxy et/ou 

hydroxy sur différentes positions, afin de comparer leur effet sur l’activité des 

composés portant un substituant méthylamino ou amine en position R4. 

En fait, d’après les résultats montrés par la figure 52, EAPB0502, avec un méthoxy en 

position méta du phényle en R1 et une amine en R4, présente la même activité que 

EAPB0503 qui possède une méthylamine en R4. On constate que malgré la 

modification du groupement méthylamine en groupement amine en R4, on conserve 

une activité cytotoxique équivalente.  

En revanche, la modification de la position du groupement méthoxy sur le phényle 

en R1 joue un rôle très important sur l’activité. La Figure 52 montre que lorsque le 

méthoxy est en position ortho sur le phényle, comme pour EAPB0803 (122 µM), on 

diminue fortement l’activité par rapport aux composés possédant le groupement 

méthoxy en position para, comme EAPB0703 (0,37 µM), ou deux groupements 

méthoxy en méta et en para comme EAPB02203 (0,30 µM). Dans le cas où nous 

avons deux groupements méthoxy en méta, EAPB01803 (0.20 µM), ou un seul 

groupement méthoxy en méta, comme EAPB0503 (0,20 µM), on augmente 1,5 fois 

l’activité par rapport au composé qui présente deux groupements méthoxy en méta 

et para, EAPB02203. De plus l’addition d’un deuxième groupement méthoxy en 

méta, EAPB01803, n’améliore pas l’activité au regard de EAPB0503 qui présente un 

seul groupement méthoxy en méta. Les positions ortho et para pour le groupement 

méthoxy semblent donc diminuer l’activité cytotoxique. 

La meilleure activité est observée lorsque la molécule porte un méthoxy en position 

méta et un hydroxy en ortho comme EAPB02903 (0,08 µM). 

A partir de ces résultats, nous nous sommes aperçus qu’il existait une synergie entre 

les groupements méthoxy en position méta et hydroxy en position ortho puisqu’ils 

conféraient au composé EAPB02903 la plus grande activité. Ce composé est un 

composé identifié comme métabolite de EAPB0503(257). 

La suite des études a été faite avec EAPB0503. Ce composé présente une des 

meilleures activités cytotoxiques. Les autres composés présentant une activité 

identique, EAPB0502, ou supérieure, EAPB02903, sont des métabolites de 
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EAPB0503. De plus, EAPB0503 est la molécule leader étudiée au laboratoire depuis 

plusieurs mois et de nombreux résultats ont pu être accumulés. 

(195,196,199,255,256). 

 

IV.1.2.4!Cytotoxicité d’EAPB0503 sur différentes lignées cancéreuses 

Le composé leader EAPB0503 a été testé sur d’autres lignées cellulaires : lignée de 

cancer du côlon (LST174T), lignée de cancer du sein (MCF7), et lignée de lymphome T 

de l’adulte (HUT102). Selon le type de cancer, la molécule de référence était la 

colchicine, irinotecan, doxorubicine, arsenic-interféron, fotémustine ou 

vémurafénib.  

Lignées cellulaires 

cancéreuses 
Composés  

CI50 (µM)  

Lignée A375 (Mélanome) 

EAPB0503  0,20 ±0,02  

Doxorubicine  0,46 ±0,05 

Fotémustine      173 ±24  

Vémurafénib  0,063 ±0.003 

Lignée MCF7 (cancer du sein) 
EAPB0503  0,22 ±0,02 

Doxorubicine  0,13 ±0,01 

Lignée LST174T (cancer du 

côlon) 

EAPB0503  0,33 ±0,02 

Irinotécan  1,16 ±0,07 

Lignée HUT102 (lymphome T)  

EAPB0503  0,64 ±0,20  

Arsenic-

Interféron  0,50 ±0,10 

C9D8+9)% ,K%-% 8+/% VR"A% 0+%"#$%&'&(]% F68FJ'F'3+]% '*'364+F93]% 06c6*)D'F'3+]% 9*/+3'FH

'34+*12*63]% 16425)/4'3+% +4% <25)*9123'D% /)*% 8+/% 8'(32+/% F93F2*+)/+/% J)59'3+/% M#K"%

Y5289365+$]% OV&K% YF93F+*% 0)% /+'3$]% .IC,KSC% YF93F+*% 0)% Fe863$]% ZnC,A;%

Y8E5!J65+%C$:%

 

Comme nous pouvons le voir sur le tableau 17, EAPB0503 présente des activités 

cytotoxiques entre 2 et 900 fois supérieures à celles des molécules comme 

doxorubicine, fotémustine et vémurafénib sur une lignée humaine de mélanome 

malin A375. Ainsi, il présente des activités cytotoxiques à peu près équivalentes à 

celles de la doxorubicine sur une lignée humaine de cancer du sein MCF7, et 3 fois 

supérieures à celles de l’irinotécan sur une lignée humaine de cancer du côlon 

LST174T. En plus, il présente des activités cytotoxiques importantes comparables à 

celle de la combinaison de drogues Arsenic-Interféron sur une lignée humaine de 

lymphome T HUT102. 
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De manière générale, EAPB0503 présente une activité cytotoxique de l’ordre du 

micromolaire.Cette activité est importante sur les différentes lignées cellulaires 

cancéreuses, en comparaison avec les molécules de référence. 

 

IV.1.3!Etude de l’activité d’EAPB0503 et ses dérivés sur la polymérisation 

de la tubuline purifiée 

Après le criblage in vitro de l’activité antitumorale des molécules imidazo[1,2-

a]quinoxalines  sur la lignée cellulaire de mélanome humain A375 et afin de 

déterminer si l’activité cytotoxique des composés sont liées ou non à l'interaction 

avec la tubuline, nous avons évalué l’activité potentielle des molécules sur 

l’inhibition de la polymérisation de la tubuline. Cette évaluation a été réalisée à 

partir de tubulines purifiées issues de cerveau de porc traitées selon le protocole 

décrit dans la partie « matériels et méthodes ». Ce test a pour but de déterminer 

l’effet des molécules sur la polymérisation de la tubuline et de les comparer à celui 

de la colchicine, inhibiteur naturel de la polymérisation de la tubuline et utilisé 

comme molécule de référence. 

Les résultats sur la polymérisation de la tubuline ont été illustrés dans le tableau 18. 

Composés CI50(µM) sur A375(a) 

% d'inhibition de polymérisation de 

tubuline / DMSO 5µM(b) 

Colchicine 0,01 ± 0,002 

 

52 ± 5,0 

EAPB02903 0,08 ± 0,005 

 

90 ± 7,7 

EAPB0503 0,20 ± 0,020 

 

84 ± 3,2 

EAPB0502 0,20 ± 0,002 

 

41 ± 7,8 

EAPB01803 0,22 ± 0,005 

 

99 ± 4,0 

EAPB02203 0,30 ± 0,003 

 

63 ± 8,0 

EAPB0703 0,37 ± 0,400 

 

99 ± 3,4 

EAPB02403 1,20 ± 0,044 

 

3 ± 2,4 

EAPB0603 1,25 ± 0,180 

 

0 
 

EAPB02603 1,50 ± 0,300 

 

0 
 

EAPB02703 1,80 ± 0,380 

 

0 
 

EAPB02803 2,30 ± 0,090 

 

0 
 

EAPB0602 2,40 ± 0,600 

 

11 ± 6,3 

EAPB02003 5,90 ± 0,300 

 

0 
 

EAPB0803 122 ± 25   0   

C9D8+9)% ,X%-% >2*'<2/% '5'09d6h,];H*i=)'36c98'3+/]% VR"A-% F63F+34*94'63% 0+% F65!6/2%

32F+//9'*+%!6)*%'3J'D+*%89%F*6'//93F+%F+88)89'*+%0+%M#K"%0+%"Aj%s%

Y9$% `98+)*/% F98F)82+/% b% 8?9'0+% 0)% 86('F'+8% @LRIO% b% !9*4'*% 0+% % 4*6'/% +c!2*'+3F+/%

'302!+30934+/]% +4% 8?2F9*4% 4E!+% 9% 242% F98F)82:% YD$%`98+)*/% +c!*'52+/% +3% !6)*F+349(+]%
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6D4+3)+/% b% !9*4'*% 0+% 4*6'/% +c!2*'+3F+/% '302!+30934+/% +4% 8?2F9*4H4E!+% 9% 9)//'% 242%

F98F)82]%FJ9=)+%F65!6/2%9%242%4+/42%b%)3+%F63F+34*94'63%0+%"kO:%

%

Le tableau 18 montre que les composés EAPB0703, EAPB01803, EAPB02903, et 

EAPB0503 ont des activités très efficaces dans leur aptitude à inhiber l'assemblage 

de la tubuline avec des pourcentages de valeurs d'inhibition de 99 %, 98 %, 90% et 

84 %, respectivement. Ces composés présentent une puissance élevée sur 

l'inhibition de la tubuline en comparaison avec la colchicine, qui fait preuve d'un 

pourcentage allant jusqu'à 52 % d’inhibition. L'effet élevé sur l'inhibition de la 

polymérisation de la tubuline est en corrélation avec leur puissant effet cytotoxique 

sur la lignée cellulaire de mélanome humain. 

EAPB0703 et EAPB02203 sont moins actif qu’EAPB0503 en  ce qui concerne leurs 

effets antiprolifératifs sur la lignée cellulaire de mélanome A375. EAPB01803 et 

EAPB02903 ont une activité d’inhibition de la polymérisation de la tubuline 

supérieure à EAPB0503. Seul EAPB0502, qui est l’un des métabolites de EAPB0503, 

présente une activité antiproliférative identique à celle de EAPB0503 avec une 

activité d’inhibition de la polymérisation de la tubuline inférieure à celle de ce 

dernier.  

Idéalement, nous souhaiterions cibler nos recherches sur une molécule provoquant 

un effet antiprolifératif élevé sur lignées tumorales et une inhibition de la 

polymérisation de la tubuline faible. En effet, l’inhibition de la polymérisation de la 

tubuline peut déclencher une activité antiproliférative non spécifique sur l’ensemble 

des cellules en phase de multiplication, entrainant ainsi un certain nombre d’effets 

secondaires important. La molécule répondant le mieux à nos critères serait 

EAPB0502, un des métabolites de EAPB0503. D’autres études menées au laboratoire 

ont montré que EAPB0503 est la molécule chef de file de la série Imiqualine pour 

l’étude de nouvelles molécules anticancéreuses.  

Malgré l’effet important d’inhibition de la polymérisation de la tubuline de 

EAPB0503, ce composé ne semble pas agir principalement par ce mode d’action, 

comme le fait par exemple la vinorelbine. 

La figure 53 représente les résultats obtenus par le National Cancer Institute (NCI) 

concernant l’inhibition de la croissance cellulaire 50 (GI50) sur un panel de 60 lignées 

cellulaires tumorales par les deux molécules, EAPB0503 et vinorelbine. Sur cette 

figure, pour chaque composé, la ligne verticale représente la moyenne des GI50 

observées sur l’ensemble des lignées cellulaires tumorales testées. Pour chaque 

composé, et pour chaque lignée, est représenté un segment horizontal situé à 

gauche de la ligne verticale si la lignée cellulaire est plus sensible que la moyenne 

des lignées, ou situé à droite de la ligne verticale si la lignée cellulaire est moins 
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sensible que la moyenne des lignées. A partir de ces résultats, nous constatons que 

EAPB0503 présente une activité spécifique en fonction des lignées tumorales : i) 

certaines lignées apparaissent très sensibles, comme la lignée SR des leucémies, la 

lignée MDA-MB-435 du mélanome ou l’ensemble des lignées du cancer du côlon ; ii) 

d’autres sont peu sensibles, comme les lignées MALME-3M ou UACC-257 du 

mélanome. La vinorelbine présente elle une activité beaucoup plus homogène, voie 

non spécifique, sur les lignées tumorales qui répondent. Seules certaines lignées 

répondent mal, comme SK-MEL-28 du mélanome ou HCT-15 du cancer du côlon par 

exemple.  EAPB0503 présente donc un profil d’activité beaucoup spécifique sur 

certaines lignées tumorales que celui d’un composé à activité antitubuline comme la 

vinorelbine. Ce résultat permet de penser que l’inhibition de la polymérisation de la 

tubuline ne constitue pas le mécanisme d’action principal de EAPB0503 mais 

pourrait représenter seulement un mécanisme d’action secondaire à un mécanisme 

beaucoup plus spécifique qu’il nous reste à identifier. 

L’ensemble de mes résultats et de ceux obtenus au laboratoire m’ont donc conduite 

à sélectionner EAPB0503 pour la poursuite de mes travaux concernant 

l’identification du mécanisme d’action des imiqualines. 
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L’ensemble de ces résultats montre que les imiqualines sont des composés à activité 

antiproliférative et antimitotique. Afin d’étudier l’interaction potentielle entre les 

imiqualines et la tubuline, nous nous proposons de développer une étude de 

modélisation moléculaire en collaboration avec le Dr Jean-François Guichou du 

Centre de Biochimie Structurale. 

 

EAPB0503 Vinorelbine
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IV.1.4!Etude de l’interaction Imiqualine-Tubuline par modélisation 

moléculaire 

Une étude de « molecular docking » a été réalisée par le Dr Jean-François Guichou 

du Centre de Biochimie Structurale de Montpellier afin d’étudier l’interaction entre 

les imiqualines et le site colchicine de la tubuline. Cette étude est détaillée dans la 

publication de ma thèse (258).   

En résumé, les études d'ancrage des molécules sur le site colchicine de la tubuline 

ont montré une bonne corrélation avec l'inhibition de la polymérisation de la 

tubuline. A titre d'exemple, les composés EAPB02403, EAPB0603, EAPB02603, 

EAPB02703, EAPB02803, EAPB0602, EAPB02003 et EAPB0803 peuvent difficilement 

s’ancrer dans le site colchicine et ont montré une absence d'inhibition de la 

polymérisation de la tubuline. Au contraire, les composés EAPB0503, EAPB02903, 

EAPB0502, EAPB01803, EAPB02203, et EAPB0703 peuvent s’ancrer dans le site de la 

colchicine de la tubuline et présente une bonne activité d’inhibition de la 

polymérisation de cette même tubuline.  

Les résultats obtenus à partir des études d’ancrage moléculaire ou « molecular 

docking » ont montré une bonne corrélation avec les résultats biologiques 

concernant l’inhibition de la polymérisation de la tubuline. Cette étude nous permet 

de mettre en évidence le rationnel des résultats biologiques et d’avoir un outil 

capable d’orienter les modulations chimiques à effectuer sur les composés de la 

série imiqualine en vue de diminuer ou augmenter leurs activités sur la tubuline. 

 

IV.1.5!Conclusion 

La molécule que nous souhaitons sélectionner pour la suite de notre étude doit avoir 

la meilleure activité antiproliférative et l’effet d’inhibition de la polymérisation de 

tubuline le plus faible. EAPB0503 est le composé présentant l’activité 

antiproliférative la plus forte et l’activité d’inhibition de la polymérisation de la 

tubuline la plus faible, si on excepte EAPB0502, qui est l’un des métabolites de 

EAPB0503. 

Malgré l’activité sur l’inhibition de polymérisation de la tubuline de EAPB0503, ce 

composé ne semble pas avoir le profil d’activité d’inhibition de la croissance 

cellulaire d’un antitubuline classique, tel que la vinorelbine. Comme le montre les 

résultats du NCI, EAPB0503 agit in vitro de façon sélective sur différents types de 

cancer, ce qui est différent de la vinorelbine. Même si l’interaction de EAPB0503 

avec la tubuline a été démontrée par modélisation moléculaire, ceci ne constituerait 

pas son mode d’action principal.  

