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Résume

En recherche et développement pharmaceutiques un candidat thérapeutique doit passer plusieurs
barrieres  précliniques afin de déterminer certains paramétres pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques avant toute administration a I’homme. Malgré les efforts investis en R&D ces
derniéres années, 1’industrie du médicament a souffert d’un ralentissement dans le développement de
nouvelles molécules innovantes. Car avant sa mise sur le marché, tout candidat doit justifier de sa
balance bénéfice/ risque. Les modéles standards utilisés en développement en oncologie ne sont pas
assez prédictifs et bien souvent non-adaptés, avec une niche tumorale inexistante. C’est pourquoi il est
aujourd’hui essentiel de travailler sur des systémes plus sensibles et mimant plus fidélement la
pathologie humaine afin d’obtenir des médicaments plus efficaces et moins toxiques pour une meilleure
prise en charge.

L’utilisation du mode¢le spontané de cancers comme approche prédictive en oncologie comparée a été
rapportée par plusieurs équipes a travers le monde. En effet, les fortes similitudes au niveau histologique,
moléculaire et clinique rapportées entre les tumeurs humaines et canines, font de ce modeéle un allié
essentiel pour ’optimisation du développement pharmaceutique chez 1’homme ayant un bénéfice
réciproque a la fois a la médecine humaine et vétérinaire.

Chez I’homme, les mélanomes constituent I’une des formes les plus agressives des cancers cutanés. Ils
représentent 4 a 11% des néoplasies cutanées et seulement 2% des cancers de 1’épiderme. Ce sont des
tumeurs trés immunogenes et de trés mauvais pronostic au stade métastatique contribuant au
développement d’une réponse immunitaire anti-tumorale bien souvent responsable d’échappements et
de résistances au traitement. Et malgré 1’amélioration de 50 a 80% de la survie globale a 5 ans ces vingt
derniéres années, son incidence ne cesse d’augmenter et environ 7000 cas sont rapportés chaque année
en France avec plus de 75% de déceés liés a ces tumeurs.

Bien que rares, ces tumeurs représentent 7% des cancers diagnostiqués chez le chien et environ 160000
cas sont recensés chaque année au niveau mondial. Sa localisation est buccale dans plus de 50% des cas.
C’est aussi I’'un des cancers les plus agressifs chez le chien, avec une survie globale post-opératoire de
173 jours associé a des métastases ganglionnaires et pulmonaires le plus souvent.

Le but de ce travail a été la validation préclinique et clinique du modele tumoral spontané canin dans la
comprehension des mecanismes de cancérogenése, de dormance tumorale et de développement
thérapeutique. Validation préclinique, dans un premier temps via le développement et la caractérisation
de modeles cellulaires et murins de mélanomes canins. Puis, dans un second temps, la validation clinique
par le biais d’essais thérapeutiques chez le chien.

A partir de prélévements issus de deux profils cliniques distincts, deux lignées cellulaires de mélanome
canin ont été développées et caractérisées sur le plan pharmacologique, génomique et fonctionnel. Une
liste d’altérations génétiques a été établie sur ces deux profils en accord avec la littérature et présentant
des points communs avec la pathologie humaine. De plus, il est bien établi que 1’hétérogénéité tumorale
est responsable de résistances au traitements conduisant aux rechutes, ¢’est pourquoi nous nous sommes
par la suite intéressés a I’étude des populations souches tumorales au sein de notre modéle et a
I’identification de marqueur permettant le ciblage de ces cellules pouvant contribuer ainsi a
I’avancement de 1’enrichissement de 1’arsenal thérapeutique oncologique.

En conclusion, le patient chien est doté d’un systéme immunitaire intact et d’une niche tumorale
compléte, constituant ainsi un systéme in-vivo trés intéressant pour I’homme, pouvant contribuer a
avancer la recherche et améliorer grandement nos connaissances sur cette pathologie.



Abstract

Pharmaceutical development is a long and fastidious process. In fact, each drug candidate has to meet
with a certain safety criteria list, pharmacokinetic and pharmacodynamics profiles need to be determined
prior to first use in humans and market approval.

For years, the pharmaceutical industry has been suffering from a lack of innovative molecules and thus
despite the efforts and cost increases in R&D programs. And most novel drug candidates entering
clinical trials fail to reach approval, largely because preclinical models used in development do not
provide adequate information about their efficacy or toxicity. That’s why; more predictive models of
efficiency in oncology, shaping more precisely the human pathology are needed.

The study of novel drug candidates in dogs with naturally occurring tumors allows drug assessment in
neoplasms sharing many fundamental features with its human counterparts, and thus provides an
opportunity to answer questions guiding the cancer drug development path in ways not possible in more
conventional models. Moreover, the strong homologies in clinical presentation, morphology, and overall
biology between dogs and their human counterparts make companion animals a good model to
investigate tumor process from &tiology to tailored treatments.

The aim of this project was to validate the canine spontaneous tumor model, by combining preclinical
and clinical approaches, in the comprehension of the underlying mechanisms of cancer from
carcinogenesis to drug resistance and tumor dormancy and also the discovery of new tools essential for
the prediction, diagnosis, clinical follow-up and treatment.

Metastatic melanoma is one of the most aggressive forms of cutaneous tumors in humans. It constitutes
4 to 11% of skin malignancies and only 2% of the cancers of the epidermis. These highly immunogenic
tumors hold a severe prognosis when metastasized and contribute to an immune anti-tumor reaction
which could potentially lead to immune escape and resistance to most standard treatment protocols. And
even if the 5-year survival has been improved to 50 — 80% over the past decades, its incidence is still in
the rise with 7000 cases and 75% related deaths reported every year in France.

In dogs, melanomas are one of the most frequently diagnosed malignancies of the oral cavity. These
cancers account for 7% of all malignant tumors in dogs and 160000 reported every year worldwide. It
also constitutes one of the most aggressive metastasizing tumors with a median post-surgery survival
rate of 173 days.

We developed and characterized immunucytochemically, pharmacologically and genomically two
canine melanoma cell lines from naturally occurring dog tumors with distinct clinical profiles. A list of
genetic alterations of these two profiles has also been established and is in accordance with the published
literature, presenting same features as human tumors. And because tumor heterogeneity is responsible
of resistance to treatment and relapse, we isolated and investigated cancer stem cell populations in our
cell line models in order to identify the linked biomarkers which may constitute future potential targets
for the expansion of the oncological therapeutic panel.

In conclusion, due to its intact immune system, tumor niche and also because it shares the same
environment as we do, the canine patient represent a promising opportunity in the advancement of
cancer research, the acceleration of translation process and the setting up of more effective and less
toxic molecules with dual benefits for the human and veterinary medicine toward better patient care.
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Zacharie Segaoula Introduction

A. Généralités sur le cancer

1. Données épidémiologiques

Bien qu'elles représentent toujours un probleme majeur de santé publique, les maladies cardio-
vasculaires sont aujourd'hui la deuxieme cause de mortalité dans le monde aprés le cancer. En
effet, les rapports épidémiologiques récents publiés par les autorités compétentes révelent que
chaque année environ 355 354 personnes développent un cancer et environ 148 000 personnes
en meurent. Les prédispositions varient en fonction du type de tumeur, de 1’age, du sexe ainsi
que du profil génétique de chaque individu. La survenue des cancers est plus fréquente chez
I’homme avec un sexe ratio publié¢ de 1,3 pour I’année 2012. Ainsi, on compte chaque année
200 350 hommes et 155 004 femmes atteints de cancers dont 85 000 hommes et 63 000 femmes
qui en succombent. Et méme si I’age médian au diagnostic est de 68 ans chez les hommes et 67

ans chez la femme, 2500 nouveaux cas sont rapportés chaque année chez les moins de 18 ans.

Le taux standardisé a la population mondiale (TSM) est une indication qui correspond a
I’incidence d’un événement estimé et rapporté a la population mondiale (valeur référence).
Cette valeur concernant I’incidence des cancers en France pour ’année 2012 a été estimée a
362,2 pour 100 000 hommes et 252 pour 100 000 femmes (Données epidemiologiques de
I’'INCA, 2014).

Le mot cancer tient son origine du grec xapxivoo (karkinos) signifiant crabe ou écrevisse et fut
décrit pour la premiére fois par Hippocrate au V™ siécle avant J-C. Le nom « carcinome » ou
« squirre » fut attribué pour la premiére fois a cette pathologie et sera traduit plus tard en latin
par le terme cancer en raison de I’aspect de son évolution en forme de pinces de crabe. Il désigne
un ensemble de pathologies dont la caractéristique principale est la perte du contrdle du cycle
cellulaire aboutissant a une division anarchique et incontrolée. C’est la pathologie la plus
redoutée du XXI® siécle bien qu’elle soit connue et décrite depuis ’antiquité. En effet, les
premiers textes médicaux traitant du cancer remontent a I’Egypte antique, aux alentours de
2500 avant J-C. C’est dans le papyrus d’Ebers, un ensemble volumineux de traités médicaux

ou on retrouve pour la premiére fois la description des tumeurs mammaires : « protubérance
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non-inflammatoire, d’origine incertaine, logée dans la poitrine et ayant tendance a la récidive,

conduisant a une issue fatale » (Scholl, 2002 ; Mukherjee, 2006).

2. Le processus de cancérisation

La cancérogeneése est un processus séquentiel trés complexe. En effet, avant de se développer
et d’envahir le tissu environnant, la cellule tumorale va subir plusieurs changements au niveau
génotypique et phénotypique lui conférant une résistance et un échappement aux mécanismes

de contrdle de la machinerie cellulaire (Figure 1).

De ce continuum évolutif, quatre étapes principales ont pu étre décrites : I’initiation, la

promotion, la croissance/ progression tumorale et enfin la dissémination métastatique.

Maintien des Echappementau
signaux de contréle du cycle
cellulaire

prolifération

Dérégulations
du métabolisme
énergétique

Echappement aux
écanismes de défense
immunitaires

cellulaire
TR
Résistances aux Ca9 =\ -
mécanismes Sty bz, “-\ <= P?t‘;"t'?f
d’apoptose y relp |(_:a't|
- imité
Instabilité Processus
génomique inflammatoire

i ce & Actlvatlo_n du
ise en place d’'un potentiel

processus d‘? néo- métastatique
angiogenése

Figure 1: Principales étapes de la carcinogenése. Durant ces étapes la plupart des cellules cancéreuses
développent I’ensemble des caractéristiques leurs permettant d’induire I’initiation, la croissance, la
prolifération, ainsi que I’angiogenése et la dissemination tumorales (Hanahan & Weinberg, 2011).

Ainsi la cellule cancéreuse présente des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles
différentes parmi lesquelles on note des anomalies de taille, des atypies nucléaires mais aussi
I’immortalité, une perte de I’inhibition de contact, une indépendance totale vis-a-vis des
facteurs de croissance, une perte de la nécessité d’ancrage au point de restriction et de contréle

du cycle cellulaire (blocage en G1), et surtout la capacité d’agencement en tissu tumoral malin.
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L’initiation : cette premicre étape ne concerne qu’une seule cellule (dite initiatrice,
transformée ou maligne) et aboutit & la formation d’une Iésion précancéreuse. C’est la mutation
irréversible d’une cellule somatique suite a I’exposition a un carcinogéne chimique comme le
benzo(a)pyréne (BaP), les radicaux libres, ou physique comme les rayonnements ionisants par
exemple, qui serait a I’origine de la formation d’un adduit a I’ADN conduisant ensuite & des
erreurs de réparation lors de la réplication de ce dernier ou induisant des cassures double brin
irréversibles. L’exposition chronique et prolongée stabilise et maintient la Iésion initiatrice.
S’en suit une perturbation de la croissance cellulaire et de I’homéostasie tissulaire. On est dans
un état d’hyperproliferation, la cellule envoie des réponses anormales aux stimuli de son

microenvironnement (Vogelstein et al, 2015).

La promotion : réversible et assimilable a la notion de transformation, c’est un état
dysplasique correspondant a un envahissement tissulaire local aussi connu sous le terme de

carcinome in-situ (stade pré-invasif) (Vogelstein et al, 2015).

La croissance/ progression : c’est 1’acquisition des propriétés de prolifération non
contrélée. Lors de cette phase, on observe une sélection permanente des clones les plus malins,
capables de métastases. La population cellulaire ainsi constituée développe un certain nombre
de caractéristiques telles que I’indépendance aux facteurs de croissance, I’immortalité, la perte
de la différenciation, ’anomalie de la morphogenese, la désorganisation et enfin 1’invasion
tissulaire. Ce stade est défini par le terme « carcinome invasif » et correspond au franchissement
des barri¢res séparant les tissus. C’est I’étape finale, ou I’angiogenése va prendre le relais et
permettre la prolifération et la dissémination a distance par la mise en place d’un réseau

vasculaire (Vogelstein et al, 2015).

3. L’angiogenése tumorale

L’une des principales causes de déces par cancer est la capacité de ce dernier a évoluer vers un
processus métastatique, ce qui lui confere un pouvoir de résistance et d’échappement aux
thérapies conventionnelles (Fidler et al, 2004). L’acquisition de ce pouvoir pro-métastatique
passe par I’angiogenése. En effet, selon un postulat émis par Judah Folkman en 1971 (Folkman,

1971) la croissance tumorale et son pouvoir invasif est fortement angiogenése-dépendant.
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L’angiogenése, par définition, consiste en la formation de nouveaux vaisseaux a partir d’un
réseau sanguins préexistants (Carmeliet, 2000). Les cellules endothéliales matures des
vaisseaux proliférent, en réponse a des stimuli pro-angiogénes (vascular endothelial growth
factor : VEGF, basic fibroblast growth factor : bFGF et angiopoiétine-2 : Ang-2). C’est un
processus complexe faisant intervenir plusieurs facteurs. Le bourgeonnement est stimulé par
les interactions du VEGF avec son récepteur (VEGFR), la formation du couple Ang-2/Tie-2 et
I’association des intégrines avec les protéines de la matrice extracellulaire (MEC). Les
précurseurs circulants endothéliaux de la moelle osseuse migrent au site de la tumeur en réponse
au VEGF et se différencient en cellules endothéliales. Les cellules souches hématopoiétiques
se différencient en leucocytes proangiogénes incluant les TAM (tumor associated
macrophages) et les TEM (Tie2-expressing macrophages). Ces derniers infiltrent la tumeur et
sécretent les facteurs angiogenes et les protéinases de la matrice (MMP : matrix
metalloproteinases) responsables du remodelage de la MEC ainsi que de la libération des
facteurs de croissance liés aux constituants de cette matrice, notamment les héparan-sulfate-
protéoglycans (HSPG) (Carmeliet et al, 2011).

4. Thérapeutiques du cancer

Elle constitue I’un des traitements les plus anciens connu a ce jour. La chirurgie constituait
pendant plusieurs siécles et reste aujourd’hui 1’alternative la plus favorable pour le traitement
des formes localisées de la maladie. Ce n’est qu’au XIX® siécle que cette discipline a connu
d’énormes progres et succes majeurs, comme l’illustre parfaitement I’exemple du carcinome
mammaire (Figure 2). En effet, au début du siecle dernier le traitement consistait en I’ablation
de la glande mammaire et d’une partie du muscle grand pectoral. Cette procédure est plus
communément connue sous le terme de « mastectomie radicale », méme si elle augmente
considérablement les taux de survie, elle est peu esthetique et difficielement acceptée par les
patientes a I’époque qui repartaient avec une énorme cicatrice au niveau de la cage thoracique
(Figure 2).
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Figure 2 : Les débuts de la chirurgie oncologique : les premiéres procédures remontent a I’époque
médiévale. Ces illustrations sont tirées d’un ouvrage posthume sur les travaux de Jean Scultet
(1595 — 1645). Ce chirurgien Allemand, décrit ici I’exérése d’une masse tumorale envahissant
le tissu mammaire a 1’aide d’acide et de bandage spécifique (Premiére description de la
mastectomie, Armentarium Chirurgicum) (Mukherjee, 2006).

L’arrivée des techniques de robotisation, d’imagerie et de chirurgie réparatrice a amelioré la
prise en charge en chirurgie oncologique, permettant au maximum le maintien de 1’intégrité de

1I’organe, de ses fonctions biologiques et la réduction de I’impact psychologique sur le patient.

b) La radiothérapie

Les origines des traitements par rayons X remontent au début du XX° siécle. C’est Emile
Grubbe, un hématologue américain qui fut le premier a utiliser 1’administration de
rayonnements a des fins thérapeutiques et qui en succomba des suites de sa toxicité importante
en 1960. Cette technique consiste en la délivrance de doses importantes de rayonnements au
niveau de la cellule tumorale tout en limitant au maximum la toxicité au niveau du tissu sain
environnant. La sélectivité est donc la clé de son efficacité qui est améliorée par des schémas

thérapeutiques fractionnés, rendant le rayonnement ionisant plus puissant.
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Souvent utilisée en traitement adjuvant a la chirurgie, ou en complément a la chimiothérapie,
son principe repose sur la capacité limitée de réparation de I’ADN des cellules tumorales. Ainsi,
I’ensemble des radicaux libres formés et d’especes activés de I’oxygene générés pendant
I’irradiation  entrent en interaction avec les biomolécules (ADN, protéines,
macromolécules...etc.) et entrainent la production d’un grand nombre de 1ésions cellulaires

entrainant par la suite la mort de celles-ci (Schaue & McBride, 2015).

Le terme de chimiothérapie fut utilisé pour la premiére fois en 1909 suite a la découverte par
Paul Ehrlich de I'arsphénamine, dérivé arsenical commercialisé sous le nom de Salvarsan® et
utilisé dans le traitement de la Syphilis. Ce n’est qu’en 1946, a I’issue de la seconde guerre
mondiale, que I’utilisation des dérivés de moutardes a 1’azote comme thérapeutique du cancer

fut proposée par Louis Goodman et Alfred Gilman ( ).

En cancérologie, la chimiothérapie, contrairement a la chirurgie, permet non seulement la
préservation fonctionnelle et esthétique des tissus néoplasiques mais peut également étre
utilisee comme thérapie néo-adjuvante a I’irradiation, pouvant induire une radiosensibilisation
de la tumeur et optimisant ainsi 1’action locale de celle-ci. En traitement adjuvant, elle
permettrait de compléter son action locale par le biais d’éradication de micrométastases

potentielles (Figure 3).
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Figure 3 : Coopération spatiale et temporelle entre chimio- et radiothérapie.