L’étude du mécanisme d’action et la recherche d’une originalité potentielle pour 

EAPB0503 vont être réalisées grâce à une étude transcriptomique. 
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IV.2!Partie 2 : Analyse transcriptomique 

IV.2.1!Introduction 

La réponse aux agents anticancéreux est souvent variable d'un individu à l'autre en 

termes d’efficacité et de tolérance, ce qui rend parfois leur utilisation difficile. De ce 

fait, il est particulièrement important de pouvoir prédire leurs effets. Les techniques 

de génomique à haut débit ont conduit à la description d’une multitude de variations 

aux niveaux génétique et épigénétique, au niveau des profils d’expression génique 

ainsi qu’au niveau des voies de transduction du signal. De ce fait, un des challenges 

actuel de la recherche sur le cancer est basé sur l’utilisation de ces données afin 

d’identifier des biomarqueurs moléculaires permettant l’amélioration des méthodes 

actuelles de diagnostic, de pronostic ou de prédiction de la réponse au traitement. 

C’est dans ce cadre que s’inscrit la pharmacogénomique des anti-cancéreux dont le 

but est d’identifier l’origine génétique de la variabilité interindividuelle de réponse 

aux médicaments afin de permettre un traitement adapté à chaque patient. De ce 

fait et afin d’identifier l’originalité et le ou les mécanismes d’action de EAPB0503, 

nous avons choisi d’étudier le transcriptome de la lignée cellulaire de mélanome 

A375 à l’aide de puces « GeneChip Human Genome U133+ PM Array Strip » qui 

dérive de la puce pangénomique Affymétrix « GeneChip Human Genome U133 Plus 

2.0 Array» (Affymetrix, Santa Clara, CA). Ces dernières permettent une exploration 

complète du génome humain à travers 47400 transcrits ou variant incluant plus de 

38500 gènes humains caractérisés) et ainsi, il se trouve au format plaques multiple-

puces permettant d’hybrider en parallèle jusqu'à 4 échantillons.  

L’objectif de notre analyse est d’obtenir un médicament anticancéreux, et pour ce 

faire il est nécessaire de remplir les conditions suivantes : 

1)! Définir le ou les mécanismes d’action de ce médicament permet de cibler un 

type de cancer. 

2)! Ce ou ces mécanismes d’actions doivent être originaux car la grande 

problématique mondiale des médicaments est la résistance des cancers aux 

anticancéreux classiques. 

3)! Définir le ou les mécanismes d’action de ce médicament en anticipant le 

problème de toxicité.  

Cette technique d’analyse, basée sur une étude transcriptomique, a été choisie car 

elle pourrait nous aider à répondre à ses questions. 
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IV.2.2!Etude Nº1: originalité de mécanisme d’action d’EAPB0503? 

IV.2.2.1!Design de l’étude 

 

 

EAPB0503 contrôle Autres molécules 

Dose 10 µM pas traitement 10 µM 

Temps de traitement 6h 6h 6h 

Répliqué 2 2 1 

C9D8+9)%,B%-%>+/'(3%0+%8?24)0+%\t,:%

%

Pour l’hybridation 1, les cellules ont été traitées avec une dose et un temps de 

traitement fixes pour EAPB0503 et les autres molécules (5-FU, BMS, Colchicine, 

dacarbazine, doxorubicine, fotemustine, imiquimod, maytansine, méthotrexate, 

SN38, vemurafenib et vinorelbine) (tableau 19). Le contrôle et EAPB0503 ont été 

répliqués 2 fois.   

 

IV.2.2.1.1!Choix des anticancéreux ou médicaments comparateurs  

Plusieurs médicaments et anticancéreux classique (tableau 20) connue sur le marché 

ont été choisis dans cette étude pour trouver le ou les cibles moléculaires de 

EAPB0503. 

Nom  Classe Cible 

5-FU Antimétabolite  inhibiteur de la thymidilate synthase   

METHOTREXATE Antimétabolite   Inhibiteur du métabolisme de l'acide folique 

BMS Agent antirétroviral inhibiteur d’IKK 

DACARBAZINE Agent alkylant   Hydrazines, triazines et utilisée en clinique sur mélanome 

FOTEMUSTINE Agent alkylant  
Utilisée en clinique sur mélanome avec métastases 

cérébrales 

IMIQUIMOD immunomodulateur 
  Agit comme un agoniste du récepteur toll-like 7 -un 

analogue structural de EAPB0503 

DOXORUBICINE Anthracyclines   Agent intercalant, antibiotique antitumoral 

SN38 
Métabolite actif de 

l'irinotécan 
Inhibiteur de toposisomérase I  

VEMURAFENIB Inhibiteur de kinase Inhibiteur de BRAF 

PACLITAXEL Taxane 
Poison du fuseau- Inhibe la dépolymérisation des 

microtubules 

VINORELBINE Vinca Alcaloïde Antimicrotubule 

COLCHICINE Anti goutte Antimicrotubule- Liaison aux microtubules 

MAYTANSINE Anticorps conjugués 
Antitubuline- Molécule proches des EAPB d'après des 

tests du NCI (analyse COMPARE) 

C9D8+9)%;A01\65/]%F89//+/%+4%F'D8+/%0+/%F65!6/2/%)4'8'/2/%093/%8?24)0+%,:%
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Trois molécules antitubulines ont été choisies, afin d’éliminer les modifications 

d’expression des gènes induites par ces mécanismes antimicrotubules. En effet, nous 

pensons que l’effet antimicrotubule de EAPB0503 n’est pas le seul effet cytotoxique. 

Ainsi, un autre mécanisme d’action serait à isoler grâce à cette analyse 

transcriptomique. Ainsi, d’autres anticancéreux classique, avec des mécanismes 

d’action différents, ont été utilisés comme comparateurs et ainsi nous permettre de 

démontrer l’originalité du mécanisme d’action de EAPB0503.    

 

IV.2.2.1.2!Conditions d’exposition 

Une lignée cellulaire de mélanome A375 a été traitée à une concentration  de 10 µM 

pendant 6h avec l’une des 13 différentes molécules suivantes : 5-FU, BMS, 

Colchicine, dacarbazine, doxorubicine, fotemustine, imiquimod, maytansine, 

méthotrexate, SN38, vemurafenib, vinorelbine et une molécule de la famille des 

imiqualines, EAPB0503. Le choix de la dose unique et forte (10µM), et d’un temps de 

traitement unique et court (6h), pour toutes les molécules a été guidé par notre 

envie : 

·! d’induire une réponse au traitement dans le maximum de cellules (forte 

dose). 

·! de ne voir que l’effet du traitement (6h) sans les mécanismes de résistance 

et/ou échappement au traitement. 

 

IV.2.2.1.3!Choix de répliqué 

EAPB0503 est la molécule choisie de la série imidazoquinoxalines. Les hybridations 

avec les échantillons traités par EAPB0503 et le contrôle non traité ont été répliqués 

2 fois afin d’augmenter la puissance statistique des tests de détection des variations 

d’expression. Mais, pour les autres comparateurs, les hybridations n’ont pas été 

répliquées, d’une part en raison des contraintes financières, et d’autre part carles 

mécanismes d’action de ses comparateurs sont déjà connus. 

Malgré tout, afin de s’affranchir de la variabilité du manipulateur, tous les 

traitements ont été répétés trois fois, et les ARN extraits ont été combinés en 

quantité stœchiométrique avant hybridation. 

 

IV.2.2.2!Résultats 

L’hybridation sur les puces a été effectuée sur la plateforme Affymetrix de l’institut 

de Recherche en Biothérapie (IRMB-CHU Montpellier).  

Brièvement, les étapes d’analyse ont été les suivantes :  
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i) normalisation par RMA (Robust Multi-array Average),  

ii) comparaison des profils d’expression par la méthode RDAM (Rank Difference 

Analysis of Microarray), puis par analyse en composantes principales (PCA) 

 

L’analyse des données transcriptomiques a été réalisée en collaboration avec Michel 

Bellis, biostatisticien (CRBM, UMR5237, Montpellier). 

 

IV.2.2.2.1!Matrice de distance et dendrogrammes 

Ces données permettent de calculer une distance entre tous les échantillons pris 

deux à deux et à convertir ces distances en dendrogrammes synthétique sous forme 

d’un arbre (figure 54).  

Afin de mettre en évidence les altérations d'expression génique due au traitement 

effectué sur la lignée A375 et après la constitution des têtes de liste selon les probe 

sets qui ont la plus faible valeur absolue de FDR (variations les plus significatives). 

Nous avons réalisé une comparaison des profils d’expression de chaque condition 

utilisée sur A375 (traité et non traité).  

 

&'()*+%"S-%V65!9*9'/63%0+/%!*61'8/%0_+c!*+//'63%(23'=)+%0+/%F65!6/2/%F65!9*94+)*/%

093/%8?24)0+%,%/)*%89%8'(32+%F+88)89'*+%M#K"]%!+*5+4%0?'/68+*%4*6'/%(*6)!+/%YR]%RR%+4%RRR$:%

.+/%0'/493F+/%+34*+%FJ9=)+%!9'*+%0+%4*9'4+5+34/%634%242%F98F)82+/%F655+%02F*'4%093/%

l%5942*'+8/%+4%524J60+/%m%+4%*+!*2/+342+/%!9*%)3+%594*'F+%0+/%0'/493F+/:%%

 

EAPB0503

Maytansine

Vinorelbine

Vemurafenib

BMS345541

Doxorubicine

SN38

EAPB0503

Colchicine

Paclitaxel

Imiquimod

Control

Methotrexate

Fotemustine

5-FU

Dacarbazine

Control

III 

II 

I 
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Le dendrogramme des distances (Figure 54) reflète les relations entre les profils 

d'expression, et individualise 3 groupes de molécules : 

·! groupe I de molécules n’ayant aucun effet à cause d’une concentration 

utilisée très faible, ou ayant un effet tardif qui ne peut être détecté à 6 

heures et se regroupant avec le contrôle : Fotemustine, Paclitaxel, 

Imiquimod, Dacarbazine, Methotrexate et 5-FU ; 

·! groupe II de molécules ciblant la tubuline : Colchicine, Vinorelbine, 

Maytansine et EAPB0503. 

·! groupe III de molécules ayant des effets contrastés au niveau du 

transcriptome : Doxorubicine, SN38, BMS, Vemurafenib. 

La figure 55 nous présente une comparaison des profils d’expression des cellules 

traitées par les composés appartenant au groupe II (antitubuline). Cette analyse 

nous a permis de mettre en évidence que EAPB0503 présente un profil d’expression 

différence de ceux des antitubulines testés. 
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&'()*+%""-%>'/4*'D)4'63%0+/%!*6D+%/+4/%Y+3%6*06332+$%0+/%4u4+/%0+%8'/4+%0+%49'88+%;"A%YM$%

+4%;AAA%YU$%093/%8+/%0'112*+34+/%F65!9*9'/63/%+34*+%8+/%F+88)8+/%4*9'42+/%Y+3%9D/F'//+$%

+4%8+/%F+88)8+/%363%4*9'42+/:%

En rouge ou bleu: probe sets appartenant à la tête de liste dont le signal est 

respectivement croissant ou décroissant. En vert : probe sets absent de la tête de 

liste. Encadré en rose les gènes spécifiques à EAPB0503. 
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IV.2.2.3!Conclusion 

Ces résultats suggèrent que, EAPB0503 présente un mécanisme d’action différent 

des composés appartenant aux groupes I et III. De plus, à l’intérieur du groupe II, les 

différences observées entre les profils d’expression, suggère que EAPB0503 présente 

un mécanisme d’action original par rapport aux antitubulines.  

 

IV.2.3!Etude Nº2 : mécanismes d’action d’EAPB0503 ? 

Notre hypothèse est que EAPB0503 présente deux mécanismes d’action: 

·! Une activité anti-tubuline, proche de celle de la colchicine(258), mais non 

majoritaire, 

·! un autre mécanisme entrainant l’apoptose indépendamment de l’activité 

anti-microtubule du composé. 

 

IV.2.3.1!Design de l’étude 

Afin de mettre en évidence ce(s) autre(s) mécanisme(s) d’action, le profil 

d’expression de cellules traitées avec EAPB0503 sera comparé avec ceux de cellules 

traitées avec des anti-tubulines classiques. Cette nouvelle étude nécessitela 

récupération des donnés de l’hybridation 1 de l’étude 1, ainsi qu’une nouvelle 

hybridation (2).  La colchicine a été choisie comme comparateur dans cette nouvelle 

hybridation(258).  

La même lignée cellulaire de mélanome A375, a été traitée à la CI90des composés 

pendant 6h et 24h pour les deux molécules EAPB0503 et colchicine, cette fois en 

dupliquat. Cette hybridation a été conçue pour étudier les effets immédiats (6h) et à 

plus long terme (24h) des molécules, et comporte pour chaque condition biologique 

deux répliqués afin d’augmenter la puissance statistique des tests de détection des 

variations d’expression (tableau 21). 

  Hybridation EAPB0503 Contrôle   Colchicine 

Dose 
hybridation 1 10 µM pas de traitement 10 µM 

hybridation 2 CI90 pas de traitement CI90 

Temps de traitement 
hybridation 1  6h 6h 6h 

hybridation 2 6h et 24h 6h et 24h 6h et 24h 

Répliqué 
hybridation 1  2 2 1 

hybridation 2 2 2 2 

C9D8+9)%;,-%>+/'(3%0+%8?24)0+%\t;%-%)4'8'/94'63%0+%8?JED*'094'63%,%0+%8?24)0+%\t,%+4%0+%

8?JED*'094'63% ;:% C6)4+/% 8+/% F630'4'63/% 0+% 8?JED*'094'63% ;% 634% 242% 19'4+/% +3% 0)!8'=)94%

!9*%*9!!6*4%b%8?JED*'094'63%,:%
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IV.2.3.2!Résultats 

Les étapes d’analyse bioinformatique ont été les suivantes : i) normalisation par RMA 

(Robust Multi-array Average), ii) comparaison des profils d’expression par la 

méthode RDAM (Rank Difference Analysis of Microarray,  puis PCA, iii) sélection des 

gènes dont l’expression est la plus altérée dans les lignées résistantes (génération de 

listes de transcrits hiérarchisés selon leur degré d’altération), et iv) enrichissement 

fonctionnel des listes de gènes sélectionnés. L’analyse des données 

transcriptomiques a été réalisée en collaboration avec Michel Bellis. 

 

IV.2.3.2.1!Profils d’expression (transcriptomic) obtenue par l’hybridation 2 

L’examen de la matrice de distances (figure 56), montrent que les profils 

d’expression de la colchicine et de l’EAPB0503 sont bien distincts à 6h. En revanche, 

à 24h, les profils d’expression sont proches. Cela peut s’expliquer par le fait qu’à 24h 

sont exprimés les effecteurs des voies d’apoptoses déclenchées. Ces effecteurs sont 

communs malgré des mécanismes initiaux différents. La condition 24h étant donc 

moins discriminante que la condition 6h, c’est cette dernière qui sera conservée 

pour mettre en évidence le mécanisme d’action précoce de EAPB0503. 

 

&'()*+% "T-%V65!9*9'/63% 0+/% !*61'8/% 0_+c!*+//'63% (23'=)+% 0+% 8?JED*'094'63% ;% /)*% 89%

8'(32+%F+88)89'*+%M#K":%

 

IV.2.3.2.2!Enrichissements fonctionnel  

IV.2.3.2.2.1!Introduction 

Les différentes étapes réalisées sont résumées dans la figure 57. 
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&'()*+% "K-% L+!*2/+3494'63% /FJ2594'=)+% 0+/% 0'112*+34+/% 249!+/% 0?+3*'FJ'//+5+34%

163F4'633+8%*298'/2+/: 

 

IV.2.3.2.2.2!Choix de la comparaison adéquate pour pouvoir extraire le(s) 

mécanisme(s) d’action(s) différentiel(s) de EAPB0503 par rapport à la 

colchicine 

Les fonctions cellulaires altérées lors des différents traitements effectués sur la 

lignée A375 ont été recherchées par la méthode développée dans « matériels et 

méthodes ». Les gènes les plus exprimés entre les différentes comparaisons ont été 

recherchés et hiérarchisés selon leur degré d’altération (les gènes les plus dérégulés 

sont retrouvés en tête de liste). Ainsi, des listes primaires union (u) et combinées 

(union (u) ou intersection (n) ou différence (-)) ont été construites afin de réaliser les 

opérations d’ensembliste (voir « matériels et méthodes ») comme indique le tableau 

22. Dans notre analyse, il y a 3 listes qui nous intéressent : 

·! Gènes d’expression altérée par le traitement EAPB0503 (EAPB0503:6h vs 

CONT:6H),  
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·! Gènes d’expression altérée à la fois par l’EAPB0503 et les composés anti-

microtubule= mécanisme d’action commun (n(EAPB0503,COLCH):6H), 

·! Gènes d’expression altérée spécifiquement par l’EAPB0503 comparativement 

aux composés anti-microtubule = mécanisme(s) d’action(s) original (aux) 

(EAPB0503-u(COLCHCIINE, MAYTANSINE, VINORELBINE)). 

Les gènes se trouvant en tête de ces listes ont été analysés par MGSA.  

comparaisons primaires 

Nom de la liste  Définition de la liste  

Colchicine versus Contrôle  les gènes de colchicine comparés à ceux du contrôle 

EAPB0503 versus Contrôle  les gènes d'EAPB0503 comparés à ceux du contrôle 

Colchicine versus Contrôle  les gènes de colchicine comparés à ceux du contrôle 

EAPB0503 versus Contrôle  les gènes d'EAPB0503 comparés à ceux du contrôle 

Combinaison de comparaisons primaires 

Nom de la liste  Définition de la liste  

n (EAPB0503, Colchicine) les gènes communs d’EAPB0503 et de colchicine 

u(COLCHICINE, 

MAYTANSINE, VINORELBINE) 

les gènes communs et non communs de la colchicine, 

maytansine, et vinorelbine 

EAPB0503-u (COLCHICINE, 

MAYTANSINE, VINORELBINE) 

les gènes d'EAPB0503 comparés à ceux du contrôle 

en éliminant les gènes communs et non communs de 

colchicine, maytansine, et vinorelbine 

C9D8+9)% ;;-% >'112*+34+/% 8'/4+/% *298'/2+/% 91'3% 0+% /28+F4'633+*% 8+/% !*6D+% /+4/% !6)*%

8?+3*'FJ'//+5+34%163F4'633+8:%.+/%8'/4+/%+3%D8+)%634%242%/28+F4'6332+/%!6)*%8+/%9398E/+/%

OGIM:%

 

IV.2.3.2.2.3!Analyses MGSA  

C’est l’analyse de base qui nous permet d’obtenir les termes GO utilisé par la suite 

pour émettre des hypothèses mécanistiques. L’apport de cet algorithme et la 

démarche développée sont décrits dans « matériel et méthode ». Pour rendre 

l’analyse MGSA plus robuste et éviter les variations de résultats dues à la partie 

aléatoire du modèle mathématique utilisé, les analyses sont effectuées dix fois pour 

chaque liste et l’on garde les termes GO pour lesquels la moyenne des dix scores est 

supérieure ou égale à 0.5 dans au moins trois analyses. Ainsi pour éviter la variation 

de résultats due au choix de la taille de la liste de gènes, l’analyse MGSA a été 

réalisée sur des listes de tailles variables (50, 100, 150, 200, 250, 500, 750, 1000, 

1250, 1500, 1750 et 2000). Au total 12 listes allant de 50 à 2000 gènes.  

L’analyse MGSA a conduit à l’obtention de 49 à 90 termes GO actifs selon les listes 

comme le montre le tableau 23. Afin de faciliter l’analyse de ces termes et ainsi de 

tirer les conclusions adéquates, nous avons cherché à en diminuer le nombre.  
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Nombre des termes GO  Nombre des gènes  

 

Sur-

exprimés 

Sous-

exprimés 
Total 

Sur-

exprimés 

Sous-

exprimés 
Total 

EAPB0503-u (Colchicine, 

Maytansine, Vinorelbine) 
46 44 90 156 65 221 

EAPB0503 vs Contrôle 23 25 48 98 139 237 

N (EAPB0503, Colchicine) 27 22 49 44 53 97 

           C9D8+9)% ;#-% L+!*2/+3494'63% 0)% 365D*+% 0+% 4+*5+/%Gp% +4% 0+% /+/% (73+/% 6D4+3)/% !9*%

OGIM% !6)*% 8+/% 4*6'/% 8'/4+/% FJ6'/'+/% PM@UA"A#H)% YV68FJ'F'3+]% O9E493/'3+]%

'̀36*+8D'3+$]%PM@UA"A#% +̀*/)/%V634*e8+%+4%\%YPM@UA"A#]%V68FJ'F'3+$:%

 

IV.2.3.2.2.4!Choix personnel  

Devant le grand nombre de termes GO générés dans la sélection précédente basée 

sur la moyenne des scores MGSA, on a essayé de réduire le nombre de termes GO. 

Cette réduction est focalisée sur le nombre des listes (12 listes de tailles variables 

allant de 50 à 2000 gènes pour chaque comparaison) pour lesquelles apparaît 

chaque terme. Avant de décider quel nombre de listes est convenable, on a fait une 

comparaison. Les choix sont les termes GO qui se trouvent au moins dans une liste 

(≥1), ou dans 2 (≥2), etc., comme décrit dans la figure 58. 

 

&'()*+% "X-% Z'/46(*955+% *+!*2/+34934% 8+% 365D*+% 0+/% 4+*5+/% Gp% +3% 163F4'63% 0+%

365D*+%0+/%8'/4+/:%

%

On a constaté que le nombre de termes GO dans au moins 1 liste ou 2 est autour de 

30-60 termes, ce qui nous donne encore beaucoup de termes. Tandis qu’en 

choisissant le nombre de termes GO dans au moins 4 ou 5, le nombre de termes sera 
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autour 3-9 termes ce qui n’est faible. Donc le meilleur choix semble de conserver les 

termes GO présents dans au moins 3 listes, soit aux alentours de 20 termes GO.  

La figure 59 illustre la démarche. Elle représente un exemple de résultat d’analyse 

MGSA : pour EAPB0503 versus Contrôle, dans la base de donné du Processus 

biologique (BP), pour les gènes surexprimés. Les termes GO incluent dans au moins 

trois listes ont été sélectionnés et encadrés en rouge. Le tableau 24 récapitule le 

nombre de termes sélectionnés par cette méthode dans chaque comparaison. 

 

&'()*+% "B-% Pc+5!8+% 0+% *2/)8494% 0?9398E/+%OGIM%-% F65!9*9'/63% PM@UA"A#% <+*/)/%

F634*e8+]% D9/+% 0+% 06332+/!*6F+//)/% D'686('=)+% YU@$% 0+% Gp]% !6)*% 8+/% (73+/%

/)*+c!*'52/:%

Termes GO ayant un score ≥0,5 dans au moins trois analyses sur 10, dans des listes 

de longueurs égales à 50, 100, 150, 200, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 et 

2000. Pour chaque taille de liste, la couleur indique le nombre d'analyses MGSA pour 

lesquelles le score est ≥0,5 (bleu foncé = 0 ; rouge foncé = 10). La moyenne des scores 

calculée sur toutes les tailles de liste est représentée selon la même échelle dans la 

dernière colonne (1). Les termes encadrés en rouge sont les termes retrouvés au 

minimum dans trois listes, et donc sélectionnés pour les analyses suivantes. 
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Nombre des termes GO  Nombre des gènes  

 

Sur-

exprimés 

Sous-

exprimés 
total 

Sur-

exprimés 

Sous-

exprimés 
total 

EAPB0503-u (Colchicine, 

Maytansine, Vinorelbine) 
13 19 32 15 34 49 

EAPB0503 vs Contrôle 7 8 15 16 13 29 

N(EAPB0503, Colchicine) 4 5 9 11 6 17 

C9D8+9)%;S-%365D*+%0+%4+*5+/%Gp%+4%(73+/%9//6F'2/%9!*7/%/28+F4'63%0+/%4+*5+/%'3F8)/%

093/%9)%56'3/%#%8'/4+/:%

 

Le détail des termes GO obtenu par analyse MGSA puis réduction est disponible dans 

les tableaux 25, 26 et 27. Ces tableaux sont respectivement pour les trois listes 

choisies EAPB0503-u(Colchicine, Maytansine, Vinorelbine), EAPB0503 Versus 

Contrôle, et n(EAPB0503, Colchicine). 
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Identité des 

termes GO 

Définition de la fonction biologique de chaque 

terme  

Base de 

données 

 

Surexprimé  

GO:0051865 protein autoubiquitination BP 

GO:0051260 protein homooligomerization BP 

GO:0016266 O-glycan processing BP 

GO:0006911 phagocytosis, engulfment BP 

GO:0000075 cell cycle checkpoint BP 

GO:0043123 

positive regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB 

signaling BP 

GO:0005881 cytoplasmic microtubule CC 

GO:0000981 

sequence-specific DNA binding RNA polymerase 

II transcription factor activity MF 

GO:0005200 structural constituent of cytoskeleton MF 

GO:0005540 hyaluronic acid binding MF 

GO:0004553 

hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl 

compounds MF 

GO:0003785 actin monomer binding MF 

GO:0008195 phosphatidate phosphatase activity MF 

Sous-

exprimé  

GO:0045444 fat cell differentiation BP 

GO:0060021 palate development BP 

GO:0021955 central nervous system neuron axonogenesis BP 

GO:0032354 response to follicle-stimulating hormone BP 

GO:0007598 blood coagulation, extrinsic pathway BP 

GO:0072089 stem cell proliferation BP 

GO:0008307 structural constituent of muscle MF 

GO:0005201 extracellular matrix structural constituent MF 

GO:0015293 symporter activity MF 

GO:0008028 

monocarboxylic acid transmembrane transporter 

activity MF 

GO:0003746 translation elongation factor activity MF 

GO:0008140 cAMP response element binding protein binding MF 

GO:0072590 N-acetyl-L-aspartate-L-glutamate ligase activity MF 

GO:0072591 citrate-L-glutamate ligase activity MF 

GO:0008526 phosphatidylinositol transporter activity MF 

GO:0016324 apical plasma membrane CC 

GO:0030027 Lamellipodium CC 

GO:0005811 lipid particle CC 

GO:0005681 spliceosomal complex CC 

C9D8+9)% ;"-% 4+*5+/% Gp% l%9F4'1/%m% !6)*% 89% F65!9*9'/63% PM@UA"A#H)YV68FJ'F'3+]%

O9E493/'3+]% '̀36*+8D'3+$:%U@%-%D9/+%0+%06332+%l%!*6F+//)/%D'686('=)+%m%0+%Gp]%O&%-%

D9/+% 0+% 06332+% l% 163F4'63% 5682F)89'*+%m]% VV%-% D9/+% 0+% 06332+% lF65!6/934%

F+88)89'*+%m:%

%
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%

 

Identité des 

termes GO 
Définition de la fonction biologique des termes  

Base de 

données 

 

Surexprimé  

GO:0035914 skeletal muscle cell differentiation BP 

GO:0035329 hippo signaling BP 

GO:0007219 Notch signaling pathway BP 

GO:0006383 transcription from RNA polymerase III promoter BP 

GO:0010172 embryonic body morphogenesis BP 

GO:0005201 extracellular matrix structural constituent MF 

GO:0008112 nicotinamide N-methyltransferase activity MF 

Sous-

exprimé  

GO:0048286 lung alveolus development BP 

GO:0007156 homophilic cell adhesion BP 

GO:0010499 

proteasomal ubiquitin-independent protein catabolic 

process BP 

GO:0045210 FasL biosynthetic process BP 

GO:0005519 cytoskeletal regulatory protein binding MF 

GO:0005540 hyaluronic acid binding MF 

GO:0032184 SUMO polymer binding MF 

GO:0005578 proteinaceous extracellular matrix CC 

C9D8+9)%;T-% 4+*5+/%Gp%l%9F4'1/%m%!6)*% 89%F65!9*9'/63%PM@UA"A#% +̀*/)/%V634*e8+:%

U@%-%D9/+%0+%06332+%l%!*6F+//)/%D'686('=)+%m%0+%Gp]%O&%-%D9/+%0+%06332+%l%163F4'63%

5682F)89'*+%m]%VV%-%D9/+%0+%06332+%lF65!6/934%F+88)89'*+%m:%

 

 

Identité des 

termes GO 
Définition de la fonction biologique des termes  

Base de 

données 

 

Surexprimé  

GO:0048009 

insulin-like growth factor receptor signaling 

pathway BP 

GO:0006383 transcription from RNA polymerase III promoter BP 

GO:0006970 response to osmotic stress BP 

GO:0030054 cell junction CC 

Sous 

exprime  

GO:0007156 homophilic cell adhesion BP 

GO:0010499 

proteasomal ubiquitin-independent protein 

catabolic process BP 

GO:0045210 FasL biosynthetic process BP 

GO:0032808 lacrimal gland development BP 

GO:0005519 cytoskeletal regulatory protein binding MF 

C9D8+9)%;K-%4+*5+/%Gp%l%9F4'1/%m%!6)*%89%F65!9*9'/63%3YPM@UA"A#]%V68FJ'F'3+$:%U@%-%

D9/+% 0+% 06332+% l%!*6F+//)/% D'686('=)+%m% 0+% Gp]% O&%-% D9/+% 0+% 06332+% l163F4'63%

5682F)89'*+%m]%VV%-%D9/+%0+%06332+%lF65!6/934%F+88)89'*+%m:%
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IV.2.3.2.2.5!RESN 

Devant le nombre de termes GO générés dans la sélection précédente, on s'était 

posé la question de savoir si l'on pouvait regrouper les termes GO proches afin de 

réduire la liste pour en faciliter l'analyse à travers la méthode définie par 

Resnik(247). Pour calculer similarité sémantique de deux termes, on utilise la valeur 

du niveau d'information du plus proche parent commun aux deux termes. La figure 

60 donne un exemple des résultats obtenus par cette analyse. 

 

 

&'()*+% TA%-% Pc+5!8+% 0+% *2/)8494% 0?9398E/+% OGIM% !)'/% LPI\%-% F65!9*9'/63%

PM@UA"A#%<+*/)/%F634*e8+]%D9/+%0+%06332+/%!*6F+//)/%D'686('=)+%YU@$%0+%Gp]%!6)*%

8+/%(73+/%/)*+c!*'52/:%

Termes GO ayant un score ≥0,5 dans au moins trois analyses sur 10, dans des listes 

de longueurs égales à 50, 100, 150, 200, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 et 

2000. Pour chaque taille de liste, la couleur indique le nombre d'analyses MGSA pour 

lesquelles le score est ≥0,5 (bleu foncé = 0 ; rouge foncé = 10). La moyenne des scores 

calculée sur toutes les tailles de liste est représentée selon la même échelle dans 

l’avant-dernière colonne (1). Les termes encadrés en rouge sont les termes retrouvés 

au minimum dans trois listes, et donc précédemment sélectionnés. Dans la dernière 

colonne (2), la similarité sémantique calculée par RESN est représentée avec la même 

échelle. Les termes précédés d’une flèche rouge ne sont pas retrouvé par RESN.  