Elle peut également étre utilisée en traitement adjuvant a la chirurgie afin de limiter le risque

de récidives et en augmentant parfois la survie globale.

Plusieurs classes thérapeutiques ont été décrites. Elles sont groupées en fonctions de leur
mécanisme d’action :

e Les agents intercalant de I’ADN : famille des anthracyclines (Doxorubicine, Daunorubicine)
e Les inhibiteurs des enzymes de réparation de I’ADN : Camptotecin, Irinotecan, Topotecan

e Les agents alkylants : moutarde a 1’azote et dérives, cyclophosphamide

e Les analogues métaboliques : 5-Fluorouracile (5-FU)

e Lesterminateurs de chaine : cytarabine, gemcitabine

e Les inhibiteurs du cycle cellulaire : paclitaxel, podophyllotoxines et dérivés

Enfin, une des caractéristiques principales mises en évidence dans certains cancers et ayant
permis le développement de thérapeutique adaptée est 1’hormonodépendance de certaines
formes. En effet, le cancer du sein ainsi que les carcinomes prostatiques sont dits hormono-
dépendants. C’est donc une stimulation hormonale qui serait a 1’origine de la croissance et la

prolifération tumorale. Une des stratégies thérapeutiques visant ainsi a induire la régression
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tumorale a été la synthése d’inhibiteurs pouvant interagir avec les enzymes principales entrant

dans la néosynthese de ces hormones.

d) A la découverte des thérapies ciblées

Avec I’essor de la biologie moléculaire et de la génomique a la fin du siecle dernier, de
nouvelles alternatives thérapeutiques ont vu le jour dans le traitement du cancer : les thérapies
ciblées. En effet, toutes les tumeurs n’ont pas le méme profil clinique de réponse a un traitement
donné. On entend par la que chaque type tumoral représente un modéle a part entiére dans
I’étude du cancer chez I’homme. Cela est d0 & des variations au sein méme de la tumeur, la
surexpression de certain récepteurs par exemple et/ ou un nombre de facteurs intrinseques
(facteurs de croissance, facteurs de transcription, hormones, molécules endogénes...etc.). Cette
approche repose donc sur un principe de connaissances approfondies de la cellule tumorale et
de sa physiopathologie d’un point de vue moléculaire et fonctionnel. On cherche ici a viser un
mécanisme particulier, une voie de signalisation, un ligand ou un récepteur par exemple (Figure
4),

Contrairement a une chimiothérapie classique, les toxicités liées a ces traitements sont peu
frégquentes et moins séveres car ces thérapies sont sélectives, plus adaptées et plus efficaces sur
la cellule cancéreuse, permettant ainsi de réduire les doses et de limiter le risque de

développement de résistances mais sans 1’éradiquer pour autant (Baselga et al, 2006).
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Figure 4 : Ciblage des récepteurs a activité tyrosine kinase dans les carcinomes pulmonaires non a petites
cellules (NSCLC). (a) les différentes cibles cellulaires (b) structures chimiques de deux composés inhibant les
recepteurs EGFR (epidermal growth factor receptor) (Cataldo et al 2011).

e) Approches thérapeutiques innovantes

i.  L’immunothérapie

Le systtme immunitaire tient une part importante et constitue 1’une des premicres réponses
mises en place dans les stratégies de défense anti-tumorale (Roitt et al, 1994). En effet,
I’organisme est soumis a une surveillance permanente lui permettant d’assurer une protection
face aux agressions externes chimiques, physiques ou encore virales. L’hypothése
d’immunosurveillance a ét¢ définie pour la premiére fois par Macfarlane Burnet et Lewis

Thomas dans leurs travaux a la fin des années 1950 (Dunn et al, 2002).

Le systéeme immunitaire assure un monitoring continu et joue donc un réle important dans la
réponse immunitaire anti-tumorale. 1l vise donc au maintien de I’intégrité et de I’homéostasie
tissulaire et la conservation d’un équilibre physiologique dans le but de contréler la croissance
et la prolifération tumorale (Roitt et al, 1994). C’est pourquoi les sujets agés sont plus disposés
au développement de tumeurs en raison d’un affaiblissement des défenses immunitaires,

rendant ces réponses moins efficaces.

Ce systeme constitue un réseau cellulaire complexe de partenaires en perpétuel remaniement et
en interaction permanente. Deux mécanismes ont été identifiés dans la réponse immunitaire
anti-tumorale, une réponse innée médiée par les cellules NK (Natural Killer) et les lymphocytes
T vd, ne nécessitant pas de sensibilisation préalable, et une réponse spécifique apres

sensibilisation a 1’antigéne tumoral (TAA : tumor associated antigen) par les lymphocytes
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CD8+ (CTL : cytotoxic T lymphocyte), entrainant par la suite 1’élaboration d’une réponse

anticancéreuse efficace (Chen & Mellman, 2013). Parmi les acteurs majeurs de I’immunité, on

cite :

Les cellules NK : les lymphocytes NK sont dépourvus de TCR (T-cell receptor) et ont
donc une action non spécifique. Ils représentent environ 15% des lymphocytes
circulants (Morrison et al, 2002) et sont doués d’une activité cytotoxique anti-tumorale
modulée par les cytokines. L’INFy et I’IL-2 principalement vont ainsi stimuler leur
prolifération. Contrairement aux lymphocytes B et T, ils sont immédiatement activables.
La reconnaissance directe se fait par les récepteurs KIR et NKG2D avec le CMH-I et
les molécules associées au stress (SAM : stress associated molecules), exprimées a la
surface des cellules tumorales. Cette activation entraine la libération conseécutive de

perforines et de granzymes, responsables de la lyse des cellules tumorales (Figure 5).

Les CTL CD8+ : ces cellules interviennent dans la réponse immunitaire anti-tumorale
specifique et achevent leur maturation grace au signal B7/CD28. La reconnaissance des
cellules tumorales se fait principalement par deux mécanismes. Soit par une activation
directe via le complexe CMH-I/TCR conduisant au largage de perforines et de
granzymes, entrainant la mort cellulaire par apoptose, soit par I’intermédiaire des
récepteurs a domaine de mort (Fas Ligand, TRAIL : Tumor-necrosis-factor Related
Apoptosis Inducing Ligand) appartenant a la famille TNF (Tumor Necrosis Factor) et
conduisant a une cascade enzymatique et cellulaire, provoquant la fragmentation de
I’ADN (Medzhitov et al, 2001) (Figure 5).

Les cellules auxiliaires CD4+ (T-helper) : Ces effecteurs cytotoxiques sont
responsables de la sécrétion de cytokines, notamment TNFa, TNFf et INFy, stimulant
ainsi I’activation des CTL par interaction avec les cellules présentatrices d’antigene
(CPA) (Lichtman, 2004). lls interviennent également dans 1’augmentation du
recrutement des cellules NK et la potentialisation de la réponse immunitaire anti-
tumorale. Ces cellules auxiliaires ont donc un rdle dans 1’orientation et la modulation

de la réponse immunitaire par I’intermédiaire de médiateurs cytokiniques (Figure 5).
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Le microenvironnement tumoral joue un réle important dans le développement et la progression
tumorale mais aussi dans la résistance et I’échappement au traitement. Le systéme immunitaire
constitue donc un pilier essentiel de la réussite de 1’efficacité des traitements contre le cancer.
En déterminant ainsi I’efficacité d’une chimio ou d’une radiothérapie par la modulation des

réponses immunitaires (Bissel & Hines, 2011).

Deux types d’immunothérapies ont ainsi été décrits, une approche non spécifique visant a
stimuler d’'une maniére générale le systtme immunitaire et une approche spécifique par
I’intermédiaire de ligands ou d’anticorps bloquant spécifiquement I’interaction d’un antigéne

tumoral avec son récepteur (Galluzzi et al, 2014).

Cellule dendritique/ Lymphocytes

CPA T Cytotoxique .

CD8+ naif

Perforines
Granzymes B

T- helper o o

Cytokines (IL-2, INFy)
Facteurs de croissance

Cellule NK

Figure 5 : Vue d’ensemble du microenvironnement immunitaire dans la réponse anti-tumorale
(adapté de Chen & Mellman, 2013)

Les premiéres approches, connues depuis les années 1970 consistaient a utiliser des thérapies
vaccinales visant a stimuler le systéme immunitaire de 1’hote, comme I’administration de BCG
(Bacille de Calmette et Guérin) dans les cancers de la vessie par exemple ou encore

I’administration de cytokines, telles que I’interleukine 2 (IL-2) dans le carcinome rénal et
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I’interféron alpha (IFNo) dans le mélanome. Ces petites molécules secrétées naturellement par
les cellules immunocompétentes et impliquées dans les mécanismes de défense immunitaires
n’ont montré aucun effet significatif sur 1’évolution clinique de la maladie (: Principales stratégies

mises en place pour la restauration de la réponse immunitaire anti-tumoraleFigure 6).
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Figure 6 : Principales stratégies mises en place pour la restauration de la réponse immunitaire
anti-tumorale.

Ce n’est qua la fin du XX°® siécle que les avancées thérapeutiques majeures de
I’immunothérapie ont vu le jour avec le transfert autologue de cellules T ou le développement
d’un ensemble d’anticorps (Tableau 1) ayant démontré une efficacité clinique dans la survie

des patients et utilisés aujourd’hui en thérapie anti-cancéreuse (Finn et al, 2008).
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Anticorps Cible Nom commercial Type de cancer
Trastuzumab Her 2/ Neu Herceptine® Cancer du sein
Rituximab CD20 Mabthera® Lymphome
Bevacizumab VEGF Avastin® Cancers solides

Tableau 1 : Agents d’immunothérapie utilisés en clinique.

ii.  Approches immunothérapeutiques de deuxiéme génération : I’axe PD-1/PD-L1

Les cellules tumorales sont le siége d’un remodelage génétique et d’une plasticité cellulaire
importante. Ces manifestations peuvent se traduire par des changements morphologiques et
phénotypiques comme I’expression de certains antigénes au niveau de la membrane plasmique

percues par le systeme immunitaire et entrainant ainsi une réponse spécifique.

Les cellules tumorales développent différents mécanismes leur permettant de rester en équilibre
avec 1’hote, notamment I’immuno-échappement et la tolérance en surexprimant des molécules
immuno-régulatrices telles que PD-L1 (B7H1, CD274) et PD-1 ou encore en masquant
I’expression des TAA par des modifications post-traductionnelles telles que la glycosylation
(Quesnel 2010 ; Schumacher et al, 2015). Ainsi, il a été démontré que le ligand PD-L1 agit
comme un facteur permettant aux cellules de diverses néoplasies malignes d’échapper a la lyse

induite par les lymphocytes T cytotoxiques.

La survenue de rechutes tardives pourrait ainsi s’expliquer par la présence d’une maladie
résiduelle a 1’état stable pendant une période prolongée, et potentiellement due a la présence
d’une population de cellules quiescentes, surexprimant fortement ces protéines. 1l a été observe,
en particulier, que les cellules tumorales dormantes surexpriment la molécule B7-H1, ainsi que
B7-1 (CD80). B7-H1 est une molécule aux fonctions principalement inhibitrice des cellules T,
via une interaction avec son récepteur PD-1. L’expression de la molécule B7-H1 a la surface
des cellules tumorales semble modulée par différentes voies de signalisation. Ainsi, B7-H1
pourrait étre un facteur d’échappement a la dormance tumorale au cours des mélanomes malins
métastatiques (Ascierto et Marincola, 2015). Un certain nombre d’outils thérapeutiques visant
spécialement cet axe ont été approuvés ou sont actuellement en phase de développement
clinique dans un grand nombre d’indications en oncologie (Harvey et al, 2014 ; Chang et al,

2015 ; Cho et al, 2016). L’identification de composés pouvant agir sur I’affinité du complexe
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entre PD-1 et PD-L1 représente une stratégie majeure dans le développement de nouveaux

traitements ciblant I’immuno-échappement en oncologie.

PD-1 ou « Programmed cell death 1 » est une protéine de surface exprimée a la surface
des lymphocytes T activés. Elle est codée par le géne PDC1, situé sur le chromosome 2 humain.
Ses ligands, PD-L1 (Programmed Death Ligand 1) et PD-L2 (Programmed Death Ligand 2)
sont exprimés par les cellules tumorales. PD-1 est une glycoprotéine transmembranaire de type
| composé de 288 acides aminés. Elle appartient a la superfamille des immunoglobulines
comme les molécules CD28 et CTLA-4. Elle se compose d’un domaine extracellulaire, d’un
domaine transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique. Le domaine cytoplasmique
posseéde deux tyrosines, 1'une constitue le domaine ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based
Inhibitor Motif), I’autre le domaine ITSM (Immunoreceptor Tyrosine Switch Motif),
indispensable au réle inhibiteur de la protéine. PD-1 est exprimé a la surface des lymphocytes
CD4, CD8, des cellules NK mais aussi sur les cellules B et les cellules T périphériques ainsi

que les cellules dendritiques et les monocytes (Shinohara et al. 1994).

Un infime niveau de PD-1 est suffisant pour assurer le role inhibiteur de 1’activation des
lymphocytes T. En cas de déficit en PD-1, I’administration de B7-H1 n’entraine pas d’inhibition
de I’activation des lymphocytes T. Cela confirme que la fonction inhibitrice de B7- H1 passe
donc bien par I’interaction avec son récepteur PD-1 (Lin et al. 2008). PD-L1 est une protéine
transmembranaire de type | qui comporte 290 acides aminés. Elle est codée par le gene CD274,
qui se trouve sur le chromosome 9 chez I’homme. Elle est composée d’un domaine
extracellulaire, d’un domaine transmembranaire et d’un domaine intracellulaire (Keir et al.
2008). B7-H1 est exprimé sur les lymphocytes B, T, les macrophages, les cellules
mésenchymateuses et les cellules dendritiques (Yamazaki et al. 2002). A la différence des autres
membres de cette famille, B7-H1 est aussi présente a la surface des cellules non
hématopoiétiques comme les cellules endothéliales, cardiaques, pulmonaires, pancréatiques,

musculaires et placentaires.

La protéine PD-L1 fut découverte en 1999 en tant que nouveau membre de la famille des
molécules B7 (Dong et al. 1999). L’identification de PD-L1 en tant que premier ligand connu
de PD-1 a été réalisée 1’année suivante (Freeman et al. 2000). B7-H1 et B7-1 interagissent au
niveau de leur domaine IgV like (Freeman et al. 2000). Cette liaison va induire un signal
inhibiteur sur les lymphocytes T entrainant une diminution de la prolifération et une diminution

de la production de cytokines. L’engagement du TCR et de PD-1 avec leurs ligands respectifs
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entraine, au niveau de PD-1, la phosphorylation des tyrosines des motifs ITIM et ITSM et le
recrutement de SHP-1 et/ou SHP-2. Ceci entraine 1’inhibition des signaux activateurs du
complexe du TCR par déphosphorylation, et 1’augmentation de I’expression de PTEN
(Phosphatase and tensin homolog). Ainsi, I’activation de la voie PI3K/Akt est atténuée ce qui
peut aboutir a I’inhibition de la prolifération cellulaire et de la survie du lymphocyte T, ainsi
qu’a une diminution de la synthése des protéines et de la production des cytokines (Butte et al,
2007).

La molécule PD-L2, second ligand de PD-1, fut découverte un an plus tard (Latchman et al.
2001). C’est un homologue de la famille B7 et sa structure est proche de celle de PD-L1. Chez
I’homme, 1’expression de PD-L2 est limitée a certaines cellules hématopoiétiques que sont les
cellules dendritiques et les monocytes (Keir et al. 2008). PD-L1 et PD-L2 interagissent avec
PD-1 d’une maniére compétitive mais avec des mécanismes différents. 1S ne sont pas
specifiques de PD-1 et n’interagissent pas exclusivement avec ce dernier. En effet, un second
ligand connu pour PD-L1 est la molécule B7-1, membre de la famille B7 (Butte et al. 2007).
Cependant, PD-L1 possede une plus grande affinité pour PD-1 que pour B7-1 (Butte et al.
2007). Les modeles murins ont permis de montrer que I’interaction de PD-L1 avec B7-1 est
capable d’exercer un effet inhibiteur sur la prolifération, I’activation ainsi que les fonctions
sécrétrices des lymphocytes T (Butte et al. 2007). PD-L1 est impliquée dans le contrdle des
lymphocytes T auto-réactifs et le maintien de la tolérance immune vis-a-vis des auto-antigenes
(Martin-Orozco et al. 2006) alors que PD-L2 est impliquée dans le controle des réponses
immunes vis-a-vis des antigénes environnementaux. PD-L2 entretient un réle important dans
le maintien de I’homéostasie immunitaire au niveau des muqueuses respiratoires et digestives.
L’environnement tumoral est hautement immunosuppressif et inhibe localement la réponse
anti-tumorale des lymphocytes T infiltrant la tumeur. De maniére générale, ils expriment PD-1
et les cellules tumorales expriment son ou ses ligands (PD-L1 et/ou PD-L2). Le blocage de
I’interaction récepteur-ligand par un anticorps anti PD-1 permet de restaurer cette perte de
fonction immunitaire dans certains cancers dont ceux de la voie oropharyngée. Ainsi, certains
patients pourraient bénéficier d’une approche thérapeutique plus ciblée utilisant le blocage de
I’interaction de PD-1 avec ses ligands (Badoual et al. 2013). Ces observations ont conduit a la
mise en place de différents essais cliniques ciblant le blocage de I’interaction entre PD-1 et PD-
L1 par des anticorps monoclonaux anti PD-1 ou anti PD-L1, dans plusieurs types de cancer

(mélanome, cancer gastrique, myélome multiple) (Sheridan et al. 2012 ; Badoual et al. 2013).

35



Zacharie Segaoula Introduction

Ainsi plusieurs molécules visant cet axe sont actuellement en phase de développement clinique.
On cite a titre d’exemple le Nivolumab (Opdivo®) ou le Pembrolizumab (Keytruda®),
anticorps monoclonaux ciblant PD-1 et ayant récemment obtenu une autorisation de mise sur
le marché pour le traitement du mélanome et des carcinomes pulmonaires non a petites cellules
(NSCLC) (Fulchiero et al, 2014 ; Chen & Mellman 2013). Citons encore 1’Atezolizumab
(Tecentrig®), un anticorps anti-PD-L1 récemment validé dans les carcinomes avancés de la
vessie (Markham et al, 2016) (Figure 7).