Le logiciel RESN ne détecte pas tous les termes GO (flèche rouge dans la figure 60). 
Donc RESN ne nous permet pas de tirer les conclusions utiles. Nous avons donc 
utilisé un autre logiciel pour réaliser le regroupement de termes : REVIGO. 
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IV.2.3.2.2.6!REVIGO 

REVIGO (REduce and VIsualise les termes GO) peut gérer de longues listes de termes 

Gene Ontology (GO) et les résumer en supprimant les termes GO redondants. Ces 

termes peuvent être visualisés pardes graphiques interactifs ou « tree map » (figure 

61). 

 

&'()*+% T,01 C*++% 59!% *+!*2/+3494'<+% 0+/% 4+*5+/% Gp%-% F65!9*9'/63% PM@UA"A#H

)YV68FJ'F'3+]%O9E493/'3+]% '̀36*+8D'3+$%D9/+%0+%06332+/%!*6F+//)/%D'686('=)+%YU@$%0+%

Gp]% !6)*% 8+/% (73+/% /)*+c!*'52/:% VJ9=)+% F6)8+)*% *+!*2/+34+% 8+/% 4+*5+/% =)'% /+%

*+(*6)!+34:%

 

IV.2.3.2.2.7!Termes GO finalement sélectionnés pour la recherche d’hypothèses 

mécanistiques 

Après les étapes d’enrichissement fonctionnel (MGSA), de simplification (réduction 

du nombre de termes GO en fonction de leur fréquence d’apparition), et de 

regroupement (REVIGO), les termes GO suivants ont été sélectionnés et présentés 

dans les tableaux 28, 29 et 30. 
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%

C9D8+9)% ;X-% 4+*5+/% Gp% /28+F4'6332/% !6)*% 89% F65!9*9'/63% PM@UA"A#H)YV68FJ'F'3+]%
O9E493/'3+]% '̀36*+8D'3+$% 9!*7/% 9398E/+% OGIM]% /'5!8'1'F94'63]% !)'/% *+(*6)!+5+34% !9*%

LP`RGp:% U@%-% D9/+% 0+% 06332+% l%!*6F+//)/% D'686('=)+%m% 0+% Gp]% O&%-% D9/+% 0+% 06332+%
l163F4'63%5682F)89'*+%m]%VV%-%D9/+%0+%06332+%l%F65!6/934%F+88)89'*+%m]%!6!)894'63%-%365D*+%

0+%(73+/%021'3'//934%8+%4+*5+%Gp]%\65D*+%0+%(73+/%-%365D*+%0+%(73+/%0)%4+*5+%Gp%9842*2/%
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GO:0051865 protein autoubiquitination BP 42 1 RNF213 

GO:0016266 O-glycan processing BP 53 2 MUC15  ST6GAL1 

GO:0006911 phagocytosis, engulfment BP 20 2 ABCA1  GULP1 

GO:0051260 protein homooligomerization BP 238 3 KCTD15  PRNP    TAF10 

GO:0000075 cell cycle checkpoint BP 230 1 CCNG2 

GO:0043123 
positive regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB 
signaling 

BP 150 2 CXXC5  TNFRSF11 

GO:0005881 cytoplasmic microtubule CC 54 2 GRAMD3  TUBA1A 

GO:0000981 
sequence-specific DNA binding RNA polymerase II 
transcription factor activity 

MF 291 3 ETV6  EHF  MEF2C 

GO:0005200 structural constituent of cytoskeleton MF 92 6 
HIP1  NEFL  TUBA1A 
TUBB TUBB3  TUBB4B 

GO:0005540 hyaluronic acid binding MF 20 1 HAPLN1 

GO:0008195 phosphatidate phosphatase activity MF 8 1 PPAP2C 

GO:0004553 
hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl 
compounds 

MF 87 1 LCTL 

GO:0003785 actin monomer binding MF 15 1 PKNOX2 

So
u

s-
ex

p
ri

m
é

 

GO:0045444 fat cell differentiation BP 156 2 IL11  METRNL 

GO:0060021 palate development BP 76 2 BNC2  TIPARP 

GO:0032354 response to follicle-stimulating hormone BP 11 1 PAPPA 

GO:0021955 central nervous system neuron axonogenesis BP 30 2 PTEN  PTENP1 

GO:0007598 blood coagulation, extrinsic pathway BP 5 1 TFPI 

GO:0072089 stem cell proliferation BP 125 1 ABCB1 

GO:0005201 extracellular matrix structural constituent MF 67 2 MATN3  TFPI2 

GO:0015293 symporter activity MF 120 2 SLC16A6  SLC24A3 

GO:0008526 phosphatidylinositol transporter activity MF 5 1 PITPNC1 

GO:0003746 translation elongation factor activity MF 20 1 ELL2 

GO:0008140 cAMP response element binding protein binding MF 8 1 CREM 

GO:0072591 citrate-L-glutamate ligase activity MF 1 1 RIMKLB 

GO:0016324 apical plasma membrane CC 237 8 
ABCB1  ADRB2  
ATP6V0A4  CD55  NHS  
PDE4D RAB27B SLC7A5 

GO:0030027 lamellipodium CC 136 3 NHS NEDD9 SH3RF1 

GO:0005811 lipid particle CC 53 1 STARD13 

GO:0005681 spliceosomal complex CC 145 1 SREK1 
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GO:0035329 hippo signaling BP 32 4 AMOTL2  LATS2  SAV1 TEAD1 

GO:0007219 Notch signaling pathway BP 157 1 HDAC9 

GO:0010172 embryonic body morphogenesis BP 9 1 TFAP2A 

GO:0005201 skeletal muscle cell differentiation BP 54 6 
ANKRD1  ATF3 CITED2  KLF5  
MAFF   PLAGL1 

GO:0006383 
transcription from RNA polymerase III 
promoter 

BP 51 1 SNAPC1 

GO:0005201 extracellular matrix structural constituent MF 67 2 MATN3  TFPI2 

GO:0008112 nicotinamide N-methyltransferase activity MF 1 1 NNMT 

So
u

s-
ex

p
ri

m
é 

GO:0010499 
proteasomal ubiquitin-independent protein 
catabolic process 

BP 4 1 ENC1 

GO:0045210 FasL biosynthetic process BP 2 1 PHLDA1 

GO:0048286 lung alveolus development BP 39 5 
BMPR2  FZD1  SOX2  STRA6  
TNS3 

GO:0007156 homophilic cell adhesion BP 120 2 PCDH10  PCDH7 

GO:0005519 cytoskeletal regulatory protein binding MF 1 1 CDC42EP3 

GO:0032184 SUMO polymer binding MF 5 1 SOBP 

GO:0005540 hyaluronic acid binding MF 20 1 HAPLN1 

GO:0005578 proteinaceous extracellular matrix CC 324 4 EMILN1 

%

C9D8+9)% ;B-% 4+*5+/% Gp% /28+F4'6332/% !6)*% 89% F65!9*9'/63% PM@UA"A#% <+*/)/%

Vp\CLp.P% 9!*7/% 9398E/+%OGIM]% /'5!8'1'F94'63]% !)'/% *+(*6)!+5+34% !9*%LP`RGp:%

U@%-%D9/+%0+%06332+%l%!*6F+//)/%D'686('=)+%m%0+%Gp]%O&%-%D9/+%0+%06332+%l%163F4'63%

5682F)89'*+%m]%VV%-%D9/+%0+%06332+%l%F65!6/934%F+88)89'*+%m]%!6!)894'63%-%365D*+%0+%

(73+/% 021'3'//934% 8+% 4+*5+%Gp]% \65D*+% 0+% (73+/%-% 365D*+% 0+% (73+/% 0)% 4+*5+%Gp%

9842*2/%093/%89%F65!9*9'/63:%
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GO:0048009 
insulin-like growth factor receptor 

signaling pathway 
BP 32 2 CRIM1  IRS1 

GO:0006383 
transcription from RNA polymerase III 

promoter 
BP 51 1 SNAPC1 

GO:0006970 response to osmotic stress BP 62 1 TSC22D2 

GO:0030054 cell junction CC 788 7 

ARC  DACT1  DLGAP1  

GLRB  PDLIM5  

SAMD4A SV2C 

So
u

s-
ex

p
ri

m
é 

GO:0007156 homophilic cell adhesion BP 120 2 PCDH10  PCDH7 

GO:0010499 
proteasomal ubiquitin-independent 

protein catabolic process 
BP 4 1 ENC1 

GO:0045210 FasL biosynthetic process BP 2 1 PHLDA1 

GO:0032808 lacrimal gland development BP 5 1 IGSF3 

GO:0005519 cytoskeletal regulatory protein binding MF 1 1 CDC42EP3 

%

C9D8+9)%#A01 4+*5+/%Gp%/28+F4'6332/%!6)*%89%F65!9*9'/63%3YPM@UA"A#]%V68FJ'F'3+$%

9!*7/%9398E/+%OGIM]% /'5!8'1'F94'63]% !)'/% *+(*6)!+5+34%!9*%LP`RGp:%U@%-%D9/+%0+%

06332+% l%!*6F+//)/% D'686('=)+%m% 0+% Gp]% O&%-% D9/+% 0+% 06332+% l% 163F4'63%

5682F)89'*+%m]%VV%-%D9/+%0+%06332+%l%F65!6/934%F+88)89'*+%m]%!6!)894'63%-%365D*+%0+%

(73+/% 021'3'//934% 8+% 4+*5+%Gp]% \65D*+% 0+% (73+/%-% 365D*+% 0+% (73+/% 0)% 4+*5+%Gp%

9842*2/%093/%89%F65!9*9'/63:%

 

Après analyse des résultats pour chaque comparaison, soit EAPB0503-u(colchicine, 

maytansine, vinorelbine) (tableau 28), soit EAPB0503 vs contrôle (tableau 29), soit 

n(EAPB0503,colchicine) (tableau 30), on trouve que la plupart des gènes sont soit 

inclus dans la base« processus biologique » (la majorité), soit inclus dans la base 

« fonction moléculaire ». Ces types de terme nous aident à formuler des hypothèses 

sur le(s) mécanisme(s) d’action de l’EAPB0503. Ainsi, l’implication de ses termes 

laisse supposer un rôle des gènes correspondants dans ce(s) mécanisme(s). 
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IV.2.3.2.2.8!Hypothèses mécanistiques : recherche bibliographique 

Afin de mettre en lumière le(s) mécanisme(s) d’action de l’EAPB0503 original (aux) 

par rapport à son activité anti-tubuline, la recherche bibliographique a été centrée 

sur les termes GO (et gènes associés) obtenus après analyses des deux comparaisons 

suivantes : EAPB0503-u(Colchicine, Maytansine, Vinorelbine), et EAPB0503 Versus 

Contrôle. Ces termes sont principalement reliés surtout à la phagocytose 

(« engulfment »), à l’actine, aux protéines régulatrices du cytosquelette, à l’adhésion 

cellulaire homophile, aux lamellipodes, au processus catabolique de dégradation 

protéique protéasomale ubiquitine-indépendant et au FasL.  

La littérature décrit la phagocytose des cellules apoptotiques comme un processus 

exigeant la coordination des phagocytes à travers l’activation de la famille des Rho 

GTPases, qui règle la dynamique de l’actine. De plus, la phagocytose des cellules 

apoptotiques par les lamellipodes des phagocytes se ferait après activation de Rac1 

(259). Ce mécanisme dépend de la réorganisation du réseau d’actine (260,261). La 

transduction de signal menant à cette réorganisation a été étudiée dans C. elegans 

(253,262). Ces études ont révélé deux voies de signalisation qui convergent à Ced-

10/Rac-1. Puis, des études ultérieures sur modèle mammifère ont confirmé la 

participation de la famille des Rho GTPases et de protéines homologues aux 

protéines CED (262–264). Ainsi, Rac1 a deux rôles différents dans la phagocytose des 

cellules apoptotiques. Son premier rôle est de mobiliser les membranes cellulaires 

afin d’établir les lamellipodes. Son deuxième rôle est de régler la dynamique d'actine 

pendant la phagocytose. Par ailleurs, Rac1 est aussi activé lors de l’adhésion 

cellulaire à la matrice par les intégrines et  les cadhérines (265). Enfin, l’apoptose 

induite par Rac GTPase est corrélé avec l’induction de FasL et la production de 

céramides(266). 

Les deux hypothèses mécanistiques pour EAPB0503 que nous pouvons émettre sont 

donc les suivantes (figure 62) : 

1.! Altération de la signalisation associée aux intégrines (adhésion cellulaire 

principalement), qui régule une grande variété de voies de signalisation. Un 

argument supplémentaire en faveur de cette hypothèse est l’altération des 

gènes Cdc42EP3, GULP et ABCA1, tous trois impliqués dans le mécanisme 

cellulaire de phagocytose, probablement via la voie LPR, CED6/GULP, 

CED7/ABCA1, et CED10/RAC1. 

2.! Altération de la signalisation associée au récepteur de mort TNFR et au FasL. 

 

Finalement, d’autres méthodes d’enrichissement fonctionnel, visant à mettre en 

évidence l’altération, dans nos modèles, de réseaux d’interaction protéique ou de 

voies de signalisation, ont été appliquées dans le but de confirmer ces hypothèses. 
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&'()*+% T;-% L+!*2/+3494'63% /FJ2594'=)+% 0+/% <6'+/% 0+% /'(398'/94'63% F+88)89'*+%

!64+34'+88+5+34%b%8?6*'('3+%0)%Y0+/$%52F93'/5+Y/$%0?9F4'63%0+%8?PM@UA"A#:%

 

IV.2.3.2.2.9!Autres méthodes d’enrichissement fonctionnel : confirmation des 

hypothèses mécanistiques 

IV.2.3.2.2.9.1!GENEMANIA 

Afin d’identifier certaines voies impliquées dans les mécanismes d’actions 

d’EAPB0503 sur la lignée A375, nous avons analysé tous les gènes sélectionnés des 

tableaux 24, 25, et 26 par le programme GeneMANIA voir« Matériels et Méthodes ». 

Ceci a permis de mettre en évidence, via la fonctionnalité « génération des réseaux 

et analyse fonctionnelle », des réseaux intermoléculaires à partir de gènes 

différentiellement exprimés (soit surexprimés soit sous-exprimés) entre les 

traitements étudiés et de les associer à leurs fonctions par la suite. Les données ainsi 

obtenues sont rapportées dans les figures 63, 64, 65, 66, 67et 68. Ces réseaux sont 

fortement enrichis en gènes étudiés (6 à 36 gènes par réseau), ce qui est synonyme 

d’une grande significativité des résultats.  

Certaines fonctions ainsi obtenues, comme « regulation of cell Shape », 

« microtubule », « cytoskeleton », « phagocytic vesicle membrane » et « G2/M 

transition of mitotic cell cycle », sont en accord avec nos deux hypothèses. 
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&'()*+% T#-% L2/+9)% 6D4+3)% 9!*7/% 9398E/+% !9*% GP\POM\RM% 0+/% (73+/% /)*+c!*'52/%

093/%89%F65!9*9'/63%PM@UA"A#H)YVp.VZVRR\P]%OMvCM\IR\P]%`R\pLP.UR\P$%
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&'()*+%TS-%L2/+9)%6D4+3)%9!*7/%9398E/+%!9*%GP\POM\RM%0+/%(73+/%/6)/H+c!*'52/%

093/%89%F65!9*9'/63%PM@UA"A#H)YVp.VZVRR\P]%OMvCM\IR\P]%`R\pLP.UR\P$%
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&'()*+% T"-% L2/+9)% 6D4+3)% 9!*7/% 9398E/+% !9*% GP\POM\RM% 0+/% (73+/% /)*+c!*'52/%

093/%89%F65!9*9'/63%PM@UA"A#-TJ%</%Vp\C-TZ%

%

&'()*+%TT.!L2/+9)%6D4+3)%9!*7/%9398E/+%!9*%GP\POM\RM%0+/%(73+/%/6)/H+c!*'52/%

093/%89%F65!9*9'/63%PM@UA"A#-TJ%</%Vp\C-TZ:!
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&'()*+% TK% -%L2/+9)% 6D4+3)%9!*7/% 9398E/+% !9*%GP\POM\RM%0+/% (73+/% /)*+c!*'52/%

093/%89%F65!9*9'/63%3YPM@UA"A#]Vp.VZ$-TZ%

%

 

&'()*+%TX-%L2/+9)%6D4+3)%9!*7/%9398E/+%!9*%GP\POM\RM%0+/%(73+/%/6)/H+c!*'52/%

093/%89%F65!9*9'/63%3YPM@UA"A#]Vp.VZ$-TZ%

%

GENE MANIA permet de relier les gènes à des voies de signalisation par l’indication 

« pathway ». Dans nos analyses, seuls les gènes PCDH7, PCDH10 et TUBB sont reliés 
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par des voies de signalisation. D’où la nécessité de chercher quelles voies 

exactement par un autre logiciel : PATHWAY LINKER.  

 

IV.2.3.2.2.9.2!PATHAW LINKER 

Pathway Linker est conçu pour lier les gènes d’intérêt à des voies de signalisation, 

des interactions protéine-protéine et / ou des interactions géniques. 

Le top 12 des voies de signalisations détectées par PATHAW LINKER après analyse de 

nos gènes d’intérêt (sur- et sous-exprimes) sont répertoriées dans les figures 69, 70 

et 71. Ces voies sont représentées selon leur valeur de p-value par un gradient de 

couleur : de foncé (p value importante) à clair (p value faible).    

 

 

&'()*+%TB-%,;%!*+5'7*+/%<6'+/%0+%/'(398'/94'63%6D4+3)+/%9!*7/%9398E/+%!9*%@MCZWMv%

.R\QPL% 0+/% (73+/% 0634% 8?+c!*+//'63% +/4% 9842*2+% 093/% 89% F65!9*9'/63% PM@UA"A#H

)YVp.VZVRR\P]%OMvCM\IR\P]%`R\pLP.UR\P$%

%

%

%

%

Cancer (KEGG) 

Adhesion (KEGG) 

PDGF (Reactome)  

Huntington 
(KEGG)  

Immune 
(Reactome)  

CML 
(KEGG)  NGF (Reactome)  

TGF (KEGG) 

Chemokine 
(KEGG) 

P53 
(KEGG)  

ErbB 
(KEGG)  

MAPK 
(KEGG) 

EAPB0503-u(Colchicine, Maytansine, 

Vinorelbine) 
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&'()*+%KA-%,;%!*+5'7*+/%<6'+/%0+%/'(398'/94'63%6D4+3)+/%9!*7/%9398E/+%!9*%@MCZWMv%
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&'()*+%K,-%,;%!*+5'7*+/%<6'+/%0+%/'(398'/94'63%6D4+3)+/%9!*7/%9398E/+%!9*%@MCZWMv%

.R\QPL%0+/%(73+/%0634% 8?+c!*+//'63%+/4%9842*2+%093/% 89%F65!9*9'/633% YPM@UA"A#]%

V68FJ'F'3+$%

TGF (KEGG) 

TGF-beta 
(SignaLink)  

MAPK (KEGG)  

Cancer 
(KEGG)  BMP (Reactome)  

Cytokine 
(KEGG)  

CML (KEGG)  

Hedgehog (KEGG)  

Complement 
(KEGG) 

WNT (KEGG) 

Endocytosis (KEGG)  
NT (KEGG) 

EAPB0503 Versus Controle 

Cancer (KEGG) 

NT (KEGG)  

CML (KEGG)  

INS (KEGG)  

Adherens 
junction (KEGG)  

Fc-
gamma 
(KEGG)  NGF (Reactome)  

Chemokine 
(KEGG)  

Adhesion 
(KEGG) 

Actin 
(KEGG) 

ErbB 
(KEGG)  

Immune 
(Reactome)  

n(EAPB0503, Colchicine) 
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Les résultats de EAPB0503-u(Colchicine, Maytansine, Vinorelbine) (figure 69) 

montrent que les voies du cancer et l’adhésion sont les plus impliquées, ce qui est en 

accord avec la première hypothèse mécanistique. En revanche, ce sont les voies TGF, 

TGF-Beta et MAPK qui sont les plus impliquées dans la comparaison EAPB0503 

Versus Contrôle, et les voies du cancer et NT dans la comparaison n(EAPB0503, 

Colchicine). Ce qui indique la forte implication de la voie d’adhésion pour EAPB0503 

seule par rapport aux autres.   

Pour vérifier l’implication de ces voies dans les mécanismes d’action d’EAPB0503, 

des études fonctionnelles in vitro ont été réalisées. 

 

IV.2.3.3!Conclusion 

Deux hypothèses mécanistiques pour EAPB0503 ressortent de l’analyse 

transcriptomique : 

1.! Altération de la signalisation associée aux intégrines  

2.! Altération de la signalisation associée au récepteur de mort TNFR et au FasL. 

Parmi ces deux hypothèses, celle de la voie des intégrines semble être la plus 

probable. Nous allons donc vérifier cette hypothèse in vitro. 
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IV.3!Partie 3 : validation biologique du mécanisme d’action 

IV.3.1!Introduction 

L’analyse biologique du mécanisme d’action a pour but de confirmer nos hypothèses 

au niveau protéique. Pour ce faire, nous devons avoir une concordance entre les 

modifications d’expression révélée par l’étude transcriptomique, et les modifications 

d’expression protéiques. Ainsi, il est nécessaire de mettre en évidence les 

augmentations et les baisses d’expressions des protéines, mais aussi les niveaux de 

phosphorylations de protéines (kinases).   

 

IV.3.2!Design des études 

 Cette études a été réalisée sur la lignée cellulaire de mélanome A375, déjà utilisée 

sur les puces.  

Les durées des traitements utilisés sont inferieur ou égale à 6h. En effet, l’étude 

transcriptomique nous a révélé qu’au-delà de cette durée, les résultats étaient non 

discriminants (cf. puces 24h). De plus la phosphorylation est un phénomène rapide 

donc nous avons choisi un intervalle de temps allant de 0.5h à 6h. 

Les doses choisies sont les suivantes : CI50/10, CI50, CI50*10. Ainsi, nous pouvons 

mettre en évidence les mécanismes dose dépendants. 

 

IV.3.3!Résultats 

IV.3.3.1!Détection de niveau d’activation par pathscan 

Nous avons utilisé une puce à protéine PathScan® afin de détecter les modifications 

d’expression des voies de signalisations intracellulaires (figure 72 B). Les protéines 

cellulaires et des nœuds de signalisation, uniquement lorsqu’ils sont phosphorylée 

où cliver au niveau des résidus spécifiés, sont révélés par cette puce. Elle nous 

permet donc, de révéler les activations ou inhibitions des voies de signalisations. 
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&'()*+%K;-%YM$%V9*4+%F'D8+%0)%Q'4%M**9E%/'(398'/94'63%'34*9F+88)89'*+%@94JIF93r:% YU$%
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&'()*+% K#-% Z'/46(*955+% '30'=)934% 8+% /494)4% 0+% !J6/!J6*E894'63% 0+% B% !*642'3+/% 0+%

@94JIF93%9!*7/%4*9'4+5+34%9<+F%PM@UA"A#:%
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Nous ne pouvons pas tirer de conclusion en regardant les 9 protéines la figure 73 

(SATA1, AKTS476, JNK, STAT3, AktT308, Caspase3, mTOR, HSP27 et PARP), car les 

niveaux d’activation basaux de ces derniers sont très faibles. 

La figure 74 montre la voie PI3K/AKT. D’après les résultats obtenus en PathScan, 

nous n’avons pas pu mettre en évidence de variation de niveau d’activation d’AKT et 

mTOR, en raison d’un niveau basal d’expression trop faible dans la lignée A375. Mais 

il y a une légère diminution de niveau de phosphorylation de Bad et de la protéine S6 

ribosomal, ainsi qu’une légère augmentation pour GSK3-Beta et AMPKα.  

 

&'()*+% KS-% Z'/46(*955+% '30'=)934% 8+% /494)4% 0+% !J6/!J6*E894'63% 0+% S% !*642'3+/% 0+%

@94JIF93%9!*7/%4*9'4+5+34%9<+F%PM@UA"A#:%.+%/FJ259%0+%89%<6'+%0+%@R#Q%+/4%'3/!'*2%

0+%Q+'*93%I:O:%I5988+E%+4%98%Y,#X$%%+4%>:%G*9J95+%Z9*0'+Y;TK$:%

 

Donc EAPB0503 pourrait agir d’une façon indirecte sur mTOR par une activation 

d’AMPKα, et ainsi conclure par une inhibition de la protéine S6 ribosomal. Aussi, il 

pourrait inhiber la survie cellulaire quand il agit en inhibant la phosphorylation de 

Bad. 

La voie PI3K/AKT qui joue un rôle important dans un certain nombre de fonctions 

cellulaires, notamment la régulation de la glycogenèse, la régulation de la taille de la 

cellule, la migration, l’apoptose et la prolifération pouvant être activée par la grande 

voie de signalisation intracellulaire l’EGFR. Cette voie peut être activée, soit 
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directement par activation du récepteur à activité tyrosine-kinase EGFR, soit par 

l’intermédiaire de la protéine RAS. Il existe donc un lien étroit entre la voie de 

signalisation RAS/MAPK et la voie PI3K/AKT, par l’intermédiaire de RAS. Les 

connexions qui existent entre ces deux voies sont, en fait, probablement plus 

complexes encore et font aussi intervenir d’autres voies de signalisations 

intracellulaires comme la voie de la phospholipase C (PLCg), la voie STAT et la voie 

Src/FAK(255). 

 

&'()*+% K"-% Z'/46(*955+% '30'=)934% 8+% /494)% 0+% !J6/!J6*E894'63% 0+% #% !*642'3+/% 0+%

@94JIF93%9!*7/%4*9'4+5+34%9<+F%PM@UA"A#%9<+F%89%<6'+%0+%LMI%'3/!'*+%0+%.)%+4%o)%
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La figure 75 montre les trois dernières protéines détectées par Pathscan et qui sont 

inclues dans la voie MAPK déclenchée par RAS. Les résultats montrent, il n’y a pas de 

variation au niveau de phosphorylation de P38, une déstabilisation de niveau 

d’activation de RAS soit en l’activant, soit en l’inhibant, et une légère diminution de 

niveau de phosphorylation de ERK1/2. 
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Donc, cette voie est touchée directement par EAPB0503 mais il reste à confirmer le 

niveau d’expression et d’activation de chaque protéine par western blot.   

 

IV.3.3.2!Détection de niveau d’expression et d’activation avec le Western Blot 

IV.3.3.2.1!Détection de niveau d’expression et d’activation avec le Western Blot 

(WB) 

 

Nous avons démarré ce travail par WesternBlot (WB), après extraction des protéines, 

sur ERK1/2. La figure 76 nous montre qu’il y a une inhibition de l’expression de 

ERK1/2 et une légère diminution de phosphorylation par rapport au contrôle non 

traite(NT).  
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IV.3.3.2.2!Conclusion générale de la validation (Figure 77) 

D’après tous les résultats accumulés par les résultats obtenus de puces et sa 

confirmation informatique et biologique, on peut dire qu’EAPB0503 déstabilise 

d’une façon ou d’une autre l’adhésion cellulaire détecté par la voie d’intégrine. 

Cette voie à son tour peut agir directement sur d’autres voies de signalisation 

comme RAS/MAPK et PI3K/AKT. 
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Ainsi nous pouvons supposer qu’EAPB0503 agit d’une façon indirecte sur la voie 

PI3K/AKT en l’inhibant, et sur la voie RAS/MAPK en inhibant l’expression d’ERK1/2.  

Cette molécule parait très prometteuse d’où la nécessité de l’étudier in vivo. 

Cependant, l’administration d’un composé in vivo nécessite que ce composé soit 

soluble. Or, EAPB0503 n’est pas très soluble à forte concentration. Ainsi, il est 

nécessaire de développer une formule galénique compatible avec notre étude in 

vivo. 
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IV.4!Partie 4 : formulation galénique 

IV.4.1!Introduction 

Les Imiqualines sont des hétérocycles relativement hydrophobes présentant des 

LogP généralement supérieurs à 3. De façon à pouvoir envisager ultérieurement des 

études in vivo sur animal de laboratoire, nous avons étudié une formulation 

injectable pour ces molécules. Les études ont plus particulièrement porté dans un 

premier temps sur l’EAPB0503. 

 

IV.4.2!Formulation galénique : description 

Les études pharmacotechniques menées sur l’EAPB0503 ont eu pour objectif 

premier l’obtention d’une formulation injectable par voie intrapéritonéale (IP) ou 

intraveineuse (IV) chez la souris. Les excipients et la formulation finale doivent 

satisfaire un certain nombre de critères tels que : 1) injectables, 2) stériles, 3) de 

taille inférieure à 200 nm, 4) de concentration supérieure à 1 mg/ml, 5) de  stabilité 

supérieure à 2 mois avec des méthodologies relativement faciles à mettre en œuvre 

et à un coût modéré.  
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Les nanocapsules lipidiques (LNC) (figure 78 et 79) ont été considérées comme 

pouvant satisfaire ces différents critères et donc comme la meilleure option à 

considérer.  En effet, les LNC sont des structures galéniques hybrides entre 

liposomes et nanocapsules, stables à la dilution sur plusieurs mois (18 mois à 4°C, 1,5 

mois à 37°C), de taille de l’ordre de 100nm, de structure mono dispersée et 

injectables par voie IP et IV. Elles enferment dans le cœur de leur structure les 

molécules lipophiles. 
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Leur formulation s’effectue sans solvant organique, avec une faible proportion de 

tensio-actif et selon un procédé facilement transposable en industrie ne nécessitant 

pas d’équipement spécifique ou onéreux (269). Les LNC réalisées au laboratoire 

m’ont été transmises de façon à effectuer un premier criblage d’activité in vitro puis 

un premier essai d’activité in vivo. 

 

IV.4.3!Activité in vitro 

Deux types de LNC ont été réalisés et testés : 

- les nanocapsules lipidiques blanches 1 (NCB1) sont des nanocapsules lipidiques qui 

ne contiennent pas d’EAPB0503. Ces LNC ont été considérées dans notre étude 

comme la formulation de référence.  

- les nanocapsules lipidiques 6 (NC6) sont des nanocapsules lipidiques d’aspect 

similaire aux premières et contenant de l’EAPB0503 à une concentration fixe de 

1,25mg/ml.  

Avant de pouvoir réaliser les premiers tests in vivo, nous avons effectué des essais 

préliminaires in vitro en comparant l’activité : 

-! de quantités variables de NC6 contenant l’EAPB0503, ce qui permet de 

réaliser une gamme de concentration en EAPB0503. 

-! de quantités de NCB1 identiques à celles de NC6, ce qui correspond au 

témoin 

-! de solutions d’EAPB0503 de concentrations identiques à celles obtenues avec 

les quantités variables de NC6.  

Les concentrations en EAPB0503 ainsi testées étaient comprises entre 10-5 et 10-9M. 