Activation/ inhibition CTLA-4
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Figure 7 : Principales stratégies thérapeutiques dans le ciblage de
Pimmunoéchappement (adapté de Gennetech™).

iii.  Ciblages des cellules souches cancéreuses : les racines du mal

Plusieurs études ont mis en évidence I’existence et I’importance des cellules souches tumorales
(CSC) dans I’initiation et le développement du processus de cancérisation. C’est le cas par
exemple des glioblastomes (Singh et al, 2004), des carcinomes mammaires (Al-Hajj et al,
2003), des adénocarcinomes pancréatiques (Li et al, 2007) et des mélanomes (Schatton et al,
2008).
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Ainsi il existerait une hétérogénéité et une hiérarchisation intra-tumorale (Meacham et al,
2013). Le principe des CSC repose sur le fait qu’une seule fraction cellulaire serait capable
d’initier la croissance et la prolifération tumorale. Ces CSC donnent donc naissance a une large
population de progéniteurs qui vont par la suite former un ensemble de cellules tumorales
(Ailles et al, 2007) présentant une large diversité génétique et pouvant potentiellement étre a
I’origine de 1’échappement aux mécanismes de Sénescence, et entrainant de ce fait une

résistance au traitement (Colak et al, 2014 ; Fisher et al, 2013).

Le ciblage de cette population constitue donc une alternative thérapeutique prometteuse dans

le traitement et 1’éradication du cancer (Clevers et al, 2011 ; Bouvard et al, 2014a).

B. Les principaux modeles utilisés dans le développement
pharmaceutique en oncologie

Depuis longtemps, le modele rongeur a constitué une part importante dans le développement
préclinique. Le modeéle souris est en effet indispensable au développement pharmaceutique car
il est d’une utilité fondamentale dans la recherche contre le cancer. Ces modeles ont depuis
longtemps aidé a la compréhension des mécanismes biologiques, moléculaires et génétiques, a
I’origine de la transformation tumorale (Pinho et al 2012). Ils ont permis de mettre en évidence
les principaux mécanismes impliqués dans I’initiation, le maintien, la promotion ainsi que la
progression d’une masse tumorale. Ils sont donc essentiels dans le développement de
thérapeutiques anti-cancéreuses (Ranieri et al, 2013). lls présentent un certain nombre
d’avantages : de petite taille et de reproduction rapide ils sont facilement maniables, peuvent
étre manipulés génétiquement et ont un cout de génération relativement bas. Plusieurs autres
modeles ont été rapportes et décrits dans la littérature. Grace a I’essor du génie génétique et de
la biologie moléculaire, plusieurs techniques sont aujourd’hui disponibles pour la génération de

ces modeéles.

1. Modeles de cancérogénese chimique

Les premiéres expériences de carcinogénése chimique remontent au début du XX°™ siécle,
(Yamagiwa, 1918) et ont rapporté pour la premiére fois, le développement de carcinomes
épidermoides sur des oreilles de lapin suite & une exposition chronique au goudron. Ces modeles
reposent sur I’utilisation d’agents alkylants tel que le N-éthyl-N-nitrosourée (ENU) qui

constitue un puissant mutagéne. Cette molécule est capable d’induire des mutations ponctuelles
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et est utilisé pour la génération de modéles de carcinome colorectal principalement (Russel et
al, 1979 ; Moser et al, 1990). D’autres molécules ont été décrites, on cite I’exemple d’utilisation
d’hydrocarbures aromatiques polycycliques comme le benzo(a)pyrene, capable de produire des
adduits a I’ADN induisant ainsi un défaut de réparation et des mutations ponctuelles
(Denissenko et al, 1996). L’azoxyméthane (Tanaka et al, 2003 ; Neufert et al, 2004) est utilisé
pour la génération de modeles spontanés de cancers colorectaux et 1’uréthane (Cekanova et al,
2009) ainsi que le N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) nitrosamine (Zupancic et al, 2014) connus pour
le développement de carcinomes pulmonaires et urothéliaux respectivement. Enfin, le
phénobarbital est utilisé pour la génération d’hepatocarcinomes par selection expansion

cellulaire de clones mutés pour la B-caténine (Aydinlik et al, 2001).

Méme s’ils présentent 1’avantage d’étre spontanés, peu coliteux et relativement faciles d’acces,
ces modeles nécessitent un systeme de séquencage a haut debit puissant et performant pour
I’identification des mutations associés aux tumeurs, rendant le travail rapidement trop

laborieux.

2. Modeles transgéniques (GEM: Genetically Engineered Mouse)

lIs peuvent exister sous la forme de systémes conditionnels ou inductibles, ils sont tissu-
spécifiques et leur manipulation peut se faire a plusieurs niveaux, allant de la cellule souche
embryonnaire a I’organisme entier (Adams et al, 1985 ; Thomas et Capecchi, 1987). Deux
principales méthodes ont été décrites pour leur génération : soit par activation d’oncogeénes

(Kras, Nras) ou par inactivation de génes suppresseurs de tumeurs (p53, p16'"4?),

Ces techniques présentent I’avantage d’étudier, in-vivo, le potentiel oncogénique d’un géne
cible d’intérét (Lois et al, 2002). Elles reposent le plus souvent sur la délétion d’une partie
chromosomique ou d’un locus spécifique d’un géne d’intérét (KO : knock-out) ou sur
I’intégration d’un transgene (K1 : knock-in) (Grisendi et al, 2004), soit par infection a 1’aide de
lentivirus ou de vecteurs navettes (BAC : Bacterial artificial chromosome) ou a I’aide de
systemes inductibles tel que le systeme Cre-Lox, le plus communément utilisé, permettant un
contrble spatio-temporel des aberrations génétiques (Sauer, 1987 ; Walrath et al, 2010). Le
principe de ce dernier repose sur la recombinaison homologue site spécifique au niveau de
séquences ADN marquées loxP (séquences de 34 pb), par une recombinase (Beard et al, 2006 ;
Hoess et al, 1986).

38



Zacharie Segaoula Introduction

Plusieurs modeles générés grace a cette stratégie sont décrits dans la littérature. On cite par
exemple la délétion du géne p53 qui conduit au développement de sarcomes chez la souris
(Donehower et al, 1992) celle du géne Brcal pour 1’étude des tumeurs mammaires (Gowen et
al, 1996 ; Hakem et al, 1996) et enfin, I’activation conditionnelle de 1I’oncogéne Kras (LSL-K-

ras®'?P) produisant des modeles de carcinome pulmonaire (Jackson et al, 2001).

Cependant, ces modeles présentent un certain nombre d’inconvénients. Parmi les plus
communément cités, I’impossibilité de contrdle du site d’intégration ainsi que le nombre de
copies insérées dans le génome qui peuvent parfois altérer le niveau d’expression du transgéne,
ou conduire a des phénotypes inattendus ou a des embryons non-viables (Gowen et al, 1999).
Ce sont des systemes irréversibles qui peuvent parfois produire des effets « off-target » dans
les tissus avoisinants. Enfin, une activation prolongée de la recombinase Cre peut avoir des

effets délétéres sur 1’organisme.

3. Modéles de xenogreffe

Ces modeles, de plus en plus utilisés sont faciles et rapides a mettre en ceuvre. La méthode
consiste a greffer des cellules issues de lignées préétablies ou isolées de prélevement de
patients. La nature des tumeurs a implanter peut provenir du méme type que 1’hote qui les regoit
(greffe syngénique) tel que le modéle B16 (Fidler et al, 1973) ou xénogénique, on parle alors
de xénogreffe (Bibby et al, 2004 ; Ruggeri et al, 2014). Plusieurs sites d’injection peuvent étre
envisagés, sous-cutané (greffe hétérotopique) ou site-spécifique (greffe orthotopique) (Huynh
etal, 2011).

Le principal inconvénient de cet outil serait ’absence d’un systéme immunitaire intact et d’un
microenvironnement tumoral adapté. En effet, c’est la souche de souris athymiques SCID-Nude
qui est le plus souvent utilisée dans cette approche (Severely compromised
immunodeficientForkhead box protein N1 [Foxnl1™]) (Sharpless et al, 2006 ; Khaled et Liu,
2004). lls sont aussi peu prédictifs des paramétres pharmacocinétiques, du profil de réponse a
un candidat thérapeutique ainsi que du comportement métastatique de la tumeur, avec quelques

rares exceptions rapportées dans la littérature (Quintana et al, 2012 ; Einarsdottir et al, 2014).
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4. L’utilisation du poisson zébre

Le poisson zébre ou Danio rerio, partage plus de 70% d’homologie de séquence avec le génome
humain et plus de 80% des génes associés aux différentes pathologies humaines (Howe et al,
2013). Bien que I’utilisation de ce modéle en cancérologie soir récente, son utilisation en
recherche remonte aux années 1930 (Laale, 1977 ; MacRae et Petersson, 2015). Cet outil
présente de nombreux avantages car il présente une signature moléculaire un et profil
histopathologique conservés, identiques a son homologue humain (Lieschke et Currie, 2007).
Il permet ainsi grace a sa physiologie et son systeme hématopoiétique conservés (Tiso et al,
2009 ; Steinbicker et al, 2011 ; Ganis et al, 2012) de modéliser un certain nombre de tumeurs
par plusieurs approches telles que la mutagenése chimique, le génie génétique ou encore la

greffe de cellules tumorales.

Plusieurs modeles ont été décrits, on cite I’exemple du mélanome par activation de I’oncogéne
BrafVe0%E (Patton et al, 2005 ; Dovey et al, 2009) ou encore HrasV*? (Feng et al, 2010 et 2012).
Ces systémes permettent 1’é¢tude de 1’interaction entre les cellules immunitaires et tumorales
aux stades précoces de la transformation maligne. De plus, les embryons et les larves de ce
poisson sont transparents et I’injection de cellules tumorales peut intervenir aux différents
stades de développement. Ces propriétés permettent ainsi une visualisation en détail des
processus biologiques et la mise en évidence de voies de signalisations importantes dans la
mélanomagenese (Lee et al, 2005 ; Haldi et al, 2006 ; Topczewska et al, 2006 ; Diez-Torre et
al, 2009).

Parmi les autres avantages liés a 1’utilisation de ce modéle, citons la visualisation des processus
d’angiogenese aux stades préliminaires (Lawson et Weinstein, 2002 ; Hoffman et al, 2012), le
criblage et I’identification ainsi que 1’optimisation de lead thérapeutiques (White et al, 2011 ;
Zhou et al, 2012) et enfin le profil de réponse a un candidat thérapeutique (Jeong et al, 2008 ;
Goldstone et al, 2010 ; Asnani et al, 2014) (Figure 8).

L’absence de certains organes tels que la glande mammaire et la prostate, limitant la
modélisation des pathologies liées a ces tissus (MacRae et Petersson, 2015) ainsi que 1’absence
de systeme immunitaire mature avant 28 jours de développement constituent les principaux

inconvénients liées a I’utilisation de ce mode¢le (Taylor et al, 2009).
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: Avantages et inconvénients des principaux modeles animaux utilisés dans le

développement préclinique pharmaceutique. Les avantages sont énumérés dans les cadres verts et les
inconvénients dans les cadres rouges, PDX (Patient Derived Xenograft), ADME-T (Absorption
Distribution Metabolisme Elimination et Toxicité).

Les modeéles animaux constituent un ensemble de plateformes intéressant pour la

\

compréhension des mécanismes a I’origine de [initiation, du développement et de
I’échappement tumoral. Malgré leur contribution a 1’avancement de la recherche en
cancérologie, la complexité et 1’hétérogénéité tumorales rendent la modélisation de cette
pathologie difficile. Ces modeéles ont permis de répondre a un certain nombre de questions mais
restent néanmoins peu prédictifs car ils ne tiennent pas compte du microenvironnement tumoral,

\

rendant ainsi 1’extrapolation des résultats a I’homme difficile. De plus, le profil
pharmacocinétique de certains candidats thérapeutiques est trés variable dans les modéles
rongeurs en raison de leur activité métabolique importante, médiée par les cytochromes P450
(Frijhoff et al, 2004), conduisant ainsi a une réponse biaisée. C’est pourquoi il est intéressant
d’explorer d’autres alternatives, plus prédictives, pour le développement de thérapeutiques plus

efficaces et moins toxiques.
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C. Les nouvelles approches dans le développement

pharmaceutique en oncologie

1. Les nouveaux concepts émergents du développement pharmaceutique

Les données pharmacologiques obtenues chez la souris sont, la plupart du temps difficilement
transposables a I'nhnomme. Selon une étude récente, seulement 8% des molécules ayant prouvé
une efficacité dans un modele préclinique murin ont pu démontrer un effet en phase clinique
chez ’homme (Cekanova et Rathore, 2014 ; Mak et al, 2014). D'autres rapports publiés ont
également rapporté un constat alarmant sur le fort taux d'attrition des agents en développement
en oncologie (Kola et Landis, 2004). En effet, seulement 5% des molécules testées chez
I'hnomme obtiennent une AMM dans le domaine de la cancérologie contrairement a 20% pour
les maladies cardiovasculaires (Hutchinson et Kirk, 2011). Une meilleure caracterisation du
profil tumoral de chaque individu ainsi que I'amélioration des outils de prédiction permettent
non seulement une meilleure prise en charge et un meilleur contrdle de la maladie, mais aussi
de réduire considérablement les colts de développement pharmaceutique associés. Les
molécules inefficaces et toxiques sont rapidement éliminées et un choix thérapeutique adapté

pourra étre propose aux patients atteints de cancers.

Parmi les approches les plus pertinentes, I’utilisation « d’avatars de tumeurs » et de modéles
animaux de maladie spontanée ont permis une amélioration significative de 1’arsenal

thérapeutique en oncologie ces derniéres années.
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a) Le concept « d’avatars/ chimeres» et d’essais « co-cliniques »

Les xénogreffes établies a partir de prélevement de patient ou « PDX : Patient derived
xenograft » constituent aujourd’hui un ensemble de modeéles prédictifs de la réalité clinique.
Ces outils ont I’avantage de présenter une morphologie cellulaire, des caractéristiques
moléculaires et une hétérogénéité conservées et proches de la tumeur primitive. lls constituent

donc un atout important dans 1’évaluation de nouveaux agents anticancéreux.

Cette technique consiste a implanter la tumeur propre de chaque patient dans un organisme
immunodéficient (Figure 9). Elle permet d’orienter le choix de la meilleure stratégie
thérapeutique en fonction du paysage mutationnel de chaque tumeur anisi que du profil
génétique propre a chaque individu, eéliminant ainsi les colts de développement et toxicités
associees aux molécules inefficaces chez certains patients (Tentler et al, 2012). Ces chimeéres
constituent donc des modeles murins personnalisés, utilisés pour tester la balance bénéfice/
risque d’un certain nombre de combinaisons thérapeutiques (Fiebig et al, 2007 ; Nemati et al,
2010).

Ces modeles ont par ailleurs permis la découverte de biomarqueurs de résistance au traitement
liés a I’administration du candidat AZD6244. Un des mécanismes d’échappement a ces
inhibiteurs des protéines MEK 1/2 intervenant dans la voie MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinases) serait 1’activation de la voie Wnt/ B-caténine. Ces résultats ont donc permis de
suggérer 1’association d’inhibiteurs de MEK et de Wnt dans la prise en charge des cancers

colorectaux Kras mutés (Tentler et al, 2010).

Les inconvénients les plus fréguemment rencontrés sont les temps nécessaires a la prise de
greffe qui peuvent varier de 2 — 4 mois, les colts considérables associés ainsi que les efficacités
de xénogreffes qui varient considérablement en fonction des prélevements obtenus (Mueller et
Reisfeld, 1991 ; Garber, 2009). Certains patients ne peuvent bénéficier de ces thérapies et
décédent avant I’obtention de résultats (Pollack, 2012). 1l est également impossible d’évaluer
I’effet d’agents ciblant spécifiquement le systéme immunitaire en raison du

microenvironnement tumoral peu adapté (Tentler et al, 2012).
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Cette alternative fait appel a 1’ utilisation de souris génétiquement modifiée (GEM : Genetically
Engineered Mouse) pour mimer le profil mutationnel de la tumeur du patient et guider le
traitement. Les protocoles expérimentaux sont conduits simultanément chez I’homme et
I’animal et les données obtenues a partir du modéle murin sont extrapolées et utilisées pour le
traitement et le suivi clinique des patients (Figure 9). Ils permettent la stratification des patients
en fonction de la base génétique de réponse au traitement ainsi qu’une intégration en temps reel
et une orientation du choix thérapeutique, conjointement aux essais de phase I/ Il (Nardella et
al, 2011). Ces modeles ont permis de mettre évidence la synergie d’action entre Selumetinib
(inhibiteur de la protéine RAS) et le docetaxel (alkaloide perturbateur du fuseau mitotique) dans
le traitement de carcinomes pulmonaires non a petites cellules, mutés pour 1’oncogéne Kras
(Chen et al, 2012).