Les tests d’activité comparative ont été effectués sur la lignée cellulaire de 

lymphome HUT102 (Cf. Figure 80). 
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Les résultats (Figure 80) montrent des activités cytotoxiques similaires pour les 

solutions d’EAPB0503 et les nanocapsules NC6 contenant l’EAPB0503, avec desnCI50 

très proches, respectivement de 0,8 et 0,64 µM, sur la lignée cellulaire HUT102.  Les 

nanocapsules blanches NCB1 exemptes d’EAPB0503 n’ont montré aucun effet sur 

HUT102.   
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IV.4.4!Activité in vivo 

Nous avons réalisé, avec la collaboration du Pr Hiba El Hajj à l’AUB (Department of 

Internal Medicine, Faculty of Medicine, American University of Beirut) une étude sur 

un modèle animal de souris présentant une leucémie à cellule T adulte (ATL), modèle 

obtenu par Hasegawa et al et déjà utilisé par El-Hajj et al (180). Les études ont été 

faites avec l’EAPB0503, à la dose de 20 mg/kg sous forme de nanocapsules et en 

suivant le schéma d'administration d’une injection/jour par voie intrapéritonéale (IP) 

4 jours par semaine pendant 3 semaines. L’objectif de l’étude menée sur animal de 

laboratoire est de pouvoir confirmer l’efficacité des Imiqualines sur un modèle 

murin, en comparaison des effets positifs démontrés au préalable sur plusieurs 

lignées cancéreuses de tumeurs solide ou liquide utilisées lors des études in vitro. A 

noter qu’il n’a pas été possible d’effectuer des études in vitro sur les mêmes 

modèles cancéreux ATL utilisés pour ces études préliminaires in vivo. 

Comme la montre la figure 80 trois groupes de 5 souris ont été injectés par une 

lignée de lymphome T: 

·! Un groupe témoin non traité, 

·! Un groupe traité par NC6 par voie intrapéritonéale (20 mg/kg), 

·! Un groupe traité par NCB1 par voie intrapéritonéale (20 mg/kg).  

A noter que dans ce type d’étude, le groupe de souris témoin porteur de lymphome 

T meurt généralement après 28 jours. 

Les résultats de cette étude préliminaire in vivo (Figure 81) indiquent que les 

nanocapsules d’EAPB0503 (NC6) et les nanocapsules vides NCB1 présentent toutes 

deux des activités antitumorales en retardant la mort des souris par rapport aux 

souris témoins (tax control). Les effets antitumoraux in vivo obtenus après 

traitement avec des nanocapsules vides (40% des souris restent vivantes jusqu'au 

jour 54) sont en effet comparables, voire même meilleurs, que ceux obtenus avec 

des nanocapsules contenant l’EAPB0503 (20% des souris restent vivantes au jour 

55). 
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(&) NCB1 (20 mg/kg 4 jours par semaine sur 28 jours); (') Nanocapsules NC6 

contenant l’EAPB0503 (20 mg/kg 4 jours par semaine sur 28 jours) ;( () souris 

témoins. 

 

IV.4.5!Conclusion 

Les résultats obtenus in vitro avec les nanocapsules sont très intéressants 

puisque nous n’obtenons pas d’activité cytotoxique pour les nanocapsules vides 

(NCB1) et par contre nous obtenons une activité comparable entre les nanocapsules 

contenant l’EAPB0503 et les solutions d’EAPB0503. Ces résultats montrent que 

EAPB0503 présente une efficacité comparable in vitro sur la lignée cellulaire de 

lymphome HUT102, quel que soit sa formulation, en solution ou sous forme de 

nanocapsules. 

Les résultats de l’étude in vivo sont eux très surprenants. Ils sont obtenus sur 

un modèle animal qui reproduit les symptômes de la leucémie à cellules T de l’adulte 

mais qui n’est pas généré par injection de cellules tumorales, donc ne peut pas être 

évalué in vitro.  

Les résultats obtenus sur ce modèle animal montrent :  

·! Pas de différence d’effets entre les animaux traités par les nanocapsules 

vides et les nanocapsules contenant EAPB0503. 

·! Un prolongement de la survie des animaux traités aussi bien par les 

nanocapsules vides que par les nanocapsules contenant EAPB0503, au 

regard des animaux témoins. 



171 
 

Le modèle in vivo de leucémie à cellules T de l’adulte ne peut pas être reproduit in 

vitro car il n’est pas obtenu à partir d’une lignée de cellules tumorales. L’activité 

cytotoxique in vitro de EAPB0503 en solution ou sous forme de nanocapsules n’a 

donc pas pu être évaluée sur ce modèle avant le passage in vivo. Nous ne pouvons 

donc pas savoir si le modèle in vivo ne répond pas au traitement par EAPB0503 

parce que la molécule n’est pas efficace sur ce modèle ou si EAPB0503 n’est pas 

efficace car il n’est pas libéré en quantité suffisante par les nanocapsules. 

De façon très surprenante, la survie des animaux semble être prolongée par les 

nanocapsules, aussi bien vides que chargées en EAPB0503, et ceci jusqu’à la fin de la 

8ème semaine. Certaines publications montrent un effet possible du prolongement de 

la survie des animaux par effets des phospholipides qui sont les constituants des 

nanocapsules. 

Ces études in vivo ne peuvent être considérées que comme très préliminaires. Il 

apparaît en effet nécessaire de les répéter sur d’autres modèles in vivo qui pourront 

être préalablement reproduits in vitro.  L’effet des phospholipides sur un modèle 

tumoral devra être approfondi et pourrait permettre, s’il se confirme, une 

potentialisation de l’effet des molécules antitumorales associées aux phospholipides. 

 

La forme nanocapsule de notre composé conduit à des résultats convenables in vitro 

par rapport à la forme nanocapsule vide, tandis qu’in vivo les deux formes ont un 

effet antitumoral semblable qui inhibe la mortalité des souris jusqu'au jour 56. En 

fait il y a deux conclusions, la première est que le modèle utilisé in vivo est différent 

de celui utilisé in vitro, la deuxième est que les nanocapsules vides peuvent 

augmenter la survie des souris comme décrit dans la littérature. Il sera donc 

nécessaire d’utiliser un modèle in vivo différent pour de futurs essais. 
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V.! Conclusions et discussions 
Malgré le développement de nouvelles thérapies, le mélanome malin reste un défi 

thérapeutique. De même, les thérapies disponibles actuellement sont peu efficaces 

dans le traitement du lymphome. Dans ce contexte, notre équipe développe une 

nouvelle série chimique imidazo[1,2-a]quinoxaline dont les dérivés sont appelés 

imiqualines. 

L’activité cytotoxique des molécules a été testée afin d’évaluer in vitro leur efficacité 

sur le mélanome. Nous avons démontré que EAPB0502, EAPB01803 et EAPB0503 

présentent une activité antiproliférative remarquable sur la lignée A375 avec une 

CI50 de l’ordre de 0,20 µM. Tous ces composés ont une activité cytotoxique 

nettement supérieure à celles de l’imiquimod, la fotémustine et la dacarbazine et 

globalement équivalente à celle du vémurafénib. A partir de ce criblage, nous avons 

sélectionné le EAPB0503, molécule considérée comme la molécule leader de la série 

(195,196,199,255,256). 

 EAPB0503 présente également une activité antitumorale in vitro 

remarquable sur le lymphome à cellules T de l’adulte (ATL) et des activités 

intéressantes sur des lignées cancéreuses de sein et du colon a des CI50 de l’ordre du 

micromolaire. 

 Afin de déterminer si les activités cytotoxiques de nos composés sont liés ou 

non à l'interaction avec la tubuline, nous avons évalué leur capacité de liaison et 

d’inhibition de la polymérisation de la tubuline. EAPB0503 présente une forte 

interaction avec la tubuline démontrée par l’inhibition de la polymérisation de 

tubuline et par la modélisation de l’interaction avec le site colchicine de la tubuline. 

Cependant, le profil d’activité de EAPB0503 fait par le NCI sur 60 lignées cellulaires 

est différent de ceux des autres antitubulines. Cette activité antitubuline n’explique 

donc pas l’ensemble de son mécanisme d’action. Nous avons donc choisi de 

rechercher l’originalité du mécanisme d’action de EAPB0503 par analyse 

transcriptomique. Cette étude a été faite sur la lignée A375 en comparaisonavec 13 

anticancéreux de référence. 

L’étude transcriptomique montre que EAPB0503 a une composante antitubuline 

puisqu’il se rapproche des autres antitubulines. Cependant des différences de profil 

d’expression sont observées au sein de ce groupe laissant supposer un mécanisme 

d’action original. 

De ce fait, nous avons réalisé une nouvelle étude transcriptomique pour identifier ce 

mécanisme original. 
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Deux hypothèses mécanistiques pour EAPB0503 ont ainsi été identifiées : 

1.! Altération de la voie de signalisation liée aux intégrines, 

2.! Altération de la voie de signalisation du récepteur TNFR et de FasL. 

Pour vérifier l’implication de ces voies dans les mécanismes d’action d’EAPB0503, 

des études fonctionnelles in vitro ont été réalisées. Nous avons choisi l’analyse par 

Pathscan afin de mettre en évidence les niveaux d’activation des principales voies de 

signalisation intra-cellulaire. On observe une altération uniquement des voies de 

signalisation PI3K/AKT et RAS/MAPK, toutes deux liées aux intégrines. La première 

hypothèse semble donc validée. De plus, ce résultat a été confirmé par l’étude de 

l’expression et de la phosphorylation de ERK.  

Des études in vitro et in vivo ciblées sur cette voie doivent être réalisées pour 

déterminer la cible du EAPB0503. 

Pour envisager l’évaluation de l’activité in vivo de EAPB0503, nous avons développé 

une formulation injectable par voie intraveineuse à base de nanocapsules. Cette 

formulation a d’abord été testée in vitro. Ces études préliminaires ont pu mettre en 

évidence l’absence de toxicité des nanoparticules vides et le maintien de l’activité 

cytotoxique de EAPB0503 encapsulé. Suite à ces résultats, l’activité in vivo a été 

réalisée sur un modèle murin de lymphome. La survie des animaux a été prolongée 

de façon équivalente pour les animaux traités par les nanocapsules vides ou 

contenant EAPB0503. Ces résultats suggèrent un effet immunomodulateur des 

nanocapsules lipidiques ou pourraient être liés au modèle animal choisi. 
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VI.! Perspectives 
A l’issue des résultats obtenus durant ce travail de thèse, de nouvelles perspectives 

ont été envisagées. 

Dans un premier temps, les études mécanistiques doivent être poursuivies pour 

déterminer la cible de EAPB0503. Puis, il devra être envisagé de poursuivre l’étude 

transcriptomique de EAPB0503 en s’intéressant à d’autres types de cancer comme le 

cancer de colon et du sein en se basant sur le profil d’activité fourni par le NCI. 

Ensuite, des études transcriptomiques plus larges pourront être envisagées. Des 

modèles in vivo de souris xénogreffées par les cancers ciblés in vitro seront utilisées 

pour cette deuxième série d’études. L’ensemble de ces études devrait nous 

permettre de cerner avec certitude le mécanisme d’action de EAPB0503. 

Parallèlement aux études mécanistiques, les études d’activité in vivo doivent être 

poursuivies. Nous souhaitons développer un modèle de xenogreffe de mélanome 

malin chez la souris. Par ailleurs, les premiers résultats des essais d’activité sur notre 

modèle de lymphome sont ambigus. Ils doivent donc être reproduits dans un autre 

modèle animal. Cela nous permettrait de vérifier : i) si les premiers résultats sont liés 

au modèle, ii) si nos nanocapsules sont responsables d’une immunomodulation et iii) 

si notre composé est bien libéré des nanocapsules in vivo. 

Nous avons constaté que les imidazoquinoxalines sont des molécules fluorescentes. 

Cette propriété pourrait être utilisée pour étudier la localisation et la libération de la 

molécule dans la cellule par microscopie confocale. Cette étude serait réalisée avec 

EABP0503 en solution ainsi que sous de nanocapsules. In vivo, cette propriété nous 

permettrait de visualiser la biodistribution et le ciblage des tumeurs par EABP0503. 

Avec leur activité cytotoxique, leur mécanisme d’action original et l’obtention de 

leur propriété intellectuelle, les imiqualines, avec comme chef de file EAPB0503, 

sont de bons candidats médicament qui ne demandent qu’à être valorisés. 
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a b s t r a c t

Microtubules are considered as important targets of anticancer therapy. EAPB0503 and its structural
imidazo[1,2-a]quinoxaline derivatives are major microtubule-interfering agents with potent anticancer
activity. In this study, the synthesis of several new derivatives of EAPB0503 is described, and the anti-
cancer efficacy of 13 novel derivatives on A375 human melanoma cell line is reported. All new
compounds show significant antiproliferative activity with IC50 in the range of 0.077–122 lM against
human melanoma cell line (A375). Direct inhibition of tubulin polymerization assay in vitro is also
assessed. Results show that compounds 6b, 6e, 6g, and EAPB0503 highly inhibit tubulin polymerization
with percentages of inhibition of 99%, 98%, 90%, and 84% respectively. Structure–activity relationship
studies within the series are also discussed in line with molecular docking studies into the colchicine-
binding site of tubulin.

! 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Microtubules are the key components of the cytoskeleton of
eukaryotic cells and have an important role in various cellular
functions such as mitosis, exocytosis, and maintenance of cellular
morphology, active transport, cell shape and polarization.1,2 They
play a critical role in cell division by their involvement in the
movement and attachment of the chromosomes during various
stages of mitosis. Therefore microtubule dynamics is an important
target for the development of anti-cancer agents.3–5 Microtubules
are composed of a/b tubulin heterodimers, always in a state of
equilibrium.3,4 Microtubule targeting agents (MTA), drugs that
interfere with microtubule dynamic stability, are widely employed
in the clinic to treat a variety of cancers or are exploited as probes
to gain insights into microtubule structure and function.4–10 MTAs
are antimitotic agents which perturb not only mitosis but also

arrest cells during interphase. MTAs are known to interact with
tubulin through at least four binding sites: the laulimalide, tax-
ane/epothilone, vinca alkaloid, and colchicine sites.1,11 Colchicine
binds to the intradimeric a–b interface of tubulin heterodimers
contiguous to the GTP-binding domain of the a-tubulin sub-
unit12–15 and the tubulin-colchicine complex prevents further
polymerization of the microtubule. Such complex brings about a
conformational change which blocks the tubulin dimers from
further addition and prevents the growth of the microtubule by
producing potent destabilization effects of microtubules, resulting
in the subsequent shutdown of existing tumor vasculature.1,16

Efforts have been increasing for new compounds exhibiting
inhibition of tubulin assembly and disassembly in order to induce
anti-proliferative activities and treat a wide variety of malignan-
cies.17–22 The alteration of microtubule dynamics prevents cells
division and apoptosis of different human cancer lines including
Multi Drug Resistant (MDR) cancer cell lines.23–25

Imidazoquinoxalines derivatives have been designed by our
laboratory since 2004 using different strategies of synthesis.

http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2016.04.004
0968-0896/! 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

⇑ Corresponding author. Tel.: +33 4 11 75 95 36; fax: +33 11 75 95 53.
E-mail address: carine.masquefa@umontpellier.fr (C. Deleuze-Masquéfa).

Bioorganic & Medicinal Chemistry 24 (2016) 2433–2440

Contents lists available at ScienceDirect

Bioorganic & Medicinal Chemistry

journal homepage: www.elsevier .com/locate /bmc



Among these derivatives, EAPB0203 and EAPB0503 (Fig. 1) have
shown potent antitumor properties in vitro and in vivo against
melanoma and T-cell lymphomas.26–29 Preliminary studies have
shown antitubulin activity for those two derivatives.30

Previous structure–activity relationship (SAR) studies with
imidazoquinoxalines analogs were reported.26,27 In continuation
of previous work and in order to better study the possible correla-
tion between the antiproliferative effect of our derivatives on
human melanoma cell line and microtubule disruption, a new
series of imidazoquinoxalines derivatives has been designed. Their
biological activities were determined on the human melanoma
cancer cell line A375 and possible correlations with their effect
on tubulin polymerization were determined. Complementary
molecular modeling studies on the colchicine binding domains of
tubulin contribute to give new insights on structure activity
relationships and possible development of the series.

2. Results and discussion

2.1. Chemistry

2.1.1. Synthesis of EAPB0503 derivatives

EAPB0503 and its derivatives have attracted our attention since
2004, due to their promising high potential activity against
different types of cancer. They have been synthesized using a
new strategy detailed previously.26,27 Based on these encouraging

first data on anticancer activity, new imidazoquinoxaline deriva-
tives were designed. They have been obtained using the same
strategy of synthesis. The advantage of this new synthetic method
remains in the fact that all considered imidazoquinoxalines can be
obtained from the same and common intermediate, the compound
1 (Scheme 1). The substitution for diversity is then performed at
the last steps of the synthesis. The use of microwave assistance
allows to dramatically optimize the time of reactions, purity of
the intermediates, and global yields. It is also to be noted that
the synthesis of the parent compound 1 can also be optimized
using microwave assistance by treating the 4,5-lactame derivative
precursor with phosphorus oxychloride and N,N-diethylaniline in a
sealed vial using a Biotage" initiator microwave synthesizer.
Nevertheless, the crude compound obtained still requires further
purification on silica gel column chromatography for the next steps
of the synthetic scheme.

First diversity on position 4 is obtained by substitution of the
chlorine on compound 1 by the appropriate amine under micro-
wave heating to give compounds 2 and 3. The bromination on
position 1 of compounds 2 and 3 by N-bromosuccinimide under
microwave conditions leads to compound 4 and 5, respectively.
In comparison to the initial synthetic procedure,26–28 steps a and
b (Scheme 1) as well as the step leading to the parent compound
1, have been optimized using microwave irradiation instead of
conventional heating.

A second step for diversity is obtained using different aryl-
boronic acids in Suzuki-cross coupling reactions. As expected, the
palladium catalyzed substitution selectively occurs on the bromo
position to obtain compounds 6a to 6j, and 7a under microwave
assistance (140 #C, 20 min) with good to acceptable yields. The
phenol derivatives 8 and 9 can be obtained by a treatment of
the methoxy compounds EAPB0503 and 7a with iodocyclohexane
under conventional heating. Compounds 2 to 4, EAPB0503, 6a

and 6b were described with their analytical data in previous
studies.26–28

2.2. Biological evaluation

2.2.1. In vitro cell growth inhibition

All compounds were tested for their cytotoxic effect on human
melanoma cell line (A375), our in vitro model used previously for
screening,26–28 using EAPB0503 as reference, which showed previ-
ously an important cytotoxic activity comparing to fotemustine,
clinically used for human melanoma treatment.26–28 The screening
results reported in Table 1 demonstrate that all our new
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compounds showed significant antiproliferative activity with IC50

in the range of 0.077–122 lM against human melanoma cell line
used. Compounds 6b, 6d, 6e, 6g, 7a and 8 were distinctly more
potent from the other compounds. However, 6g was the only com-
pound presenting the highest significant antiproliferative activity
in comparison to EAPB0503 (P = 0.002 < 0.05). It displayed an
IC50 values about 0.077 lM, 3 time-folds more potent than
EAPB0203 (0.2 lM). Compound 6a showed the lowest cytotoxic
activity (P < 0.05). Based on the cytotoxicity data, the structure–
activity relationship (SAR) for these new imidazoquinoxaline
derivatives was examined. It is interesting to observe that the com-
pounds with a methoxy or hydroxy substitution at meta-position
(7a, 8 and 9), and the dimethoxy substitutions at 3,4 or 3,5 and
3,6 positions (6d, 6e, and 6f) on the phenyl ring (R1) showed sim-
ilar or slightly reduced activity on A375 cancer cell in comparison
to EAPB0503. Moderate decrease in activity than EAPB0503 was
observed for the trimethoxy substituted compounds (6h, 6i and
6j). The ortho-methoxy substitution (6a) showed an important
decrease in the cytotoxic activity. It is important to note that
the 2-hydroxy-3-methoxy compound (6g) presented the most
important antiproliferative activity. These findings conducted us
to highlight that at least one methoxy or hydroxy substitution at
meta-position on the phenyl ring is recommended to maintain
the cytotoxic activity of these derivatives.

2.2.2. In vitro effect on tubulin polymerization

To investigate whether the antiproliferative activities of these
compounds were related or not to the interaction with tubulin
and in order to more investigate the mechanism of action of our
derivatives, we evaluated their capacity for binding and inhibiting
tubulin polymerization. For this issue, tubulin was purified from
pig brain tissue according the protocol described in Section 4.
Colchicine, a known natural antitubulin inhibitor, was used as refer-
ence. The results on tubulin polymerization are illustrated in Table 1.

Compounds 6b, 6e, 6g, and EAPB0503 (at 5 lM) were highly
effective in their ability to inhibit tubulin assembly with percent-
ages of inhibition values of 99%, 98%, 90% and 84%, respectively.
These compounds exhibited significant high potency on tubulin
inhibition in comparison with colchicine which demonstrated a
percentage up to 52% of inhibition (P = 0.01, 0.01, 0.04, and 0.02,
respectively < 0.05). The high effect on tubulin inhibition is
correlated with their potent antiproliferative effect on human
melanoma cell line. This reported data showed an important role
of theses derivatives as antiproliferative and antimitotic agents.
Based on the structural analogy with colchicine, we decided to
introduce methoxy groups, presents on colchicine, on our com-
pounds to improve their antitubulin inhibition. Surprisingly,
compounds (6a, 6h, 6i, and 6j) bearing three methoxy substitu-
tions did not show any inhibition of tubulin assembly.

2.2.3. EAPB0503, 6b and 6e causes G2/M cell-cycle arrest

Cellular DNA contents were determined by Flow cytometer
analysis on cell treatment. EAPB0503, 6b and 6e induced signifi-
cant dose-dependent changes in the cell-cycle distribution
(Fig. 2). Indeed, all 3 compounds induce a dramatic blockage in
G2/M phase. Those results were agreed to those of antitubulinic
agents that usually caused a block of cells in the G2/M phase of
the cell cycle. In fact, their ability to inhibit tubulin assembly will
avoid the mitotic spindle formation and so the mitosis.

2.3. Molecular modeling

In order to better precise and in line with SAR the tubulin
affinity and selectivity of our compounds, molecular docking
simulations were determined with this series of compounds. The
3D structures of all chemical compounds were generated using
PRODRG interface.31 Molecular docking studies were performed
using the GOLD software32 to examine a possible binding mode

Table 1

Imidazoquinoxaline derivatives: general formula, IC50 values against A375 cells and effect on tubulin polymerization inhibition

N

N
N

R4

R1

Compounds R1 R4 IC50
a (lM) on A375b % Of tubulin polymerization

inhibition/DMSO 5 lM c

EAPB0503 3-OCH3-C6H4– CH3-NH– 0.2 ± 0.02 84.0 ± 3.2
6a 2-OCH3-C6H4– CH3-NH– 122 ± 25 0
6b 4-OCH3-C6H4– CH3-NH– 0.37 ± 0.4 99.0 ± 3.4
8 3-OH-C6H4– CH3-NH– 1.25 ± 0.18 0
7a 3-OCH3-C6H4– H2N– 0.20 ± 0.0014 41.0 ± 7.8
9 3-OH-C6H4– H2N– 2.4 ± 0.6 11.33 ± 6.3
6c 2,3-di-OCH3-C6H3– CH3-NH– 5.9 ± 0.3 0
6d 3,4-di-OCH3-C6H3– CH3-NH– 0.3 ± 0.003 63.0 ± 8.0
6e 3,5-di-OCH3-C6H3– CH3-NH– 0.22 ± 0.005 98.5 ± 4.0
6f 2,5-di-OCH3-C6H3– CH3-NH– 1.20 ± 0.044 3.0 ± 2.4
6g 2-OH-3-OCH3-C6H3– CH3-NH– 0.077 ± 0.005 90.0 ± 7.7
6h 2,3,4-tri-OCH3-C6H3– CH3-NH– 1.50 ± 0.30 0
6i 3,4,5-tri-OCH3-C6H2– CH3-NH– 1.80 ± 0.38 0
6j 2,4,6-tri-OCH3-C6H2 CH3-NH– 2.30 ± 0.09 0
Colchicine 0.010 ± 0.002 52 ± 5

IC50: compound concentration required for A375 growth inhibition by 50%.
a Values are derived from three independent experiments, the standard deviation are also noted.
b A375 human melanoma cells.
c Values are expressed in percentages, derived from three independent experiments and the SD are also calculated.
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of all compounds in the colchicine binding domains of tubulin.
Colchicine binds between the two chains (a and b) of tubulin mak-
ing a hydrogen bond with Val181 of chain b33 and a hydrogen bond
with Thr353 of chain a connected with a water molecule (Fig. 3a).
The tri-methoxyphenyl ring of colchicine is buried in a hydropho-
bic pocket of chain a form by the side chain of residues Cys241,
Leu242, Leu248, Ala250, Leu255, Ile318, Ala354 and Ile378
(Fig. 3a). The tropolone ring of colchicine is at the entrance of this
pocket and made Van der Walls interactions with the side chain of
residues Leu255, Met259, Ala316 and Lys352. Docking studies of
all compounds into the colchicine site of tubulin showed a good
correlation with the inhibition of tubulin polymerization. As an
example, compounds 6a, 6c, 6h, 6i and 6j could not be docked in
this colchicine site and demonstrated absence of tubulin polymer-
ization inhibition. On the contrary, compounds EAPB0503, 6b, 6e,
6g and 7a could be docked in the colchicine site. Compound 6g

with the highest activity on A375 cells showed a good superimpo-
sition of the tropolone ring with the phenyl substituted (Fig. 3b–d)
by making a hydrogen bond with Val181 of chain b as the colchi-
cine. Imidazoquinoxaline ring made a hydrogen bond with residue
Asn101 from chain b and Van der Wall interaction with Leu255,
Met259, Ala316 and Lys352 from chain a. These finding suggested
that compound 6g does not mimic the tri-methoxyphenyl ring of
the colchicine fitting into the hydrophobic pocket of chain a. This
result can explain the inactivity of compounds 6h, 6i and 6j bearing
three methoxy groups on the phenyl ring due to clash with Met259.

The results obtained from the docking simulations provided us
a general binding mode that was able to justify the biological
activity of the compounds and gave some indication for further
rational improvement of imidazoquinoxaline derivatives.

3. Conclusion

A library of new heterocyclic compounds, imidazo[1,2-a]
quinoxaline derivatives were synthesized under microwave assis-
tance. The total reaction time and the yield of the products have
been optimized comparing to the conventional heating. These
new derivatives exhibited remarkable antiproliferative effects on
human melanoma cell lines (A375). Compound 6g presented the
most important antiproliferative activity. SAR studies showed that
at least one methoxy or hydroxy substitution at meta-position on
the phenyl ring is mandatory to maintain the cytotoxic activity
of these derivatives. Compounds 6b, 6e, 6g, and EAPB0503,
showed potent inhibitions of the tubulin polymerization which
are correlated to the antiproliferative activities. Compound 6g is
able to make a hydrogen bond with Val181 of chain b as colchicine
and another hydrogen bond with residue Asn101 from chain b and
Van der Wall interaction with Leu255, Met259, Ala316 and Lys352
from chain a. On the basis of these important properties, these
derivatives can be promising leads in the development of anti-
cancer agents.

Figure 2. EABP0503, 6b and 6e induce G2/M cell arrest on A375 cell line. (A) Effects of EABP0503, 6b and 6e on the cell-cycle distribution on A375 cell line. Treated cells were
stained with PI (25 lg/ml), and the cell-analysis was performed by a Gallios flow cytometer. (B) The G0/G1, S and G2/M percentage measured in treated cells.
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4. Experimental

4.1. Chemistry

All solvents and reagents were obtained from commercial
sources and used without further purification unless indicated
otherwise. 1H and 13C NMR spectra were recorded using a Bruker
AC 400 or 300 spectrometer. Chemical shifts are reported in parts
per million (ppm) from the tetramethylsilane resonance in the
indicated solvent. Coupling constants are reported in Hertz (Hz),
spectral splitting partners are designed as follow: (s) singlet, (br s)
broad singlet, (d) doublet, (dd) doublet of doublets (t) triplet, (td)
triplet of doublets, (m) multiplet. High Resolution Mass Spectra
(HRMS) (ElectroSpray Ionization method (ESI) and Q-T of high
resolution) were recorded on Synapt G2-S (Waters) by the physical
measure department (IBMM, Montpellier, France). Column chro-
matography was performed on Aldrich silica gel 60 (230–400
mesh). The microwave organic synthesis was assisted by the Bio-
tage" initiator (temperature range: 40–300 #C; pressure range:
0–30 bar; power range: 0–400 W from magnetron at 2.45 GHz).

4.1.1. Imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-amine (3)

NH4OH of a 33% (w/v) aqueous solution (2.7 mL, 19.7 mmol)
was added to a solution of 1 (0.500 g, 2.5 mmol) in acetonitrile
(5 mL). The mixture was placed under microwave heating at
180 #C during 20 min. The solvent was removed under reduced
pressure, and the residue was dissolved in CH2Cl2 (20 mL).
The organic fraction was successively washed with saturated
NaCl solution (15 mL) and water (15 mL), dried (Na2SO4), and
concentrated under reduced pressure. The product was obtained

(yield, 94 %) and used without purification. 1H NMR (300 MHz,
DMSO-d6) d: 7.92 (d, 1H), 7.79 (d, 1H), 7.72 (m, 2H), 7.65
(m, 2H), 6.66 (br s, 2H); 13C NMR (300 MHz, DMSO-d6) d: 142.49,
131.92, 129.26, 128.88, 127.58, 125.81, 125.26, 124.72, 114.26, 111.75.

4.1.2. 1-Bromoimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-amine (5)

A solution of 3 (1.25 g, 6.8 mmol) and N-bromosuccinimide
(1.3 g, 7.5 mmol) in CHCl3 (200 mL) was heated under reflux for
1h30. The resulting solution was cooled, washed with 5% sodium
hydrogen carbonate (50 mL), dried with Na2SO4 and concentrated
under reduced pressure. Yield 80%. 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)
d: 7.95 (d, 1H), 7.75 (m, 2H), 7.71 (m, 1H), 7.68 (m, 1H), 6.65 (br
s, 2H); 13C NMR (300 MHz, DMSO-d6) d: 142.20, 138.78, 129.66,
128.16, 127.17, 126.95, 126.18, 125.51, 113.98, 99.27. HRMS: m/z
calcd for C11H10N4Br [M]+ 277.0089; found 277.0088.

General procedure for the Suzuki cross-coupling reac-

tion21–23. The Suzuki coupling of 4 (300 mg, 1.09 mmol) or
5 with the corresponding aryl boronic acid in the presence of
palladium catalyst Pd(PPh3)4 (60 mg), basic conditions Na2CO3

(250 mg), DME (10 mL), H2O (5 mL) and under microwave assis-
tance (140 #C, 20 min) led to 6c–6j and 7a. These compounds were
purified by column chromatography on silica gel, leading to the
pure desired products.