Le cancer est une maladie tres complexe, tres hétérogéne et imprévisible. Chaque tumeur est
unique par son profil génétique et moléculaire lui conférant un comportement biologique
specifique. Plusieurs mutations peuvent donc étre rapportées au sein d’une méme tumeur,
rendant la modélisation de celle-ci difficile et peu fiable dans un modele animal (Fichtner et al,
2008 ; Cheon et Orsulic, 2011). Le challenge principal associé a cette méthodologie réside ainsi
dans la modélisation de 1’hétérogéneité tumorale. Aussi, les modeles transgéniques utilisés sont
souvent protégés par des brevets, les rendant difficilement accessibles pour la recherche
(Nardella et al, 2011).
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Figure 9 : Concepts émergents dans le développement et la prise en charge thérapeutique en
cancérologie. (A) le concept « de chiméres ou avatars murins » consiste en 1’utilisation d’un fragment
tumoral issu d’une biopsie ou d’une exérése chirurgicale et de le greffer & un ensemble de souris
immunodéficientes. Ces animaux seront par la suite utilisés pour tester une combinaison de molécules
et les résultats obtenus seront utilisés pour guider la prise en charge thérapeutique individuelle de chaque
patient. (B) En revanche, le concept d’essais « co-clinique » préconise la génération et 1’utilisation de
souris transgéniques parallélement aux essais cliniques de phase I/ Il chez I’homme, permettant ainsi le
développement rapide et efficace d’un candidat médicament.

b) Intéréts de la médecine comparative : le modele canin

Le cancer est une maladie complexe et multifactorielle, plusieurs parameétres entrent en jeu dans
le processus de cancérogenése. Différentes ¢études ont rapporté I’importance du
microenvironnement dans la survie et la prolifération des cellules tumorales (Amé-Thomas et
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Tarte, 2014 ; Ruffel et al, 2012). Les modéles précliniques décrits précédemment ne sont pas
assez predictifs et ne tiennent pas compte de la niche tumorale car ils disposent le plus souvent
d’un microenvironnement restreint et souvent non-adapté voire inexistant. Ces modeles
développent des tumeurs induites, chimiquement et génétiqguement par mutagenese dirigée ou
al’aide de greffes hétérotopiques de cellules tumorales (Hansen et al, 2004 ; Cheon et al, 2011).
C’est pourquoi il est donc nécessaire de travailler sur des modeles plus sensibles et mimant plus
fidelement la pathologie humaine afin d’obtenir des candidats thérapeutiques plus efficaces et
moins toxiques, pour une meilleure prise en charge. L’utilisation du modéle canin de maladie
spontanée comme approche prédictive en oncologie comparée a été rapportée par plusieurs
équipes a travers le monde et est aujourd’hui un domaine en pleine expansion (MacEwen et al,
1990 ; Pinhoetal, 2012 ; Thamm et al, 2009 ; Rowell et al, 2011). En effet, les fortes similitudes
au niveau morphologique, histologique, biologique et génétique rapportées entre les tumeurs
humaines et canines, mais aussi I’accés facilité aux tissus tumoraux et 1’analyse de ces derniers

seraient un atout considérable pour la recherche thérapeutique en cancérologie.

Plusieurs points communs ont été rapportés entre les cancers canins et leurs homologues
humains. Certaines mutations somatiques ont été rapportées dans les mélanomes buccaux
canins, similaires aux mélanomes cutanés humains, c’est le cas des oncogénes NRAS et
PTEN (Gillard et al, 2014). De plus, la sélection génétique des races canines a permis de
réduire 1’hétérogénéité au sein d’une méme population, rendant ainsi 1’identification des
génes de prédisposition a certaines maladies plus facile lors d’études de genomique
comparative. C’est ainsi qu’a été mise en évidence I’implication de la mutation du géne
PNPLAL (Patatin-like Phospholipase protein 1), jouant un role dans le metabolisme des
glycérophospholipides présents dans les kératinocytes, dans I’ichtyose congénitale
autosomique récessive chez I’homme, aprés avoir été identifiée chez le golden retriever
(Grall et al, 2012). Cet exemple, bien que non directement li¢ a 1’oncologie, montre en quoi
le chien a pu permettre d’¢élucider une pathologie de ’homme, illustrant bien le concept de

pathologie comparée animale et humaine.
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ii.  Intérét dans la compréhension de I’évolution clinigue de la maladie

L’apport clinique du modele canin dans ’amélioration des approches thérapeutiques pour la
médecine humaine remonte a trés longtemps. Les aspects anatomiques, genétiques,
moléculaires et cliniques entre I’homme et le chien ont contribué grandement a 1’amélioration

du panel thérapeutique et interventionnel pour I’homme (Paolonni & Khanna, 2008).

Pendant plusieurs années, 1’étude du mode¢le chien a en effet contribué au perfectionnement des
techniques chirurgicales mais aussi a la mise en place de nouveaux protocoles de prise en charge
en canceérologie ainsi qu’a I’amélioration des outils diagnostiques (Axiak-Bechtel et al, 2015 ;
Schiffman et al, 2015). On cite par exemple 1’ostéosarcome ou le patient chien a grandement
contribué a I’amélioration et au perfectionnement des procédures chirurgicales visant a
préserver le membre atteint (LaRue et al, 1989 ; Withrow et Wilkins, 2010), ou a la mise en
place de thérapies ciblées dans le traitement du mastocytome (London et al, 2003) ou encore de
protocoles de greffes de moelle osseuse chez des patients atteints de leucémie aigué (Thomas
et al, 1969).

L’évaluation de I’activité biologique de composés d’intérét dans les modeéles vetérinaires
de maladie spontanée constitue aujourd’hui une approche trés intéressante dans le
développement de thérapeutiques a visée humaine (Khanna et al, 2009). Bien que I’intérét
clinique de ce modele ait été rapporté par plusieurs équipes, la validation de la pertinence
clinique des pathologies spontanées chez I’animal reste nécessaire pour une intégration
systématique dans le processus standard de développement du médicament. Dans le cadre d’une
collaboration avec les laboratoires pharmaceutiques Pierre Fabre, nous avons évalué I’efficacité
thérapeutique d’un candidat médicament, le F14512, & travers une étude clinique de phase |
dans les lymphomes canins multicentriques, développant ou non une chimiorésistance aux
thérapies conventionnelles (Tierny et al, 2015). Le candidat F14512 est un inhibiteur de
topoisomerase Il, de seconde génération et dont I’efficacité thérapeutique a été démontrée dans
les leucémies aigués myéloides (LAM) chez ’homme au cours d’un essai clinique de phase I
(Annereau et al, 2010). Les molécules appartenant a cette classe thérapeutique induisent 1’arrét
de la reparation des cassures double-brin en se fixant au complexe clivable ADN-
Topoisomérase, provoquant ainsi une instabilité génomique conduisant a la mort cellulaire par
apoptose (lvashkevich et al, 2013). La particularité de ce composé serait la présence d’une

queue spermine lui permettant une assimilation suivie d’une métabolisation rapide et massive
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par les cellules tumorales via le systeme de transfert polyamine (PTS) (Casero, Marton et al,
2007 ; Mouawad et al, 2014).

C’est au cours d’une étude de 8 semaines sur une cohorte de 23 chiens atteints de lymphomes
multicentriques, au diagnostic ou en rechute, que nous avons pu démontrer que les taux de la
protéine H2AX phosphorylée (pH2AX- foci), indicateurs des cassures double-brin (Ivashkevich
etal, 2013, Goutham et al, 2012) constituaient un biomarqueur favorable de la réponse clinique

au traitement chez le chien et pouvant étre corrélés a la médecine humaine (Gentry et al, 2011).

Les protéines ont toujours constitué une cible de choix dans le développement de thérapeutiques
antinéoplasiques. C’est pourquoi I’intérét s’est porté principalement sur la conception de petites
molécules issues de la synthése chimique et inhibant spécifiguement des facteurs intervenant
dans le contrdle et la régulation du cycle cellulaire durant les premiéres phases d’expansion de
la chimiothérapie au cours du siécle dernier. Et méme si aujourd’hui le développement
thérapeutique en oncologie s’est réorienté vers les thérapies ciblées et les immuno-modulateurs,
plusieurs molécules intervenant dans la régulation du cycle cellulaire sont toujours en phase

d’évaluation clinique (Carlson et al, 2008).

On note I’exemple de la molécule ABT-751, un inhibiteur de la polymérisation de la tubuline
développé par les laboratoires Abbot™ et actuellement en phase 1l de développement clinique
dans le traitement des cancers par inhibition du cycle cellulaire en combinaison avec d’autres
thérapies (Hand et al, 2006). L’étude de la relation structure-activité (RSA), montre que ce
composé se fixe au niveau du au niveau du dimere de tubuline, par interaction avec le site de

liaison de la colchicine (Figure 10).

Principale sous-unité structurale des microtubules, la tubuline est retrouvée sous la forme de
dimeéres af de 100kDa, le plus souvent avec une homologie de sequences allant de 36 a 42%

entres les isoformes o et B (Luduefia et al, 1992).
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-

Figure 10 : Structure et modélisation du composé ABT-751. La structure de base est une
quinazolinone, ces molécules constituent une classe thérapeutique possédant des propriétés hypnotiques
et sédatives ¢’est un composé hétérocyclique dérivé de la quinazoline portant un groupe carbonyle dont
la formule brute C8BH6N20. Deux isomeres connus, la 2-quinazolinone et la 4-quinazolinone(le plus
commun) (Dorléans et al, 2009).

Cet agent antimitotique oral a été évalué dans une étude clinique de phase I incluant 30 chiens
(19 au diagnostic et 11 en rechute) atteints de lymphome non-hodgkinien multicentriques
(Silver et al, 2012). La dose maximum tolérée dans cette étude a été de 350 mg/m2 PO (per 0s),
tous les jours pendant 7 jours, associée principalement a des toxicités digestives (diarrhées,
vomissements). Le taux de réponse obtenu était de 20% pour une durée de réponse allant de 21

a 111 jours.

2. Apports de la médecine translationnelle

Pendant plus de quarante ans, la recherche de marqueurs et outils pronostiques dans le suivi et
I’évaluation clinique des cancers n’a cessé d’évoluer. En effet, les caractéristiques
histopathologiques et cliniques constituent des facteurs decisifs importants dans la prise en

charge du patient atteint de cancer.

Le développement et la progression du cancer sont associés a une dérégulation importante des
voies de signalisation moléculaires de la cellule cancéreuse, ainsi qu’a un certain nombre de
marqueurs sériques et tissulaires rapportés dans 1’évolution et les réponses cliniques auX
traitements, dans le mélanome, mais aussi dans d’autres néoplasies malignes (Figure 11)

(Karagiannis et al, 2015). C’est le cas de la lactate déshydrogénase (LDH), indicateur
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pronostique le plus fiable aujourd’hui permettant d’évaluer le stade de progression tumorale

ainsi que la survie des patients atteints de mélanome.

D’autres facteurs ont également été mis en évidence, on cite I’exemple du facteur de croissance
vasculaire (VEGF : vascular endothelial growth factor) ou encore récemment, la quantification
d’ADN circulant tumoral (ctDNA) dans le suivi clinique des carcinomes mammaires
(Sundaresan & Haber, 2015).

n =55 patientes

Chimiothérapie
néoadjuvante suivie Suivi post-opératoire o . Médiane de suivi
’ = . . Suivi a8 6 mois .
d’une résection 2 — 4 semaines 21,4 mois

chirurgicale

Screening d’un panel de 14
génes associés

Absence de mutation

chez 12 patientes n=15
Rechute

précoce

|

Criblage par n=43

gPCR

Maladie
\_ JAS résiduelle (MRD)J \_

Suivi clinique

ADN tumoral (ctDNA) /
échantillons plasmatiques

ctDNA marqueur précoce
de rechutes?

Figure 11 : Exemple de monitoring précoce des phases d’évolution et de réponse au traitement

dans le cancer du sein (adapté de Sundaresan & Harber, 2015).

L’un des principaux buts de 1’oncologie comparée est 1’identification ainsi que la validation de
nouveaux marqueurs biologiques ou biomarqueurs spécifiques. Un biomarqueur se définit
comme ¢étant toute entité chimique ou biomolécule (ADN circulant, protéine...etc.)
anormalement surexprimée ou absente au sein d’un tissu tumoral et dont la fonction cellulaire
est caractéristique du potentiel évolutif du processus tumoral (Mobasheri et Cassidy, 2010).
Synthétisés par la tumeur ou les tissus environnants et secrétes dans le sang ils sont facilement
dosables. Ils peuvent étre de plusieurs types (biomarqueur de prédisposition, biomarqueur
diagnostic, biomarqueur de surveillance), et leur utilisation constituerait un apport considérable

dans le suivi de la maladie, 1’évaluation de la réponse au traitement et la prévention des rechutes
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dues a une résistance a ce méme traitement (Henry, 2010). Cependant, pour étre fiable, un
marqueur doit étre spécifique, facilement détectable et mesurable lors de tests cliniques
reproductibles. L’augmentation des cohortes de patients et la diversité / hétérogénéité de la
population, via des études multicentriques permettrait donc une identification et une validation

rapides d’un nombre plus important de facteurs pouvant servir au suivi clinique.

Peu nombreuses sont les études qui mettent en évidence la recherche de nouveaux biomarqueurs
en médecine vétérinaire. Parmi les exemples les plus cités, on trouve principalement des études
dans le lymphome (Henry, 2010 ; Tierny et al, 2015), les carcinomes transitionnels de la vessie
(CTV) (Bracha et al, 2014). Le modéle canin permet non seulement 1’étude de biomarqueurs
d’angiogeénes tumorale (Aresu et al, 2014) mais a aussi pu permettre, grace a 1’établissement
d’une classification moléculaire des lymphomes B par spectrométrie de masse, I’identification
de quatre protéines dont la surexpression serait a I’origine de mauvais pronostic dans la maladie

d’Ewing, une forme pédiatrique des sarcomes (Zhuo et al, 2014).

D. Importance du modele canin en recherche préclinique

On constate aujourd’hui une augmentation de 1’incidence des cancers canins due en partie a
I’amélioration de I’offre de soin en médecine vétérinaire et a une sensibilisation de la population
ces dernieres années. Les animaux de compagnie sont susceptibles, comme 1’homme, au
développement spontané d’un certain nombre de cancers, constituant ainsi un bon modele
d’étude de la pathologie humaine. En effet, 20 — 25% de mortalité a eté rapportée chez cette
population en rapport avec cette pathologie, dont 45% chez les animaux de plus de 10 ans
(Karayannopoulou et al, 2001). Plusieurs travaux ont permis de mettre en évidence un intérét
translationnel réel de ces modeles pour I’étude de la pathologie humaine (Khanna et al, 2006
et 2008). C’est le cas par exemple des mastocytomes, des carcinomes mammaires (Porrello et
al, 2006 ; Rowell et al, 2011), des lymphomes (Marconato et al, 2013), des sarcomes
histiocytaires (Hédan et al, 2011) mais aussi des mélanomes (Simpson et al, 2014) et des

ostéosarcomes (Mueller et al, 2007).

Le génome canin partage plus de 650 mégabases (Mb) d’ADN génomique ancestral avec son
homologue humain. Le décryptage de cette séquence, absente chez la souris est ainsi primordial

dans la compréhension des régulations génétiques et épigénétiques d’un certain nombre de
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pathologies. L’étude de la génétique du chien constitue aujourd’hui la base de la compréhension
et I’identification des événements précoces a 1’origine de la tumorigenese. Elle permet
I’identification de facteurs impliqués dans la dérégulation de 1’homéostasie cellulaire et

tissulaire mais aussi des genes responsables de la transformation maligne.

Le chien domestique ou Canis lupus familiaris appartient a la famille des Canidae qui regroupe
une trentaine d’espéces. Il est issu d’une évolution phylogénétique importante faisant suite a
une sélection et un brassage génétique considérables depuis sa domestication, environ 14 000
ans av. J-C (Ostrander et Wayne, 2005 et 2007). On dénombre aujourd’hui pas moins de 350
races différentes, tout aussi bien sur les plans, phénotypique et génotypique et issues d’un méme
ancétre commun. La création des races canines fait suite a un besoin spécifique de I’homme.
En effet, ’objectif principal de la création de race était de disposer d’animaux ayant des
compétences particulieres (chasse, protection, attelage...etc.). La définition d’une telle ou telle
race canine doit respecter un certain nombre de criteres phénotypiques particuliers ainsi que des
régles strictes de reproduction, ce qui explique le taux élevé de consanguinité et d’homozygotie

rapportés parmi les chiens dits de race pure (Shearin et Ostrander 2010).

D’un point de vue global, une race représenterait un isolat de populations de faible
hétérogénéité génétique. Cette définition en revanche se précise du point de vue génomique et
se traduit comme un ensemble de geénes, ou plus spécifiquement d’alleles, responsables de la
morphologie, de la taille, du pelage ainsi que du comportement de chaque race (Parker et al,
2004).

Le cancer touche globalement toutes les races canines sans exception. Cependant, des études
épidémiologiques ont rapporté que certaines especes sont plus ou moins prédisposées au
développement de tel ou tel type de cancer (Proschowsky et al, 2003 ; Bonnet et al, 2005 ;
Adams et al, 2010). Ainsi par exemple, les races géantes sont beaucoup plus prédisposées au
développement d’ostéosarcomes contrairement aux terriers Ecossais qui sont plus susceptibles

au développement de carcinomes transitionnels de la vessie (Ostrander et Wayne, 2005).

1. Lelymphome

Les lymphomes non-hodgkiniens sont les hémopathies malignes les plus fréquemment
diagnostiquées chez le chien, ils représentent 15 a 20% des tumeurs et plus de 90% des cancers
hématologiques dans cette espece (Ritgen et al, 2010). C’est une atteinte du tissu lymphoide
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(rate, moelle osseuse et nceuds lymphatiques) caractérisée par une prolifération maligne de
cellules d’origine lymphopoictique (lymphocytes B ou T selon I’'immunophénotype) (7 — 24%
des néoplasies chez le chien) (Ponce et al, 2011 ; Vail et al, 2012). Contrairement a I’homme
ou son étiologie peut-étre parfois associée, en plus des facteurs génétiques et
environnementaux, au virus d’Epstein-Barr, le lymphome canin se développe de maniere
spontanée (Vail et al, 2012). Ce cancer se rapproche de son homologue humain sur le plan
clinique et moléculaire et plusieurs travaux ont rapporté son utilité dans le développement et
I’évaluation de nouvelles stratégies thérapeutiques (MacEwen et al, 1992 ; Vail et al, 2009)

ainsi que dans I’¢tude des mécanismes d’immunorésistance (Stein et al, 2011).

2. L’ostéosarcome

Les ostéosarcomes représentent une classe de tumeurs tres agressives du tissu osseux. Touchant
principalement les populations pédiatriques et 1’adolescent d’age moyen de 14 ans, ils se
développement particulierement au niveau des os longs appendiculaires. Ces tumeurs sont
classées parmi les atteintes malignes les plus fréquentes du systéeme squelettique chez le chien
(Fenger et al, 2014). Elles constituent 85 a 98% des tumeurs osseuses canines (Morello et al,
2011). Les races géantes comme le dogue allemand ou le Leonberg sont majoritairement

prédisposées au développement de ce type de cancers (Mueller et al, 2007).

Ces tumeurs sont hautement métastatiques et le taux d’apparition des métastases a éte évalué a
environ 80 %, a deux ans post-opératoire chez I’homme (Vail et MacEwen, 2000) et autour de
90% (Gorlick et Khanna, 2010) chez le chien.

Le profil métastatique et la résistance a la chimiothérapie font de cette tumeur un mod¢le d’une
grande importance dans le développement d’approches anti-métastatiques. De plus, les
similarités aussi bien au niveau histologique qu’au niveau moléculaire (voies de signalisation
impliquées), notamment les mutations de 1’oncogene TP53 et de la voie mTOR font de ce type
tumoral un partenaire essentiel pour le développement translationnel des traitements chez
I’homme (Ranieri et al, 2013). Parmi les exemples réussis de la collaboration entre ’homme et
I’animal domestique dans cette pathologie, un essai clinique incluant 27 chiens atteints de
formes non métastatiques d’ostéosarcome a rapporté une amélioration de la survie globale des
patients ayant bénéficié d’un traitement adjuvant a base de L-MTP-PE (Liposome encapsulated
Muramyl Tri-Peptide Phosphatidyl Ethanolamine) apres amputation (222 jours vs. 77 jours
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pour le placebo) (MacEwen et al, 1989). Cette étude a permis de guider le design de deux essais
de phase 2 et 3 chez des enfants atteints d’ostéosarcomes (Meyers et al, 2005 et 2008). Les
résultats de ces études ont permis 1’obtention d’une AMM européenne en 2008 dans le

traitement des ostéosarcomes pédiatriques non-métastatiques de haut grade (Meyers, 2009).

3. Les cancers cutanés

a) La peau : rappels anatomo-physiopathologiques

La peau constitue la premiére barriére de défense de I’organisme contre les agressions externes
(physiques, chimiques et biologiques). C’est I’organe le plus volumineux et le plus important
du corps humain. Avec une surface moyenne de 1,75m?. Il forme, avec les annexes cutanées
(glandes sudoripares, follicules pilo-sébacés, ongles, cheveux) le systeme tégumentaire,

responsable du maintien de I’homéostasie corporelle.

La peau est composée de trois couches principales superposées, de la couche la plus
superficielle vers la couche la plus profonde comme suit : I’épiderme, le derme et I’hypoderme.

Cinq fonctions principales lui sont attribuées :

1. Protection (rayonnements, brilures, infections microbiennes...etc.)
2. Equilibre hydrique (20% des réserves en eau de 1’organisme)

3. Fonction de thermorégulation (thermostat)

4. Perception, organe sensitif

5. Expression des emotions

I. L’épiderme

L’épiderme constitue la couche la plus externe, c’est un épithélium mince, pavimenteux et
stratifié, constitué a 95% de kératinocytes disposés en monocouche et a 5% de mélanocytes
(production de mélanine), de cellules de Langerhans (cellules défensives) et de cellules de

Merkel (Figure 12). Cette couche superficielle est non vascularisée, aucun vaisseau sanguin ni

54



Zacharie Segaoula Introduction

réseau lymphatique n’a été rapporté jusqu’ici, on y trouve uniquement des terminaisons

nerveuses libres.

o Les kératinocytes : ils sont en perpétuel renouvellement, c’est a dire en
remodelage morphologique permanent, et ce afin d’assurer une protection
permanente de l’organisme. L’évolution de 1’épiderme se fait donc de la
profondeur a la superficie, permettant ainsi de distinguer quatre a cing sous-

couches, superposées.

o Stratum basale : couche germinative ou couche basale, composée d’une
monocouche cubique au contact de la membrane basale, caractérisee par
I’occurrence de plusieurs mitoses et la présence de mélanocytes, conférant ainsi

a I’épiderme son réle de barriere protectrice contre les rayonnements nocifs.

o Stratum Spinosum : couche a épines ou I’on distingue plusieurs couches
cellulaires a noyaux localement aplatis et centrés, larges ou ovales, avec une
disposition en faisceaux denses des filaments intermédiaires de kératine,

donnant I’aspect de processus épineux. La mitose est cependant limitée.

o Stratum Granulosum : couche granuleuse en une ou plusieurs strates de cellules
aplaties, contenant des fibres de kératines, des kératinosomes et des grains de

kératohyaline.

o Stratum Lucidum : couche claire qui n’est présente que dans 1’épithélium

muqueux, la main ainsi que la vo(te plantaire.

o Stratum Corneum : couche cornée aussi connue sous le nom de cornéocyte,
c’est la couche la plus superficielle, sa structure est constituée de plusieurs
couches de cellules complétement aplaties, énuclées et dépourvues d’organites
cytoplasmiques. On y trouve un nombre important de cellules kératinisées aux
membranes plasmiques denses et épaisses qui deviennent desquamantes et
migrent en surface (les cornéocytes) apres lyse du cément intercellulaire par la

stéroide-sulfatase.

o Les mélanocytes : ils ont un aspect étoilé grace a leurs prolongements qui leur
conferent la capacité de s’insinuer entre les kératinocytes, les mélanocytes sont
des cellules ovoides de 0,2 a 0,6pum de diameétre. Ces cellules sont identifiables
en microscopie optique grace a des marquages par immunohistochimie a ’aide

d’anticorps dirigés contre les protéines S100 ou HMB45. Ces cellules dérivent
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de la créte neurale/ ectoderme et sont a I’origine de la couleur de la peau. Elles
ont pour fonction principale la synthese de mélanine, constituant principal de la
pigmentation de la peau, de I’iris et des phanéres. Les mélanocytes sont aussi
capables de synthétiser de nombreuses cytokines (IL-1a, IL-13, TNF-a, GM-
CSF...etc.). Situés au niveau du pdle apical de la membrane basale de
I’épiderme, ils s’intercalent en général entre les cellules de la couche basale
(stratum basale) avec de longs prolongements s’insinuant entre les cellules de

la lame basale et de I’épiderme (Delevoye et al, 2011).

o Les cellules de Merkel : d’origine inconnue, dispersées dans la couche
germinative entre les kératinocytes basaux, au contact d’une terminaison
nerveuse, elles sont caractérisées par de trés nombreuses vésicules a centre dense
entouré de halo clair. Ce sont des cellules neuroendocrines, exprimant des

marqueurs neuronaux, également des mécanorécepteurs (perception).

o Les Cellules de Langerhans : du groupe des cellules dendritiques, elles
dérivent des cellules souches hématopoiétiques et sont retrouvées dans tous les
épithéliums pavimenteux stratifiés des mammiféres. Dispersées entre les
kératinocytes de la couche a épine de 1’épiderme, elles sont caractérisées par la
présence dans leur cytoplasme d’organites discoides ou « granules de Birbek »
et I’expression a leur surface d’un certain nombre de marqueurs dont le CD1a,
CMH 1| et Il, des intégrines transmembranaires ainsi que le récepteur C3b.
Cellules présentatrices d’antigéne aux lymphocytes T, elles initient et propagent

les réponses immunitaires dirigées contre les antigénes appliqués sur la peau.
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Stratum corneum
Stratum lucidum
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Stratum spinosum
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Vaisseau sanguin

Stratum basale

Figure 12 : Organisation histologique de la peau (VVan De Graaff et al, 1998).

ii. Le Derme

C’est une couche intermédiaire, constituée de vaisseaux sanguins et lymphatiques avec des
terminaisons nerveuses abondantes, réceptrices des sensations tactiles (corpuscules de
Meissner), de froid (Kraus) et de la pression (Pacini). Le derme est riche en cellules
immunitaires (mastocytes, histiocytes), cellules de soutien (fibroblastes) et fibres de

collagene, lui conférant ainsi sa souplesse.

iii. L’Hypoderme

11 s’agit de la couche la plus profonde, riche en cellules adipeuses, en dessous de laquelle se

trouve le tissu sous-cutané, la limite interne de la peau.

iv. Les muqueuses

Elles constituent une fine couche cellulaire. C’est un épithélium malpighien non-kératinisé

soutenu par un chorion sous-jacent. En fonction de la spécialisation fonctionnelle du tissu,
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plusieurs types ont été rapportés. Ainsi, on distingue les muqueuses labiales et jugales,
contenant les glandes salivaires et richement innervées, les muqueuses linguales qui comportent
les bourgeons du godt et les nombreux lobules glandulaires, salivaires, séreux et muqueux
(Gartner et al, 2013).

b) Mécanismes de régulation de la mélanogenese

La peau constitue un réseau d’unités épidermiques responsables de la synthése de la mélanine,
pigment principal de celle-ci, produite dans les mélanocytes et stockées dans de petites
vésicules spécialisées appelées melanosomes (Costin et al, 2007 ; Lin et Fisher, 2007). Cette
pigmentation est soumise a une régulation complexe faisant intervenir plusieurs facteurs,
intrinseques et extrinséques (Park et al, 2009). La dérégulation de ces mécanismes peut
conduire a des dermatoses associées a des défauts de pigmentation (Plensdorf et Martinez,
2009). C’est pourquoi il est important de comprendre ces mécanismes afin de proposer des

alternatives thérapeutiques aux pathologies qui y sont associées.

Les mélanocytes dérivent des meélanoblastes, ils prennent naissance au niveau de la créte
neurale lors de I’embryogenése et migrent ensuite a differents endroits dont la couche basale de
I’épiderme, le follicule pileux ou encore certaines muqueuses (Park et al, 2007). Au niveau
épidermique, chaque mélanocyte interagit avec 30 a 40 kératinocytes environ, conduisant ainsi
au transfert de mélanosomes matures a ces derniers (Park et al, 2009). Le nombre de
mélanocytes est relativement constant dans chaque groupe ethnique et n’a pas d’impact sur la
couleur de la peau d’un individu. En effet, la diversité phénotypique dans la pigmentation est
due aux nombre de mélanosomes, leur distribution ainsi que la quantité et le type de mélanine
qu’ils peuvent contenir (Slominski et al, 2004 ; Schallreuter et al, 2008). Il existe deux
isoformes principales de mélanine, I’eumélanine et la phéomélanine. Alors que la premiere est
un polymeére insoluble de couleur sombre et brunétre, la seconde est constituée d’une chaine
polymeérique, jaune orangee, soluble, formée par conjugaison a une cystéine ou un glutathion
(Slominski et al, 2004). L’eumélanine est présente principalement chez les individus de
phototype 111 — V1 et joue un role photoprotecteur efficace contre les rayonnements UV. En
revanche, la phéomélanine est présente chez les individus de phototype claire, principalement
| et I, et est peu efficace face aux protections UV conduisant a un risque élevé de

développement de tumeurs cutanées (Slominski et al, 2004).
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La synthese des mélanines fait appel a un systeme monoenzymatique régulé par un ensemble
de facteurs et cofacteurs enzymatiques. La tyrosine hydroxylase, glycoprotéine membranaire
présente au niveau des mélanosomes en est le catalyseur principal. Cette enzyme est
responsable de la transformation d’un substrat, le L-Tyrosine en L-DOPA (3,4 di-hydroxy-
phénylalanine) par hydroxylation suivie de 1’oxydation de ce dernier en DOPA-quinone et enfin
I’oxydation en dihydroxyindole en indole quinone (Park et al, 2009) (Figure 13). Parmi les
facteurs jouant un role important dans la régulation de cette voie, I’ a-MSH (melanocyte
stimulating hormone) est essentielle a 1’activité mélanotropique et peut augmenter le degré de
pigmentation. C’est 1’antagoniste principal du récepteur a la mélanocortine (MC1-R) dont le
polymorphisme génétique est responsable des différences constitutives pigmentaires relatives
a chaque groupe ethnique ainsi que la variabilit¢ de réponse suite a 1’exposition aux

rayonnements UV (Lin et Fisher, 2007).
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Figure 13 : Voies de biosynthese de la mélanine. La tyrosine hydroxylase est responsable de la catalyse
de la tyrosine en mélanine, qui sera, a I’issue de cette cascade métabolique stockée dans les mélanomes.
Ces petites vésicules seront par la suite phagocytées par les kératinocytes au niveau de 1’épiderme. La
dopamine, intermédiaire de cette voie de biosynthése, sera oxydée en dopaquinone puis en dopachrome
qui sera polymérisé pour donner la mélanine. L’augmentation de 1’exposition au soleil augmente cette
biosynthése (DHI : 5,6 dihydoxy-indole, DHIC : 5,6 dihydroxy-indole 2-carboxylic acid, TRP : Tyrosine
Related Peptide) (adapté de Park et al, 2007).
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c) Classification des cancers de la peau

Bien que le mélanome malin soit la forme la plus redoutable des carcinomes cutanés, ayant le
pronostic vital le plus sombre et recensant le plus de cas d’échecs thérapeutiques et de récidives

lorsqu’il est pris au stade métastatique, il existe d’autres types de tumeurs cutanées.

Ces tumeurs peuvent étre bénignes ou malignes, et présentent des types histologiques, des
profils cliniques et de réponse au traitement différents et de pronostic bien plus favorable que
le mélanome malin. C’est le cas par exemple de la kératose actinique, des carcinomes
basocellulaires, spinocellulaires ainsi que des formes rares de carcinome cutané. L’incidence
est bien plus importante chez les hommes (par rapport aux femmes) et I’age moyen d’apparition
se situe aux alentours de 50 ans. On dénombre beaucoup plus de carcinomes basocellulaires
avec un ratio basocellulaire/ spinocellulaire de %, aussi, il est a noter qu’un traitement adapté

en assure la guérison la plupart du temps.

i.  Tumeurs bénignes

a. Carcinome épidermoide in-situ

Aussi connu sous le nom de kératose actinique, ces tumeurs sont le plus souvent inoffensives.
Ces lésions sont fréquentes et correspondent a un épaississement de la couche cornée de
I’épiderme, formant ainsi un enduit kératosique adhérent. Le facteur de risque principal serait
I’exposition prolongée et cumulée aux rayons UV-B nocifs (soleil, cabines de bronzage...),
mais aussi le vieillissement. Le diagnostic histologique révéle une hyperkératose, une
hyperélastose ainsi qu’une désorganisation des couches basales de 1’épiderme, présentant des

atypies nucléaires et un nombre important de mitoses.

En I’absence de traitement, ces atteintes dermatologiques peuvent évoluer rapidement en

carcinome spinocellulaire dans 12 a 25% des cas.

p. Maladie de Bowen

C’est une forme peu différenciée du carcinome spinocellulaire in-situ, ce type histologique est

sensible d’évoluer vers un carcinome infiltrant plus agressif. Elle survient principalement au
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niveau des muqueuses génitales, bucco-pharyngées et conjonctives du sujet agé, entre 60 et 65
ans en général. Elle prédisposerait selon certain auteurs au développement de cancers

pulmonaires, digestifs et uro-génitaux.

Les manifestations cliniques se traduisent par des taches lenticulaires, peu saillantes,
confluentes, formant une plaque ovalaire ou polylobée, a limites nettes avec collerette et
desquamation en périphérie. La surface est recouverte de squames jaunatres ou grisatres. Les
facteurs de prédisposition prouvant étre d’origine toxique, iatrogéne ou héréditaires. Parmi les
facteurs toxiques on note 1’arsenic et les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)
d’origine environnementale, alimentaire, médicamenteuse (Liqueur de Fowler dans le

traitement du psoriasis) ou d’exposition professionnelle.

La PUVA-thérapie (Psoralene per-os + exposition aux UV-A) et les immunosuppresseurs

(azathioprine dans les traitements pos-greffe) constituent les principaux facteurs iatrogénes.
Il existe plusieurs facteurs de prédisposition génétique parmi lesquels :

1. Lalbinisme
C’est une affection rare provoquant un déficit congénital majeur en mélanine se traduisant par
une dermosensibilité plus importante aux rayons UV.

2. L'épidermolyse verruciforme

Cette affection chromosomique récessive est une forme rare, d’origine virale (Papilloma virus)
se manifestant cliniquement par des lésions cutanées, planes ou verrugueuses pouvant évoluer

en carcinome cutané.

3. Xeroderma pigmentosum

C’est un vieillissement cutané précoce 1ié a une photosensibilisation importante due a
un defaut de réparation de I’ADN. C’est une affection héréditaire rare, autosomique récessive,
dont le diagnostic peut étre établi au stade prénatal et dont les Iésions précancéreuses peuvent

apparaitre des le plus jeune age (>10 ans).
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4. Verrues vulgaires

Ces lésions virales sont induites par le papilloma virus (HPV) de type et 6 le plus souvent. Elles
sont auto et hétérocontagieuses et peuvent étre traitées par cryothérapie a 1’azote ou a I’aide de
traitements kératolytiques tel que le Collodion Salicylé (association d’acide lactique, acide
salicylique et de collodion élastique). Elles peuvent également disparaitre en cas d’abstention
thérapeutique, dans 60% des cas de 6 mois a un an aprés leur apparition (Perlemuter et al,
2010).

7. Neevus dysplasiques ou melanocytaires

Plus communément connus sous le terme de « grains de beautés », ils se présentent sous la
forme de taches brunatres ou noires d’un diamétre inférieur & 5mm et a bordure réguliére. Ce
sont des taches de naissance et pouvant apparaitre jusqu’a 1’age de 30 ans, sont susceptibles
d’évoluer, constituant ainsi un facteur de risque au développement de cancer cutanes (Figure
14).

Plusieurs types histologiques sont connus et ont été rapporteés, c’est le cas par exemple du na&vus

congénital, du nevus de Becker ou encore du navus de Spitz.

Récemment, une étude a mis en évidence le lien entre I’augmentation du nombre de navi et
une prédisposition génétique au développement d’un mélanome malin. Ainsi les personnes
présentant un phénotype AMS (Atypical Mole Syndrome ou Syndrome du Navus Atypique)
auraient 5 a 20 plus de chance de développer un mélanome malin (Gandini, Sera et al 2005 ;
Bataille & Vries, 2008).

L’autosurveillance de ces navi est donc nécessaire. Un abécédaire a été mis en place ou cing

critéres principaux sont distingués :

e A asymétrie

B : bordure irréguliere, en carte géographique

C : couleur hétérogene, polychromie

D : diamétre supérieur & 6 mm de grand axe

E : évolutivité
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L’apparition de 1'un de ces critéres necessite une consultation dermatologique et une

surveillance médicale afin de prendre les précautions nécessaires au plus vite.

(a) (c)

@ (e)

% "
SR laiAL

Figure 14 : Stades d’évolution d’un grain de beauté. (a) Neevus ordinaire, (b) Naevus ordinaire non
pigmenté, (c¢) Naevus congénital (d) Naevus polychrome (e) Naevus dysplasique (f) Mélanome primitif
(asymeétrie, bordure irréguliére, diamétre >6 mm) (graduation en millimetres) (Poole et Guerry, 2006).

ii.  Tumeurs Malignes

a. Le carcinome basocellulaire (CBC)

Cette forme est localisée le plus souvent sur le nez, ne donne jamais de métastase et survient le
plus souvent sans lésions préexistantes. Sans traitement, il peut évoluer dramatiquement. Le
CBC a pour origine la prolifération des cellules basales de 1’épiderme, formant des lobules et
des travées infiltrant le derme et reliées ou non a I’épiderme qui est souvent excorié. On observe
un agencement palissadique des cellules en périphérie des lobules tumoraux et la présence

d’une solution de continuité entre les lobules et le stroma.