4.1.3. 1-(2,3-Dimethoxyphenyl)-N-methylimidazo[1,2-a]quino-

xalin-4-amine (6c)

2,3-Dimethoxyphenyl boronic acid (218 mg, 1.2 mmol). Yellow
solid (66%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) d: 7.80 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.43
(s, 1H), 7.32–7.10 (m, 4H), 7.02–6.90 (m, 2H), 6.28 (br s, 1H), 3.95

M259

I378

A316

T353

I318

A354

C241

L248

L242
A250

L255

V181

N101

M259

I378

A316

T353

I318

A354

C241

L248

L242
A250

L255

V181

N101

ba

dc

Figure 3. Compound 6g in the colchicine binding pocket of tubulin chains a and b. (a) Structure of tubulin with colchicine bound PDB 4O2B; (b) hydrogen bonds interaction
between compound 6g and tubulin (view from the top of the ligand); (c) superposition of compound 6g and colchicine (view from the top). (d) superposition of compound 6g

and colchicine (view from the side). Color coding: nitrogen atoms blue, oxygen atoms red, carbon atoms pale pink for tubulin chain a, carbon atoms green for tubulin chain b,
carbon atoms yellow for compound 6g and brown for colchicine; hydrogen bonds were showed by black dash-line, the distance was denoted by Å; water molecule is shown
as non-bond sphere.
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(s, 3H), 3.55 (s, 3H), 3.28 (d, 3H). 13C NMR (400 MHz, CDCl3) d:
153.07, 148.16, 137.72, 133.95, 132.28, 126.91, 126.68, 126.17,
125.23, 124.32, 123.68, 122.68, 115.58, 114.26, 60.72, 55.98,
27.87. HRMS: m/z calcd for C19H19N4O2 [M]+ 335.1508; found
335.1510.

4.1.4. 1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-N-methylimidazo[1,2-a]quino-

xalin-4-amine (6d)

3,4-Dimethoxyphenyl boronic acid (218 mg, 1.2 mmol). Off
white solid (30%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) d: 7.87 (d, J = 8 Hz,
1H), 7.44 (s, 1H), 7.38–7.35 (m, 2H), 7.13–6.97 (m, 4H), 6.50
(br s, 1H), 3.96 (s, 3H), 4.02 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 3.37 (br s, 3H).
13C NMR (400 MHz, CDCl3) d: 149.99, 149.11, 148.28, 138.02,
133.66, 132.06, 130.73, 127.11, 125.82, 123.19, 122.81, 122.37,
115.98, 113.39, 111.28, 56.08, 56.03, 27.59. HRMS: m/z calcd for
C19H19N4O2 [M]+ 335.1508; found 335.1510.

4.1.5. 1-(3,5-Dimethoxyphenyl)-N-methylimidazo[1,2-a]quino-

xalin-4-amine (6e)

3,5-Dimethoxyphenyl boronic acid (218 mg, 1.2 mmol). Yellow
solid (40%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) d: 7.79 (d, J = 8 Hz, 1H),
7.37–7.26 (m, 3H), 6.94 (td, 1H), 6.59–6.56 (m, 3H), 6.43 (br s,
1H), 3.75 (s, 6H), 3.29 (br s, 3H). 13C NMR (400 MHz, CDCl3) d:
161.05, 132.24, 126.64, 123.02, 116.33, 108.29, 55.58, 28.11.
HRMS: m/z calcd for C19H19N4O2 [M]+ 335.1508; found 335.1505.

4.1.6. 1-(2,5-Dimethoxyphenyl)-N-methylimidazo[1,2-a]quino-

xalin-4-amine (6f)

2,5-dimethoxyphenyl boronic acid (218 mg, 1.2 mmol). White
solid (83%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) d: 7,86 (d, J = 4 Hz, 1H),
7,44 (s, 1H), 7,38-7,28 (m, 2H), 7,11–6,96 (m, 4H), 6,51 (br s, 1H),
3,85 (s, 3H), 3,58 (s, 3H), 3,37 (br s, 3H). 13C NMR (400 MHz, CDCl3)
d: 153.55, 152.34, 147.89, 132.25, 126.36, 122.72, 120.15, 117.63,
116.07, 115.54, 112.00, 55.89, 55.84, 28.08. HRMS: m/z calcd for
C19H19N4O2 [M]+ 335.1508; found 335.1509.

4.1.7. 1-(2-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-N-methylimidazo[1,2-a]

quinoxalin-4-amine (6g)

2-Hydroxy-3-methoxyphenyl boronic acid (201 mg, 1.2 mmol).
White solid (9%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3) d: 7.80 (br s, 1H), 7.41
(s, 1H), 7.36–7.26 (m, 2H), 7.06–6.93 (m, 4H), 6.35 (br s, 1H), 6.05
(br s, 1H), 3.96 (s, 3H), 3.27 (br s, 3H). 13C NMR (300 MHz, CDCl3) d:
146.32, 143.50, 142.84, 139.57, 131.13, 130.76, 129.38, 129.02,
125.91, 124.90, 124.47, 121.72, 121.48, 117.99, 114.94, 108.52,
55.93, 29.30. HRMS: m/z calcd for C18H17N4O2 [M]+ 321.1352;
found 321.1354.

4.1.8. 1-(3-Methoxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-amine

(7a)

5 (320 mg, 1.21 mmol), 3-methoxyphenyl boronic acid (370 mg,
2.4 mmol). Yield 79%. 1H NMR (300 MHz, CDCl3) d: 7.98 (s, 1H),
7.65 (m, 2H), 7.55 (m, 2H), 7.3 (m, 2H), 6.97 (m, 2H), 6.2 (br s,
2H), 3.52 (s, 3H). 13C NMR (300 MHz, CDCl3) d: 160.89, 143.10,
131.06, 130.68, 129.88, 129.73, 128.27, 127.39, 126.20, 125.02,
124.86, 119.97, 118.73, 115.08, 111.87, 108.79, 55.30. HRMS: m/z
calcd for C17H15N4O [M]+ 291.1246; found 291.1251.

4.1.9. N-Methyl-1-(2,3,4-trimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]quino-

xalin-4-amine (6h)

2,3,4-Trimethoxyphenyl boronic acid (365 mg, 2.17 mmol).
Yellow solid (15%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) d: 7.80 (br s, 1H),
7.35–7.19 (m, 3H), 7.05 (d, J = 8 Hz, 1H), 6.95–6.88 (m, 1H), 6.74
(d, J = 8 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.53 (s, 3H), 3.30 (br s,
3H). 13C NMR (400 MHz, CDCl3) d: 154.61, 151.73, 146.64,
141.37, 131.13, 131.03, 125.31, 121.88, 114.49, 106.14, 60.05,

59.86, 55.12, 28.67. HRMS: m/z calcd for C20H21N4O3 [M]+
365.1614; found 365.1615.

4.1.10. N-Methyl-1-(3,4,5-trimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]

quinoxalin-4-amine (6i)

3,4,5-Trimethoxyphenyl boronic acid (365 mg, 2.17 mmol).
Yellow solid (28%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) d: 7.76 (d, J = 8 Hz,
1H), 7.36 (s, 1H), 7.31–7.26 (m, 2H), 6.93 (td, 1H), 6.66 (s, 2H),
6.38 (br s, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.78 (s, 6H), 3.26 (br s, 3H). 13C NMR
(400 MHz, CDCl3) d: 153.54, 147.92, 138.99, 132.10, 128.34,
125.47, 122.73, 119.10, 116.15, 107.56, 61.12, 56.32, 27.97. HRMS:
m/z calcd for C20H21N4O3 [M]+ 365.1614; found 365.1616.

4.1.11. N-Methyl-1-(2,4,6-trimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]

quinoxalin-4-amine (6j)

2,4,6-Trimethoxyphenyl boronic acid (365 mg, 2.17 mmol).
Yellow solid (20%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) d: 7.70 (d, J = 8 Hz,
1H), 7.30–7.21 (m, 3H), 6.88 (td, 1H), 6.41 (br s, 1H), 6.18 (s, 2H),
3.86 (s, 3H), 3.56 (s, 6H), 3.22 (br s, 3H). 13C NMR (400 MHz, CDCl3)
d: 163.06, 160.18, 148.20, 132.16, 132.06, 126.41, 125.90,
122.62115.04, 114.45, 100.45, 90.78, 55.79, 55.53, 27.77. HRMS:
m/z calcd for C20H21N4O3 [M]+ 365.1614; found 365.1613.

General procedure for the demethylation reaction. To
EAPB0503 and 7a under nitrogen atmosphere in anhydrous
dimethylformamide, iodocyclohexane was added to the mixture
and the reactions were heated to reflux for 16 h. Iced water
(20 mL) was added to the residues and the products were extracted
with CH2Cl2 (3 " 30 mL). The combined organic extracts were
washed with water (40 mL), dried (Na2SO4) and concentrated to
dryness under reduced pressure. The crude products were purified
by column chromatography on silica gel using C6H12–EtOAc (50:50
v/v) as eluent, leading to products, which were then taken into
chloroform at 0 #C, filtrated and washed with iced chloroform,
yielding to the pure compounds 8 and 9.

4.1.12. 3-(4-Methylamino)imidazo[1,2-a]quinoxalin-1-yl)

phenol (8)

EAPB0503 (200 mg, 0.64 mmol), dimethylformamide (2 mL),
iodocyclohexane (3.3 mmol, 0.424 mL). Yield 22% 1H NMR
(300 MHz, MeOD) d: 9.84 (br s, 2H), 7.78 (dd, 1H), 7.62 (dd, 1H),
7.4 (m, 2H), 7.35 (m, 1H), 7.29 (m, 2H), 6.85 (m, 2H), 3.25 (s, 3H),
13C NMR (300 MHz, CDCl3) d: 160.07, 142.83, 139.57, 131.46,
131.13, 130.35, 129.59, 129.02, 126.92, 124.90, 124.47, 122.10,
117.66, 114.96, 114.43, 112.32, 29.32. HRMS: m/z calcd for
C17H15N4O [M]+ 291.1246; found 291.1245.

4.1.13. 3-(4-Amino)imidazo[1,2-a]quinoxalin-1-yl)phenol (9)

7a (200 mg, 0.689 mmol), dimethylformamide (5 mL), iodocy-
clohexane (8.26 mmol, 1.00 mL). Yield 17%. 1H NMR (300 MHz,
MeOD) d: 9.88 (br s, 3H), 7.55 (m, 2H), 7.45 (m, 2H), 7.32 (m,
2H), 7.20 (s, 1H), 6.98 (m, 2H). 13C NMR (300 MHz, CDCl3) d:
160.07, 143.10, 131.58, 131.06, 130.35, 129.35, 129.97, 129.97,
129.73, 126.78, 126.20, 125.02, 124.85, 119.97, 118.37, 115.08,
114.43, 113.03. HRMS: m/z calcd for C16H13N4O [M]+ 277.1089;
found 277.1093.

4.2. Biological evaluation

4.2.1. Materials and reagents

Compounds and reactants used in this study were bought from
Sigma–Aldrich (Saint-Qentin Fallavier, France). 3-(4,5-Dimethylth-
iazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), isopropyl
alcohol and chlorhydric acid were obtained from Merck
(Darmstadt, Germany). All other reagents were of analytical grade
and were obtained from commercial sources. Statistical analysis
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for the values was performed using t-test and P values are
calculated. Probably values of less than 0.05 were considered sta-
tistically significant.

4.2.2. Cell lines and culture techniques

Melanoma human cancer cell line (A375) was obtained from
American Type Culture Collection (Rockville, Md., USA). Cells were
cultured in RPMI medium containing RPMI-1640 (LONZA, Basel,
Switzerland), supplemented with 10% heat-inactivated (56 #C)
foetal bovine serum (FBS) (Gibco, Waltham, MA, USA), 2 mM
L-glutamine, 100 IU/ml penicillin G sodium, 100 lg/ml strepto-
mycin sulfate and 0.25 lg/ml amphotericin B. Cells were
maintained in a humidified atmosphere of 5% CO2 in air at 37 #C.

4.2.3. Cytotoxicity assay

Previously to the experiments, the number of cells by well, the
doubling time and the MTT concentration have been optimized. In
all the experiments, A375 were seeded at a final concentration of
5000 cells/well in 96-well microtiter plates and allowed to attach
overnight. After 20–24 h incubation, the medium was aspirated
carefully from the plates using a sterile Pasteur pipette, and cells
were exposed (i) to vehicle controls (1% DMSO/culture medium
and culture medium alone), (ii) to EAPB0503, of 10#4–10#10 lM,
diluted in the culture medium, and (iii) to the synthesized com-
pounds (10#4–10#10 lM) dissolved in a mixture 1% DMSO/culture
medium (v/v). After 96 h of incubation, 10 ll of MTT solution in
PBS (5 mg/ml, phosphate-buffer saline pH 7.3) were added to each
well and the wells were incubated at 37 #C for 4 h. This colorimet-
ric assay is based on the ability of live and metabolically unim-
paired tumor-cell targets to reduce MTT to a blue formazan
product. At the end of the incubation period, the supernatant
was carefully aspirated, then, 100 ll of a mixture of isopropyl
alcohol and 1 M hydrochloric acid (96/4, v/v) were added to each
well. After 10 min of incubation and vigorous shaking to solubilize
formazan crystals, the optical density was measured at 570 nm in a
microculture plate reader (Dynatech MR 5000, France). For each
assay, at least three experiments were performed in triplicate.
The individual cell line growth curves confirmed all tumor lines
in control medium remained in the log phase of cell growth 96 h
after plating. Cell survival was expressed as percent of vehicle con-
trol. The IC50 values defined as the concentrations of drugs which
produced 50% cell growth inhibition; 50% reduction of absorbance,
were estimated from the sigmoidal dose–response curves.

4.2.4. In vitro tubulin polymerization analysis

Tubulin was prepared from pig brain according to the purifica-
tion procedure described by Williams and Lee.34,35 To evaluate the
effect of the compounds on tubulin assembly in vitro, tubulin poly-
merization was monitored turbidimetrically at 350 nm with a MC2
spectrophotometer (Safas, Monaco) equipped with a thermal-jack-
eted cuvette holder. The reaction mixture was prepared at 0 #C, and
contained PEM (Pipes 0.1 M, EGTA 2 mM, MgSO4 1 mM pH 6.9)
buffer, 25% glycerol (v/v), 1 mM GTP, MgSO4 5 mM, and 12 lM
tubulin. GTP and tubulin were added at the very last minute.
EAPB0503, its derivatives and colchicine stock solutions were
diluted in DMSO to the desired concentration, and 2 ll of the com-
pound solution was added to the medium (final concentration:
5 lM). The same volume of DMSO alone was used for negative con-
trol. The final volume of the sample was 200 ll. The reaction was
started by placing the cuvette in the spectrophotometer cell
compartment thermostated at 37 #C. Ice was added 45 min later
to initiate depolymerization to check for signal specificity.

4.2.5. Flow cytometric analysis

The cell cycle distribution was monitored by flow cytometric
analysis as previously described by Brons et al.36 A375 cells were

harvested after treatment with EABP0503, 6e or 6b for 24 h,
washed with PBS and were spun down (400 g, 5 min at 4 #C), the
supernatant was discarded, and the pellet placed on ice for
10 min. Subsequently 900 ll of an ice-cold hypotonic PI solution
(221, containing 25 lg/ml Propidium iodure (Sigma), 0.1% w/v
tri-sodium citrate dihydrate (Sigma, St Louis), 10% v/v RNA-se A
solution (Sigma, St. Louis) and 0.1% v/v Triton X-100 in distilled
water, was added. Cells were kept overnight on ice and analyzed
for DNA content. The stained cells were performed by a Gallios
10 photomultiplicators (Beckman coulter) in Montpellier Rio
Imaging facilities (MRI platform, Montpellier, France). The cell
cycle distribution was analyzed using KALUZA flow analysis
software (Beckman coulter). For each experiment, 20,000 events
per sample were recorded.

4.2.6. Molecular docking analysis

The molecular modeling studies were performed with GOLD.32

The crystal structure of tubulin complexed with colchicine (PDB
4O2B)37 was retrieved from the RCSB Protein Data Bank. The bind-
ing sphere with a radius of 25.0 Å was defined with residue Leu255
as the binding site. All compounds were drawnwith PRODRG31 and
protonated using BABEL. Finally, they were docked into the binding
site using the GOLD32 protocol with the default settings. The
pictures were generated by the program PYMOL.38
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