Les lésions du carcinome basocellulaire sont peu caractéristiques, polymorphes et persistantes,
d’aspect érythémateux squameux, en forme d’ébauches de perles, et pouvant évoluer vers des

formes plus atypiques :

e CBC plan a bordure perlée
e CBC superficiel ou pagetoide
e CBC nodulaire (de type solide et kystique)
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e CBC pigmenté (tatoue)
e CBC ulcéreux (uclus rodens, uclus terebans)
e CBC sclerodermiforme

p. Carcinome Spinocellulaire (CSPC)

Il se développe souvent sur les demi-muqueuses (lévres) et habituellement sur des lésions
préexistantes (kératose actinique, brulure, ulcération chronique, maladie de Bowen,

radiodermite). Il peut induire des métastases ganglionnaires et/ ou viscérales, plusieurs formes :
e Ulcéro-végétant
e Bourgeonnant
e Superficiel

Le CSC est caractérisé par une prolifération des kératinocytes formant des lobules travées,
infiltrant le derme et parfois les tissus sous-jacents. On remarque la présence d’ulcérations
fréquentes, et le développement d’embolies vasculaires est possible. Parmi les caractéristiques
histologiques les plus fréquentes, on note la présence de simples dyskératoses a 1’enroulement

des cellules malpighiennes mais aussi la formation de boules de kératine (globes cornés).

y. Le Mélanome

Le mélanome malin représente la forme la plus agressive des tumeurs de la peau. Bien que rare,
il ne représente qu’environ 4 a 11% des cancers dermatologiques et seulement 2% des cancers
de I’épiderme, il est responsable de plus de 80% des décés par cancer cutané. Malgré
I’amélioration de 50 a 80% de la survie globale a 5 ans ces vingt derniéres années, son incidence
ne cesse d’augmenter. C’est en Australie, en Nouvelle-Zélande, en Europe occidentale et en
Amérique du nord qu’elle est la plus significative, en raison de la forte densité de population a

phototype clair.

Environ 7000 cas ont été rapportés en 2006 contre 11000 en 2012 en France métropolitaine
avec plus de 1600 de déces liés a ces tumeurs (American Cancer Society, 2006 ; Données
épidemiologiques de I'INCA, 2014). Le mélanome malin est une tumeur tres hétérogéne. De

potentiel métastatique tres élevé, son pronostic vital est trés sombre aux stades avancés de la
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maladie et une médiane de survie est observée de 6 a 12 mois. C’est pourquoi il est nécessaire

de développer des outils diagnostic pour une détection et une prise en charge plus précoce.

L’origine du mot mélanome vient du grec péiog (meélas) qui veut dire noir et kvtog (kytos),
cellule. C’est une prolifération anormale des mélanocytes, cellules responsables de la synthése

de la mélanine, pigment principal de la peau.

La premiére référence au mélanome remonte au V™ siécle av. J-C et décris par Hippocrate.
Son origine serait hypothétiquement bien plus ancienne, depuis I’Egypte antique, période a
laquelle le papyrus d’Ebers décrit une atteinte de la peau, caractérisée par des Iésions sombres
et fatales au niveau de [I’épiderme. Ce document constitue avec les momies Inca

précolombiennes les traces les plus anciennes de la maladie (Urteaga et al, 1996).

La premiere description revient a René Théophile Laénnec, qui utilise le terme « mélanose » en
1806 suivie de Robert Carswell en 1838, qui utilise pour la premiére fois le terme « mélanome »
(Roguin et al, 2006 ; Rebecca et al, 2012).

Le mélanome passe par plusieurs stades lors de son développement (Figure 15), et plusieurs
sous-types histologiques ont été décrits (Tableau 2, Figure 16), c’est une classification
histologique basée sur la localisation, le profil d’évolution clinique et la malignité (potentiel

métastatique) est établie (Braud et al, 2003).
On distingue ainsi

J caractérisée par une phase de croissance
horizontale, les mélanocytes sont disposés au sein de niches, ou éparpillés de maniére

isolés, formant de plages pagetoides
o a croissance verticale

J cellules dispersées au niveau de la jonction dermo-

épidermique, les rayonnements UV jouent un réle important dans son développement

° cellules solitaires ou formant des foci confluents au

niveau de la jonction dermo-épidermique.
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Figure 15 : Différentes étapes de la mélanomagenése : (a) mélanocytes non-malins a la jonction
dermo-épidermique (b) Navus bénin (c) phase de croissance horizontale ou radiale (d) phase de

croissance verticale (Gray-Schopfer et al, 2007).

Sous-type
Mélanome Malin Extensif superficiel
Mélanome Nodulaire
Mélanome Acrolentigineux
Mélanome Lentigo Malin

Cas non classifiables, types particuliers

Abréviation Fréquence
SSM 50 - 70%
NM 10-30%
ALM 5%
LMM <5%
- <5%

Tableau 2 : Les différents sous-types de mélanome selon I’organisation mondiale de la santé

(OMS).
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 16 : lllustration des différentes formes de mélanomes (a) Mélanome malin extensif superficiel
a croissance radiale (SSM) ; (b) Mélanome nodulaire a croissance verticale (NM) ; (c) Mélanome
Lentigo-Malin & croissance radiale ; (d) Mélanome acro-lentigineux a croissances radiale et verticale
(graduation en centimétres) (Poole et Guerry, 2006).

Differents outils moléculaires et cytologiques ont été développés afin de permettre 1’évaluation
et la classification de la maladie ; stades TNM (Tumor, Node, Metastasis), indice de Breslow
et indice de Clark, permettent ainsi de déterminer de maniere plus précise le stade évolutif du
cancer (Figure 17, Tableau 3) (Schadendorf et al, 2015).
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Figure 17 : Coupe verticale d’une section de la peau illustrant les outils diagnostics et pronostiques
dans la classification du mélanome malin ; indice de Breslow, sur le c6té, mesurant 1’épaisseur
tumorale maximale et indice de Clark (1, Il, 111 et V) en haut, mettant en évidence le niveau d’invasion
anatomique (d’apres Morton et al, 2000 ; Miller et al 2006).

67



Zacharie Segaoula Introduction

‘ Stade TNM Critéres d’évaluation

I pT1, NO, MO Mélanome primitif, Breslow < 0,75mm et ou Clark niv. 1l
Primitif, Breslow entre 0,76 et 1,5 mm, Clark niv. I11
pT2, NO, MO Absence de métastases
I pT3, NO, MO Mélanome primitif, Breslow > 1,5 — 4mm, Clark niv. IV

Absence de métastases
i pT4, NO, MO Mélanome primitif, Breslow > 4mm, Clark niv. V et/ ou

présence de lésions satellites a 2 cm de la tumeur primitive

pT, N1, MO Présence de métastases ganglionnaires, < 3cm
Présence de métastases ganglionnaires > 3cm

v pT, N, M1 Présence de métastases distantes

Tableau 3 : Classification TNM des mélanomes (D’aprés Morton et al, 2000).

J. Modélisation du mélanome chez la souris

Le modeéle syngénique B16 est parmi les outils les plus communément utilisés. Apparu dans les
années 1970 suite au développement spontané de métastases de mélanome chez des souris de
souches C57BL/6 (Fidler et al, 1973), il est largement utilisé dans 1’évaluation de 1’activité
anti-tumorale et anti-angiogénes de certaines molécules (Bouvard et al, 2014b ; Segaoula et al,
2016). Des modeles de xénogreffe ont également été établis et rapportés et ont guidé le
développement d’un certain nombre de médicaments (Kerbel et al, 2003 ; Quintana et al, 2012,
Einarsdottir et al, 2014). Cependant le manque de microenvironnent tumoral adapté les rendent
peu fiables, c’est pourquoi il a été nécessaire de développer des stratégies alternatives afin de

palier a ce probleme (Tanaka et al, 2012).

La génération de modeles transgeniques se base sur la reproduction des Iésions génétiques
identifiées dans les mélanomes humains, comme par exemple I’activation d’oncogenes
(modeles BrafY6%%E NrasQ6R Hras®'?V) (Dankort et al, 2009 ; Dhomen et al, 2009 ; Perna et
al, 2015) ou I’inactivation des génes suppresseurs de tumeur (Cdkn2a/ p16'™“a/- Pten”) (Chin

etal, 1997 ; Sharpless et al, 2001). Bien qu’ils présentent 1’avantage d’étre spontanés, dans un
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systéeme possédant un microenvironnement tumoral intact, les périodes de latence pouvant

s’étendre de 9 a 12 mois constitue le frein principal 1ié a 1’utilisation de ces modéles.

Ces modeéles sont donc malheureusement peu prédictifs de la réponse d’un candidat
thérapeutique chez I’homme. IIs ne peuvent apporter qu’une aide, tout au plus, pour

I’amélioration de 1’efficacité des candidats sélectionnés.

¢. Le Mélanome canin

Ces tumeurs représentent 3 a 4% des tumeurs cutanées et jusqu’a 7% des tumeurs malignes
diagnostiquées chez le chien (Smith et al, 2002, Dobson et al, 2013). Hétérogenes et hautement
agressives, elles sont principalement localisées au niveau de la cavité buccale. C’est une
multiplication incontrdlée et anarchique des mélanocytes, cellules d’origine ectodermique et
responsables de la pigmentation de la peau. Des études ont montré que les chiens présentant
une pigmentation importante du pelage avaient une prédisposition beaucoup plus importante a
ce type de tumeur (Goldschmidt et al, 1985 et 1994 ; Bolon et al, 1990).

Le site anatomique est prédictif de 1’invasion locale. En effet, plusieurs localisations ont éte
rapportées, différenciant ainsi plusieurs formes histologiques extrémement variables sur le plan
thérapeutique et clinique. On retrouve par exemple des mélanomes oculaires (2%) et cutanés,
qui sont le plus souvent bénins, ce sont des mélanocytomes qui s’apparentent au navus chez
I’homme et présentent environ 11% des cas chez le chien (Nishiya et al, 2016). Les mélanomes
digités (8% des cas) s’apparentent aux formes accro-lentigineuses chez I’homme et présentent
une survie moyenne de 42 a 57% a 12 mois et de 11 a 13% a deux ans avec des métastases
rapportées dans 30 a 40% des cas au diagnostic (Henry et al, 2005). Enfin, les mélanomes
muqueux de la cavité buccale (56%) et de la lévre (23%) représentent les formes les plus
dominantes et les plus agressives (Smith et al, 2002 ; Gillard et al, 2014) (Figure 18).

Malgré la différence du site de localisation avec I’homme, des similarités entre les mélanomes
métastatiques canin et humain ont été rapportées, aussi bien sur le plan de 1’évolution
biologique que sur les plans histopathologique et clinique. Une malignité élevée et un fort
potentiel métastatique sont observés dans les deux especes (MacEwen, 1990 ; Hicls & Flaitz,
2000 ; Porrello et al, 2006 ; Simpson et al, 2014).
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Figure 18 : Observations macroscopiques des masses buccales de mélanome canin (A) ainsi que
des métastases cérébrales (B) et pulmonaires (C) (d’apres Liptak et al, 2012).

Le mélanome muqueux constitue une forme rare mais en forte incidence chez I’homme (Marcus
et al, 2012). Localisé principalement dans le sinus nasal (plus de 73% des cas), il a un
comportement agressif, avec des rechutes fréguentes et variables selon le traitement préconisé
(26 —58%) (Gavriel et al, 2011) et des métastases ganglionnaires (21 — 58%) et a distance (53%
des cas) (Meleti et al, 2008). L’altération du gene Cdkn2a constitue chez I’homme comme chez
le chien un facteur de prédisposition important (Gillard et al, 2014 ; Haass et al, 2010). Alors
que les mutations BRAF et NRAS sont parmi les altérations les plus fréquentes dans la forme
cutanée du mélanome métastatique chez I’homme (Goel et al, 2006), elles sont peu fréquentes
et n’ont toujours pas été mises en évidence dans le mélanome canin (Mochizuki et al, 2015a ;
Shelly et al, 2005). Grace a sa proximit¢ a ’homme et la conservation des paramétres
biologiques des tumeurs qu’il développe, le chien constitue aujourd’hui un des meilleurs
modeles pour I’étude des formes non-uv dépendantes du mélanome métastatique (Modiano et
al, 1999 ; Starkey et al, 2005 ; Gillard et al, 2014).

d) Moyens préventifs et traitements du mélanome

De pronostic vital trés sombre, le mélanome métastatique est une tumeur radiorésistante, et bien

que 45% des patients atteints regoivent un traitement a base de rayonnement ionisant, cette
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stratégie ne constitue pas ’alternative thérapeutique de choix dans le traitement du mélanome
(Barker et al, 2013). La chirurgie reste la meilleure option pour les formes localisées, souvent
précédée ou suivie d’une radiothérapie et/ ou d’une chimiothérapie. La Dacarbazine (DTIC)
est le premier agent de chimiothérapie bien qu’aucune efficacité n’ait été démontrée sur la
survie globale des patients. Le Temozolomide (MTIC) est lui utilisé pour les formes présentant

des métastases cérébrales en raison de sa perméabilité aux barrieres hémato-encéphaliques.

Ces traitements sont souvent associés a des molécules ciblant spécifiquement une voie de
signalisation particuliere, comme le Vémurafenib par exemple, dont 1’efficacité a été démontrée
pour les forme BRAF mutées (V600E) ou les inhibiteurs de MEK (Garraway et al 2014)
(Figure 19).

Growth factor receptor

CRAF

?
inhibitor

Figure 19 : Voies de signalisations et cibles thérapeutiques impliquées dans le mélanome
(Weeraratna, 2012).
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Le développement d’immunomodulateurs a permis d’améliorer considérablement la survie des
patients. Parmi ces molécules on trouve les inhibiteurs de I’axe CTLA-4 (Ipilimumab)
(Schadendorf et al, 2015) ou récemment les agents jouant sur la restauration de la voie de
signalisation PD-1/ PD-L1 (Nivolumab, Pembrolizumab...) (Gogas et al, 2013 ; Hao et al,
2014 ; Robert et al, 2014).

Chez le chien, la chirurgie constitue le traitement le plus préconisé quand la tumeur est localisée
et résécable. Le contréle local de la tumeur est possible grace la radiothérapie associée ou non
a la chimiothérapie (Cancedda et al, 2016). Et méme si les méthodes de fractionnement
optimales n’ont pas encore été établies, I’hypofractionnement permet 1’obtention de meilleurs
résultats (Bergman et al, 2013 ; Khan et al, 2011). Ainsi, des études ont pu démontrer 1’effet
bénéfique de I’administration d’une dose de 6 Gy, 5 fois suivie de 60 mg/ m2 de temozolomide
ou du schéma 6 x 6 Gy suivies de 10 — 30 mg/ m2 de cisplatine ou 90 mg/ m2 de carboplatine
sur la survie de chien atteint de mélanome (6,8 et 11,9 mois respectivement) (Cancedda et al,
2016 ; Freeman et al, 2003). En revanche, la nature agressive de ces tumeurs et leur fort taux
de dissémination a distance les rendent hautement chimioresistans. Peu de bénéfices ont été
rapporté quant a 1’administration d’agents de chimiothérapie adjuvante a un traitement
chirurgical (Boria et al, 2004 ; Rassnick et al, 2001 ; Tuohy et al, 2014).

Plusieurs axes de recherche se consacrent a 1’é¢tude et ’activation du systéme immunitaire de
I’hote dans le but d’établir une réponse anti-tumorale effective. Plusieurs études ont été
rapportées chez le chien, visant principalement a activer les mécanismes de 1’hote pour une
réponse anti-tumorale effective. On note ’exemple de la vaccinothérapie a base d’interféron-a
(INF-a), d’interleukine-2 (IL-2) (MacEwen et al, 1999), d’administration intralésionnelle de
BCG (Moff et al, 1999) ou encore I’injection de Fas-Ligand (Bianco et al, 2003), conduisant
ainsi a une régression tumorale. Une étude récente a aussi permis 1’obtention de la
commercialisation d’un vaccin a base d’ADN xénogénique codant pour la tyrosinase humaine
(ONCEPT™), dans la prise en charge et I’amélioration de la survie globale des mélanomes de
stades Il et 11l chez le chien (Bergman et al, 2008 ; Grosenbaugh et al, 2011). Enfin, aucun
essai clinique évaluant des candidats thérapeutiques visant I’axe PD-1/ PD-L1 n’a été rapporté
jusqu’a ce jour en médecine vétérinaire. Une étude in-vitro sur des lignées de mélanome canin
a cependant démontré le blocage efficace de cette interaction, a 1’aide d’un anticorps

monoclonal bovin, de maniére dose-dépendante (Maekawa et al, 2014 et 2016).

Malgré ces avancées majeures, la prévention reste la meilleure option dans la lutte contre le
mélanome. Des controles et un suivi régulier et rigoureux des navus atypiques doivent étre
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systématiques en plus d’une protection contre les rayonnements solaires notamment a I’aide de

crémes et d’écrans solaires, adaptés a chaque phototype.

E. Validation clinique du modele canin

1. Cadre éthique et réglementaire

Bien souvent distinguées, la recherche fondamentale, visant a décrypter les mécanismes d’une
pathologie donnée, et la recherche appliquée qu’elle soit translationnelle ou préclinique, restent
étroitement liées. En effet, elles font appel a des modeles animaux pour répondre aux questions

pOSees.

Ces modeéles tiennent une place importante en recherche et développement (R&D) car ils sont
nécessaires pour la compréhension des mécanismes physiopathologiques, permettant ainsi la
mise en place de nouveaux outils diagnostiques et thérapeutiques. lls constituent ainsi le dernier

rempart avant la premiére administration et la phase de développement clinique chez I’homme.

La R&D pharmaceutique fait appel a un grand nombre d’acteurs. C’est un secteur
interdisciplinaire regroupant un large réseau de connaissances visant a determiner les
mécanismes impliqués dans la genése de chaque pathologie, I’identification de nouvelles cibles,
la mise en place de nouvelles stratégies thérapeutiques, la formulation de nouveaux principes
actifs mais aussi ’amélioration du profil pharmacocinétique de chaque candidat médicament.
Elle nécessite donc des modeles d’études in-vitro mais aussi in-vivo, imposés par les instances
réglementaires (Déclaration d’Helsinki) avant toute administration a ’homme d’un nouveau
candidat thérapeutique. On ne peut donc s’affranchir de la recherche préclinique sur animaux
avant toute administration a I”’homme car elle constitue un prérequis éthique et moral, justifiable

si justifiée par de fortes motivations médicales.

Le paysage éthique et réglementaire de la recherche préclinique a évolué ces dernieres années.
Différents concepts et courants de pensée ont fagonné notre réflexion et notre regard sur la place

morale de I’animal dans notre société (Figure 20).
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Figure 20: Etapes majeures de I’évolution du paysage réglementaire de la recherche préclinique

2. Méthodes alternatives

L’expérimentation animale fait continuellement 1’objet de débats publiques et moraux depuis
I’apparition du premier texte sur le bien-étre animal (Martin’s Act, 1822). Elle est aujourd’hui
de plus en plus réglementée par un certain nombre de lois visant a réduire au maximum la

souffrance et I’inconfort infligés aux individus (Directive européenne 2010/63/EU).

L’utilisation des animaux a des fins expérimentales est constamment remise en question, parmi
les arguments en cette faveur, I’anatomie, la physiologie ainsi que la taille peu conservées des
animaux utilisés. En effet, il a souvent été rapporté que I’homme n’est pas une souris de 70 kg
et inversement. Les données ne sont donc pas assez pertinentes et significatives avec les
modeles animaux standards et la valeur prédictive des résultats de la recherche sur les modéles

animaux est constamment remise en question.

Les méthodes prédictives in-silico ne sont pas encore assez développées et complétes pour
remplacer systématiquement 1’expérimentation animale et la modélisation des conditions
physiologiques in-vivo reste encore tres imparfaite. De plus, la grande variabilité
interindividuelle entre les différentes ethnies est impossible a évaluer dans un modéle animal

de laboratoire. C’est pourquoi plusieurs équipes et consortium internationaux se sont penchés
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sur I'utilisation du mod¢le spontané vétérinaire comme approche alternative, pouvant apporter
un réel bénéfice au développement thérapeutique humain (Khanna et al, 2009 ; Gupta et al,
2011 ; Kanna et al, 2014) (Figure 21).

Modéles murins / rongeurs

* Oncogenése chimiquement induite

+ Souris transgéniques (GEM)

+ Greffes de cellules tumorales
(Syngéniques, PDX)

Gros animal / Primates
non-humains

Développement clinique:
phases | —1lI
Pharmacovigilance:
phase IV

* Evaluations PK/PD
* FEtudes de dose / toxicités

* Métabolisme/ distribution (ADME) Modeéles spontanés

vétérinaires

Figure 21 : Approche intégrée du modéle vétérinaire de maladie spontanée dans le développement
thérapeutique standard

3. Mise en place d’essais cliniques

Le terme « essai clinique » n’a connu le jour qu’a partir de la seconde moitié du XX*™ siécle,
quand le conseil de recherches biomédicales du Royaume-Uni (UK Medical Research Council)
publie en 1948 un rapport d’une étude clinique sur le traitement de la tuberculose par la
streptomycine. Cependant, la notion, 1’idée d’une comparaison entre deux traitements en
évaluant leur efficacité thérapeutique remonte a la nuit des temps. Dans son article paru en
1980, Lilienfeld et al, citent un exemple extrait du vieux testament de la bible, du livre de Daniel
plus précisément ou il est décrit une expérience comparant deux régimes alimentaires et
incluant un groupe contrble. Le célebre chirurgien Ambroise Paré utilisait un traitement

standard a base d’huile bouillante sur les plaies des soldats pendant la conquéte du chateau de
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Villaines. Alors qu’il manquait d’huile, il s’est résigné a utiliser une préparation a base de
jaunes d’ceufs, d’huile de rose et d’essence de térébenthine. L’efficacité du nouveau traitement

est devenue évidente dés le lendemain (Packard FR, 1921).

Plusieurs essais cliniques sur animaux de compagnie ont permis d’apporter des informations
essentielles au développement clinique humain. C’est le cas par exemple du Masitinib
(Massivet®) et du Toceranib (Palladia®), deux inhibiteurs spécifiques du récepteur de tyrosine
kinase ayant obtenu une AMM vétérinaire en 2008 et 2009 respectivement, pour le
mastocytome canin (London et al, 2003 et 2009 ; Mendel et al, 2003 ; Pryer et al, 2003). Ces
tumeurs surexpriment le gene KIT (London et al, 1999) et peuvent étre, par leur profil
moléculaire, apparentées aux tumeurs stromales gastro-intestinales chez 1’homme (GIST :
Gastro Intestinal Stromal Tumors) (Gregory-Bryson et al, 2010). Le développement de ces
molécules chez le chien a donc permis la découverte de ’activité biologique des inhibiteurs de
kinase dans un modé¢le de cancer spontané aboutissant au développement d’un équivalent

pharmaceutique chez I’homme : le Sunitinib (Sutent®) (Goodman et al, 2007).

4. Challenges associés

La réglementation des essais sur animaux de compagnie reste aujourd’hui mal encadree. Bien
que I’accord préalable d’un comité d’éthique (Baneux et al 2014) et le consentement éclaire,
écrit du propriétaire restent une obligation morale et éthique, indispensables a chaque protocole

clinique, peu de textes réglementaires existent au jour d’aujourd’hui.

Méme si ce domaine peine a se développer en Europe, aux Etats-Unis un ensemble de réseaux
et consortiums (COTC ou Comparative Oncology Trial Consortium) vise a regrouper et
harmoniser les pratiques de cette nouvelle discipline. En effet, les autorités compétentes
américaines ont établi un ensemble de regles (FDA Food and Drug Administration animal
rule (21 CFR 314.600 et 21 CFR 601.90)) autorisant 1’utilisation de tests sur animaux comme
substitut aux essais cliniques. Ces régles permettent 1’évaluation de 1’efficacité d’un composé
chez I’animal domestique quand les investigations chez I’homme ne sont pas possibles pour des
raisons éthiques ou des problémes de faisabilité et uniquement si la molécule a démontré un
apport clinique potentiel lors de tests précliniques in vitro et sur modéles murins. La FDA peut

alors donner son accord pour démarrer les essais.
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F. But de la thése

Avant 1’obtention de 1’autorisation de mise sur le marché de tout candidat thérapeutique en
développement, les laboratoires pharmaceutiques doivent prouver a la fois son efficacité et la
sécurité liée a son utilisation ou plus précisément sa balance bénéfice/ risque. Suite aux
incidents thérapeutiques liés a I’utilisation du Thalidomide chez les patientes enceintes en 1968,
notamment les effets feeto-toxiques et tératogenes, les lois et considérations relatives aux essais
cliniques et a I’enregistrement des médicaments se sont durcis dans plusieurs pays (conférence

internationale relative a I’harmonisation des essais cliniques : Texte ICH E9).

Les essais cliniques sont longs, couteux et parfois sans résultats positifs pour les industriels. Et
méme s’ils ont permis des avancées majeures dans I’amélioration des chimiothérapies
anticancéreuses (Frei et al, 1958), une part importante d’échecs tardifs (60%), notamment en
phase I1/ 111 est souvent rapportée. Ces résultats peuvent étre expliqués par la toxicité importante
des molécules utilisées en cancérologie mais aussi par le manque de prédictivité des modéles
utilisés en phase de développement préclinique. C’est pourquoi un nombre important de travaux
de recherche sont aujourd’hui en faveur de I’utilisation des modé¢les de cancers d’apparition
spontanée comme nouvelle approche dans ’amélioration du développement thérapeutique a

visée humaine.

Le but de ce travail de thése a donc été dans un premier temps, la validation préclinique de cette
approche par la mise en place de modéles in-vitro cellulaires et in-vivo murins, ainsi que par la
caractérisation phénotypique, pharmacologique, et génomique de ces derniers. Nous avons
donc mis en place, a partir de prélevements tumoraux issus de chiens atteints de mélanomes
spontanés, deux modéles cellulaires canins de meélanome et des modéles de xénogreffes
associés. Ces modeéles ont par la suite été caractérisés sur les plans histologique, génétique et
pharmacologique. L’identification de cellules souches tumorales ainsi que des marqueurs
associés a I’immuno-échappement ont également été mis en évidence, permettant par la suite
I’étude de molécules ciblant spécifiquement ces axes dans le développement et la progression

du mélanome metastatique.

Souvent toxiques et peu efficaces, les approches thérapeutiques faisant appel a des agents
alkylants, génotoxiques et autres poisons du fuseau présentent toujours un intérét clinique
potentiel (Penna et al, 2017). Une des caractéristiques principales d’une cellule cancéreuse est

la perte du controle du cycle cellulaire, mais aussi la résistance et 1’échappement au traitement
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par I’acquisition de mutation au cours des cycles de chimiothérapie. C’est pourquoi il est
nécessaire de recourir a lacombinaison de traitements pour augmenter les chances d’éradication
de la maladie. Nous nous sommes donc intéressés dans la deuxieme partie de ce travail a
I’évaluation d’inhibiteurs de polymérisation de la tubuline dans les modé¢les cellulaires de
mélanomes canins préalablement établis. Une série de molécules a été synthétisée au laboratoire
de chimie organique de 1’équipe Onco et Neurochimie de ’'UMR-S 1172, & partir du composé
ABT-751 (Annexe F). A la suite d’un criblage moléculaire sur un ensemble de lignées
cellulaires, deux composés ont été sélectionnés dont 1’un présentant une activité inhibitrice

importante sur la croissance et la prolifération cellulaires (Figure 22).

(b)

Figure 22: Structures chimiques des composés 16a (a) et 16¢ (b)

L’activité pharmacologique des candidats sélectionnés a ensuite été evaluée grace a une batterie
de tests in-vitro et in-vivo, sur un ensemble de modéles cellulaires ainsi que des modéles
animaux. Les molécules ont été testées sur la lignée de mélanome humain Sk-Mel28, les lignées
établies de mélanomes canins ainsi qu’un mode¢le syngénique murin de mélanome (modele
B16). Les résultats obtenus montrent un effet significatif du composé 16a par rapport a la
molécule ABT-751 sur le cycle, la croissance et la prolifération cellulaire in-vitro ainsi que la
tumorigenése in-vivo (Segaoula et al, 2016). L’évaluation préalable de I’activité biologique de
ces composés et les résultats obtenus permettront par la suite la mise en place d’une étude
clinique sur des animaux atteints de cancers spontanés. Ces études chez le chien devraient
permettre de guider le développement clinique de ces candidats chez ’homme en établissant
préalablement le profil pharmacocinétique, I’efficacité thérapeutique ainsi que des éventuelles

toxicités liés a I’utilisation de ces molécules.
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A. Modéles d’étude

1. Modeéles cellulaires

En plus des lignées mélanocytaires malignes humaines Sk- Mel 28 (ATCC® HTB-72) et A375
(ATCC® CRL-1619) (American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, Virginia, USA),
des lignées canines de mélanome on été utilisées. Tous les modéles ainsi mis en place au cours
de ce projet de recherche dérivent principalement de deux prélévements d’exérese chirurgicale
de mélanome malin. Le premier échantillon a ét¢ obtenu a partir d’une masse buccale d’un
yorkshire de 14 ans, Dolly (lignées cMeX). A I’examen clinique, le chien présentait une 1ésion
mandibulaire débutant sur la face palatine, non-ulcérée, fortement pigmentée et sans
envahissement. L’examen radiologique n’a montré aucune lésion métastatique distante et le
compte rendu anatomopathologique a conclu a un mélanome malin buccal avec métastase
ganglionnaire (Annexe A). La deuxiéme biopsie est issue d’un berger allemand de 11 ans,

Tania (lignées cDUP et cDuX) présentant un masse gingivale et labiale sur la commissure

gingivale gauche. Le diagnostic d’'un mélanome malin labial a ét¢ validé par une analyse
anatomopathologique (Annexe B) et I’examen radiologique a permis de mettre en évidence une
adénopathie mandibulaire volumineuse ainsi que la présence de nodules au niveau du thorax
ayant évolué et envahi le systéme nerveux central six mois apres 1’initiation du traitement

(Figure 23).
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Figure 23 : Bilan radiographigue et tomodensitométrique montrant un nodule gingival a la commissure
labiale gauche (fleche rouge) (A) et une radiographie latérale indiquant la présence de lésions
métastatiques au niveau du thorax (B) ainsi que leurs évolution trois (C) et six mois (D) aprés le
diagnostic.

Cette lignée a été établie a partir d’un prélévement humain d’un patient d’une cinquantaine
d’année atteint d’un lymphome non-hodgkinien (Gong et al, 1994). Elle présente des
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles spécifiques des cellules natural killer (NK)
activées, et a servi de controle positif dans ce projet pour la mise en place d’un test fonctionnel

de lyse cellulaire médiée par les lymphocytes T cytotoxiques (CTL).

2. Modeéles animaux

Ce travail a été réalise sur des souris immunodéficientes, de souche Scid Hairless Outbred
(SHO-nude mice). Les animaux sont maintenus en isolateurs, obtenus par décontamination
indemnes d’agents pathogeénes spécifiques et de micro-organismes opportunistes (SOPF :
Specific Opportunistic and Pathogen Free). Toutes les expériences ont été réalisées en accord
avec la directive du parlement Européen relative a la protection animale (European parliament
directive 2010/63/EU).
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Basé sur des modeles de xénogreffes, établis et validés en médecine humaine, le principe
consiste a greffer a partir d’un prélévement sanguin ou tissulaire issu de patient atteint de

mélanome, par voie sous-cutanée, les cellules tumorales apreés purification.

Afin de purifier les cellules tumorales, les préléevements de mélanome métastatique canin issus
de I’exérése chirurgicale sont dilacérés mécaniquement a 1’aide de ciseaux et de scalpels puis
digérés pendant 2h a la collagénase | (2mg/ mL) (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA) a 37°C. Une suspension cellulaire est préparée a une concentration de 107 cellules/ mL
dans du PBS sans calcium ni magnésium, filtrée sur une membrane en nylon de 70 um (Becton,
Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) avant d’étre conservée a 4°C jusqu’a
I’injection. A 1’aide d’une seringue a insuline et d’une aiguille 25G (Terumo, Shibuya, Tokyo,
Japon), 200uL de cette suspension sont ensuite administrés par voie sous-cutanée et au niveau
du site inter-scapulaire de souris femelles agées de 12 semaines (20-25 g) (n=5 dans chaque
groupe). La croissance tumorale est évaluée tous les 3 a 4 jours par la technique de mesure de
Vernier a 1’aide d’un pied & coulisse. Le volume tumoral est obtenu gréce a la formule

d’approximation : 0,5 x L x 12 (L : longueur, | : largeur).

Lorsque les tumeurs atteignent un volume d’environ 2000 mm?, les souris sont mises a mort et
les tumeurs prélevées, dilacérées mécaniquement et enzymatiquement a la collagénase et les
cellules sont mises en culture dans du milieu complet (RPMI 1640) supplémenté en facteurs de
croissance (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Une partie de ces tumeurs est
conservée dans du formol et/ ou dans une solution de RNA later® (Ambion, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) puis conservées a -80°C, pour les analyses ultérieures.
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B. Méthodes d’étude et d’analyse

1. Culture cellulaire

Les cellules sont cultivées dans du milieu RPMI 1640 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA) supplémenté en glutamine 2mM et complété avec 10% de SVF (sérum de veau feetal),
ImM de pyruvate de sodium (Gibco®) et 1% d’antibiotiques (Pénicilline : 50 Ul/mL
/Streptomycine : 50 pg/mL) dans une étuve a 37°C enrichie en CO2 (5%) et sous atmosphére
humide. Lorsqu’elles sont a confluence, les cellules sont décollées a la trypsine (0,05% Trypsin-
EDTA, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) puis ensemencées dans des nouvelles
flasques ou conservées a -130°C en azote liquide dans une solution composée de 95% de milieu
complet et 5% de DMSO (v/v) (95/5).

Ces cellules issues de la banque ATCC® (CRL2407) ont été cultivées selon les
recommandations du fournisseur. Les ampoules ont été décongelées a 37°C au bain marie
pendant 2 minutes puis rapidement transférées dans un tube Falcon 15 mL (Corning, Corning,
NY, USA) et lavées deux fois avec 9 mL de milieu complet, composé de MEM-alpha
(minimum essential medium - alpha, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)
additionné de 2 mM en glutamine, 1,5 g de bicarbonate de sodium, 0,1 mM de B-
mercaptoethanol et 25% de serum (12,5% de SVF et 12,5% de Sérum de cheval,). Les cellules
sont ensuite reprises a une concentration finale de 4 x 10° unités/ mL et cultivées dans des
flasques de 25 cm? (Corning, Corning, NY, USA) et incubées a 37°C a I’étuve, sous atmosphére
humide et 5% de CO..

Afin de prévenir tout phénomene de coagulation, les prélevements sanguins issus de donneurs
sains sont réalisés sur tube EDTA (Ethyléne Diamine Tétra-Acétique) (Vacutainer™, Becton,
Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA). A partir de ces échantillons, les cellules

périphériques mononucléées (PBMC) sont isolées en fonction de leur densité par un gradient
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de Ficoll (densité = 1,073) (Pancoll). Brievement, le sang récupéré est dilué a un volume final
de 30 mL avec du PBS puis ajouté délicatement le long de la paroi d’un tube de 50 mL auquel
ont été préalablement ajoutes 15 mL de Ficoll. Aprés 30 minutes de centrifugation a 400g, sans
accélération ni frein, la couche supéricure correspondant au plasma est éliminée et 1’anneau

cellulaire d’intérét est récupéré et transféré dans des tubes de 15 mL.

Les cellules sont lavées plusieurs fois au PBS et les érythrocytes sont lysés a 1’aide d’un tampon
specifique a un pH de 7,4 composé de de NH4Cl (1,5 M), de KHCO3 (100 mM), de Na2;EDTA
(10 mM), d’HCI et d’hydroxyde de soude (NaOH) a 1N.

Aprés comptage, les cellules sont ensemencées a une concentration finale de 1 x 10° cellules
par mL en plaques 24 (P24) puits dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
supplémenté avec 20% de SVF, 2,5% d’acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane
sulfonique (HEPES) et 1% d’antibiotiques (Pénicilline : 50 UI/mL /Streptomycine : 50 pg/mL)
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) puis stimulées sur la nuit a 1I’étuve (37°C et 5%
de CO- sous atmosphére contrélée humide) en présence d’interféron gamma recombinant canin

(INFy, R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA).

Les monocytes sont éliminés par adhésion a la plaque et les surnageants sont récupéres,
centrifugés a 130 g pendant 5 minutes puis rincés plusieurs fois au PBS avant d’étre
resuspendus dans du milieu complet dans lequel sont ajoutés 200 a 300 Unités / mL
d’interleukine 2 recombinante de chien (IL-2, R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN,
USA1815-CL) et 50 mM de B-mercaptoethanol ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Enfin, les cellules sont ajoutées & une concentration allant de 10° a 2,5 x 10° cellules par puit
en P24 et incubées a 37°C et 5% de COa.

Le milieu est changeé tous les 2 a 3 jours et les cellules sont caractérisées phénotypiquement par
cytométrie en flux pour une liste d’antigénes définie dans la littérature (Dudley et al, 2003 ;
Lamers et al, 2002 ; Gauthier et al, 2005 ; Graves et al, 2011 ; Ritgen et al, 2010). Les
marquages sont effectués ainsi : 1 a 5 x 10° cellules sont culotées et lavées deux fois au PBS
additionné de 1% de BSA. Les culots sont ensuite repris dans 100 pL. d’une solution de
saturation composée d’un mélange de Fc-block humain, murin et de sérum canin ; I’ensemble

est incubé 15 min a 4°C afin de s’affranchir de toute réaction non-spécifique.

Apres un rincage au PBS, 1% BSA, les cellules sont incubées en présence de ’anticorps

primaire ou de I’isotype controle (Tableau 4) 30 minutes a 4°C puis lavées, centrifugées,
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resuspendues dans 500 pL de PBS et analysées au cytométre (Cyan ADP, Beckman Coulter,
Brea, CA, USA).

Marqueur Isotype dilution

Couplage

CD3 CAl7.2A12 mlgG1 (souris) FITC 1/ 25

CD4 YKIX302.9 rigG2a (rat) APC 1/ 10

CD8 YCATE 55.9 rigG1 (rat) PE 1/5
CD45RA YKIX753.22.2 |  rlgG2a (rat) RPE 1/ 25
Thy-1 (CD90) YKIX337.217 | rlgG2b (rat) PE 1/ 50
CMH-11 (HLA-DR) YKIX334.2 rigG2a (rat) FITC 1/ 50
CD25 P4A10 mlgG1 (souris) FITC 1/10
CD161 B199.2 mlgG1 (souris) FITC 1/10

CD57 TBO01 mIgM (souris) FITC 1/10

Tableau 4 : Liste des anticorps utilisés pour la caractérisation des PBMCs

2. Mesure de la croissance cellulaire

A to, 10° cellules ont été cultivées dans 4 mL de milieu complet dans des boites de pétri de 60
mm de diamétre. Les cellules ont ensuite été decollées a la trypsine (0.25% EDTA) puis
comptées en cellules de Kova (Kova, Garden Grove, CA, USA) et en duplicats. Le point de
doublement pour chaque lignée établie a été déterminé comme suit : 1/ [3.32 (logNH —logNI)/
(t2 —t1)] (t1 = temps en heures a I’ensemencement ; t2 = temps en heures a la trypsinisation ;
NI = nombre de cellules ensemencées ; NH = nombre de cellules récuperées apres
trypsinisation) (Rutgen et al 2010 et 2012).

3. Analyse du cycle cellulaire

Les cellules sont ensemencées a J.1 dans des plaques 6 puits & une concentration de 10° cellules/
puits et les drogues sont appliquées a Jo. Les cellules sont décollées a la trypsine, 0,25% EDTA
et rincées deux fois au PBS avant d’étre suspendues dans de I’éthanol froid 70% et conservées
a -20°C jusqu’a I’analyse. L’étude du cycle cellulaire est réalisée par le biais d’un marquage a
I’iodure de propidium (IP). Les cellules sont incubées 30 minutes a température ambiante dans
une solution de PBS contenant 50 ug/mL d’IP et 5 pg/mL de RNase, puis conservées dans la

glace jusqu’a leur passage au cytomeétre (CyAN ADP, Beckman Coulter, Brea, CA, USA).
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4. Etude de la viabilité, de la prolifération cellulaire et de la cytotoxicité

a. Test Annexine V/ IP

Le principe de cette méthode repose sur les propriétés membranaires et la notion de mosaique
fluide. Ainsi, les phosphatidylsérines, protéines entrant dans la composition de la barriére
cytoplasmique, normalement localisées au niveau de la face interne d’une cellule non-
apoptotique, se retrouvent délocalisées et exprimées des deux cotés de la membrane dés lors
que la cellule bascule vers un état apoptotique, suite a la perte de ’asymétrie membranaire.
Ayant une forte affinité pour ces protéines, I’annexine va donc lier les phosphatidylsérine et
ainsi marquer les cellules apoptotiques (Figure 24).
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Figure 24 : Les differentes étapes de la mort cellulaire

Les cellules nécrotiques sont é€galement marquées par l’annexine, c’est pourquoi il est
nécessaire de les différencier des cellules en apoptose. Pour cela il nous a suffi de réaliser un
double marquage a I’aide d’iodure de propidium (IP), molécule ayant la capacité de ne pénétrer

que les cellules nécrotiques en raison de la rupture membranaire.

Le marquage a été réalisé dans le respect des recommandations fournies par le fabricant
(Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). Les cellules sont rincées deux fois au PBS et 10°
cellules sont reprises dans 1 mL de tampon de liaison (binding buffer). De cette solution, 100

pL soit 105 cellules sont transférés dans quatre tubes de cytométrie différents

e Tube 1 : aucun marquage, auto-fluorescence cellulaire
e Tube 2 : cellules marquees avec 5 uL d’annexine V seule
e Tube 3 : cellules marqueées avec 0,5 pg d’IP

e Tube 4 : double marquage Annexine V /IP
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L’ensemble des tubes est incubé 15 min a 1’obscurité et a température ambiante. Enfin, 400 pL
de PBS, 1% BSA sont ajoutés a chaque tube et les cellules sont passées au cytometre (CyAN
ADP, Beckman Coulter®).

b. Test MTS

Le test MTS, avec le test MTT, représentent les dosages colorimétriques les plus utilisés en
criblage moléculaire de nouvelles substances pharmacologiquement actives. Cette technique se
base sur la bioréduction d’un substrat [S] photosensible par les cellules vivantes, catalysant
ainsi un produit [P] qui va émettre une fluorescence a 490 nm. Contrairement au MTT, le MTS
a I’avantage de ne pas produire des cristaux de formazan aboutissant a un précipité en fond de

plaque, évitant ainsi une étape de suspension (Figure 25).
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Figure 25 : Structure et biotransformation du MTS

Les cellules sont ensemencées en plaques 96-puits, & une concentration de 5 a 15000 cellules
par puits dans un volume final de 80uL. Elles sont ensuite incubées pendant 24 a 72h en
présence et en absence des molécules a tester, et a une gamme de concentration allant de 10° a
104 M.
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Les effets antiprolifératifs et toxiques sont évalués par 1’ajout de sels de tetrazolium ([3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium ; MTS,
CellTiter 96® AQueous One, Promega, Madison, W1, USA), molécule qui a la capacité d’étre
réduite au niveau de la chaine mitochondriale des cellules vivantes, et dont la biotransformation
émet une fluorescence a 490 nm, qui sera quantifiée au spectrophotomeétre (Spectramax i3,
Molecular Devices™, Sunnyvale, CA, USA).

Le processus de mort cellulaire programmée, aussi connu sous le terme d’apoptose, tient une

place importante dans la régulation de I’homéostasie cellulaire et tissulaire.

Les cellules immunitaires (Cellules T et Cellules NK) ont la capacit¢ d’induire, par
I’intermédiaire de récepteurs ou de voies d’exocytoses granulaires (granzymes B, perforines...)

la mort des cellules malignes.

L’évaluation de la mort cellulaire médiée par les cellules effectrices (NK92, CTL...) a été
réalisée par cytométrie de flux a 1’aide du test Phiphilux G1D2 (Oncolmmunin, Gaithersbury,
MD, USA).

Cette méthode rapide a mettre en place permet I’évaluation quantitative des phases précoces du

processus de mort cellulaire via le clivage d’un substrat fluorescent par les caspases.

Ces protéines constituent une classe importante de protéases a cystéine, acide aminé
nucléophile permettant la cassure des liaisons peptidiques aprés un résidu aspartate. Plusieurs

membres ayant des structures et des fonctions distinctes ont été identifiés (Figure 26).
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Figure 26 : Représentation schématique et fonctions des protéines caspases. La structure de base
est composée de deux sous-unités et un domaine N-terminal. Deux motifs pro-peptidiques ont été

identifiés, de méme qu’un motif responsable du recrutement (CARD, en gris) et un effecteur de mort
(DED, en jaune) (adapté de Stennicke et al, 1998).

Nous nous sommes intéressés principalement a 1’évaluation de ’activit¢ de I’isoforme 3,
responsable de I’exécution du processus apoptotique. C’est grace a un substrat fluorescent
composé de 18 acides amineés et au sein duquel la séquence peptidique signal DEVDGI a été

intégrée, permet un ciblage spécifique de I’activité de cette enzyme.

L’¢évaluation dans les cellules vivantes de 1’activité intracellulaire des caspases 3 et des activités
caspase-3 like a été réalisée par cytométrie en flux. Le substrat clivable est couplé via une
liaison covalente a un flurochrome, situ¢ en amont du site de coupure afin d’éviter toute

interférence de ce dernier avec I’activité protéolytique de 1I’enzyme.

d. Etude de la migration cellulaire par la technique de blessure ou « wound
healing »
Cette technique vise a évaluer la capacité des cellules a proliférer et envahir un tissu ou réparer
une zone lésée. Les cellules sont ensemencées sur plaque 24 puits a une concentration de 10°
cellules/puits et mises en culture dans du milieu complet (RPMI, 10% SVF,
pénicilline/streptomycine) a I’étuve a 37°C et 5% de CO2. La blessure est réalisée a sec, le long
d’un repére tracé sur la boite, a I’aide d’un cone de 200 pL lorsque les cellules sont a confluence.
Un millilitre de milieu de culture avec et sans molécule a tester est ajouté a chaque puits et les

cellules sont remises a I’étuve. A 3, 6 et 9 heures post blessure, des photos de chaque puits sont
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prises au microscope, en triplicats et la réparation de la blessure est évaluée par la mesure de la
surface 1ésée a ’aide du logiciel Image J. Les résultats sont exprimés en % de surface réparée
et normalises par rapport au niveau basal, correspondant a la surface 1ésée au moment de la

blessure (Moreno-Bueno et al, 2009).

L’évaluation ex-vivo des niveaux de phosphorylation de 1’histone H2AX (yH2AX) permet la
mesure du processus de réparation de I’ADN induit par les cassures doubles brin, produites par
les topoisomérases de type Il. Les niveaux d’isoformes H2AX phosphorylées ont été quantifiés
par cytométrie de flux e en suivant un protocole adapté a partir des travaux de Huang et al
(2006). Des ponctions a 1’aiguille fine ont été réalisées avant, 2h et 4h apres induction du
traitement. Apres purification, les cellules ont été fixées en présence d’une solution de
formaline 2% avant d’étre perméabilisées avec de 1’éthanol 70° froid, 2h a -20°C. Les
échantillons sont ensuite réhydratés dans une solution de PBS additionné de 4% de SVF et 0,1%
de triton X-100 puis rincés au PBS, 1% BSA. Le marquage nucléaire de la protéine H2AX a
¢té réalisé a 1’aide de I’anticorps anti-gamma H2AX (rabbit anti-canine, NB100-384 ; Novus
biologicals) suivi d’un marquage secondaire (Cy5-goat anti-rabbit 1gG, A10931 ; Invitrogen

Life Technologies).

5. Analyses microscopiques

Les caracteristiques morphologiques de chaque lignée établie ont été évaluées par un
anatomopathologiste vétérinaire. A partir d’une suspension cellulaire, les échantillons sont
transférés sur des lames de microscope par centrifugation, 10 minutes a une vitesse de 1000
rpm. Les échantillons ont ensuite été colorés a 1’aide d’une solution MGG (May-Grinwald
Giemsa) par vaporisation dans un colorateur automatique (Aerospray® Haematology

prostainer, ELITech Group, France).

Apreés fixation dans une solution de 10% de formol, les échantillons sont inclus en bloc de
paraffine pour les études histologiques. Les marquages immunohistochimiques ont été réalisés
sur des coupes de 4 a 6 um d’épaisseur dans un automate Disxcovery XT (Ventana Medical
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Systems, Inc.). Un panel d’anticorps a ¢été utilisé pour I’identification des mélanocytes
tumoraux : Melan-A (Melanoma Antigen Recognized by T-cells 1) (ThermoFisher, Waltham,
MA, USA), S-100 protein (Dako, Agilent Technologies, Danemark), Vimentine, and
Cytokeratine (Biogenex laboratories, San Ramon, CA) (table 1). Les lames ont été
déparaffinées puis incubées pendant 1h avec I’anticorps primaire puis en présence de I’anticorps

secondaire Discovery UltraMap anti-lapin (760-4315, Roche) ou anti-souris couplé a la

peroxydase HRP (Horseradish Peroxydase) (760-4313) avant d’étre révélées par ajout du
substrat chromogéne Discovery ChromoMap DAB kit (760- 159, Roche) (Tableau 5).

Anticorps Fournisseur  Référence dilution
Pan Cytokeratin (pCK) AE1/ AE3 Souris DAKO M3515 1/50
Vimentine Clone V9 Souris Roche 790-2917 Protocole fournisseur
Melan-A (MART-1) A103 Souris ThermoFisher MA5-14168 1/100
Protéine S-100 -- Lapin DAKO Z031129-2 1/100

Tableau 5 : Liste des anticorps utilisés pour le phénotypage des lignées

Les cellules sont ensemencées sur des lames traitées a la poly-L-lysine (chambre Lab-Teck,
Nunc®, Roskilde, Danemark) dans du milieu complet et & une concentration finale de 2,5 x 10*

cellules par puits.

24h apres ensemencement, les cellules sont lavées deux fois au PBS contenant 1% de BSA puis
fixées 15 min dans de 1’acétone froid et a température ambiante. Elles sont ensuite
perméabilisées 15 min dans une solution a base de 0.025% de Triton X-100 dilué dans la
solution de PBS supplémenté avec 1% BSA. Afin d’éliminer toute fixation aspécifique, les
lames sont traitées avec un milieu de saturation (PBS additionné de 3% BSA et 7% SVF)
pendant 1h. Enfin, aprés une série de trois lavages, les lames sont incubées 1h en présence
d’anticorps primaire puis 1h avec I’anticorps secondaire couplé a la FITC et enfin 20 min en
présence de Hoechst (1 mM, dilution au 1 :5000, Sigma-Aldrich) pour la coloration des noyaux,

a température ambiante.

Les lames sont observées au microscope a fluorescence Leica DMRB et les images sont

acquises a I’objectif PL Plan-Leica Fluotar 20x/ 1.00 (Leica Microsystems®, Wetzlar,
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Allemagne). Les images sont traitées a 1’aide du logiciel associé Leica Application Suite (LAS
v 3.7 software) (Leica Microsystems) et image J® (National Institute of Health, Bethesda, MA,
USA).

6. Analyse protéique

L’analyse du contenu protéique cellulaire est réalisée par western-blot. Les cellules sont
incubées en présence et en absence des composés a tester pendant 24h a 72h. Elles sont ensuite
décollées a la trypsine puis lavées deux fois au PBS avant d’étre centrifugées et conservées a -

20°C jusqu’a I’extraction des protéines.

Les culots secs sont suspendus dans 200 pL de tampon de lyse (RIPA buffer : 50 mM Tris, pH
7.5,150 MM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Nonidet P-40, 0.25% Na-deoxycholate and 1 mM PMSF)
additionné d’inhibiteurs de protéase (Sigma-Aldrich®, St Louis, MI, USA) a une concentration
finale de 1X. L’ensemble est incubé 15 min a 4°C a I’issue desquelles les lysats sont purifiés
par centrifugation, 30 min & 13000 rpm et & 4 °C. La concentration de chaque extrait est
déterminée par la méthode de dosage a 1’acide bicinchronique (acide 2,2'-biquinoline-4,4'-
dicarboxylique ; BCA, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) et qui repose sur les
propriétés spectroscopiques d’absorbance des noyaux aromatiques en présence d’ions de cuivre
(Cu). En effet, en milieu alcalin, les protéines ont tendance a réduire les ions cuivriques (Cu2+)
en ions cuivreux (Cu+), ces derniers vont ainsi former des neocomplexes avec les molécules
d’acide binchronique pour lesquelles elles présentent une grande affinité, aboutissant a la

synthese de complexes pourpres absorbants a des longueurs d’ondes aux alentours de a 562 nm.

Les valeurs d’absorbance ainsi obtenues sont normalisées par rapport a une gamme étalon

élaborée a partir de mesures de concentrations croissantes de BSA.

Les échantillons sont séparés en fonction de leur masse moléculaire par électrophorése, pendant
45 minutes a 1h a 200 Volts et 400 mA. Apres ajout de 15uL d’un tampon de charge LDS-
(4X), 25 ug de chaque échantillons sont portés a ébullition pendant 10min a 95°C, la migration
est réalisée sur des gels pré-coulés de polyacrylamide Bis-Tris 10% SDS-PAGE et dans du
tampon MES (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).
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Enfin, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose a 1’aide du systéme
iBlot transfert (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) et saturée pendant une heure, a
température ambiante et sous agitation avec une solution TBS-Tween (100 mM NaCl, 10 mM
Tris, 0,2% Tween 20) supplémenté avec 5% de lait (Santa-Cruz Biotechnologies, Santa Cruz,
CA, USA) afin d’éviter toute liaison non-spécifique. Les membranes sont incubées a 4°C sur

la nuit en présence de 1’anticorps primaire.

Aprés plusieurs ringages au TBS-Tween 1%, les membranes sont exposées 1h a température
ambiante en présence d’anticorps secondaire, couplé a la HRP (horse radish peroxydase),
permettant ainsi de détecter les bandes par bioluminescence. (Kit ECL, Les membranes sont
révélées grace au systeme de révélation Amersham ECL Prime Western Blotting System
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) a I’aide du scanner Las-4000 Biomolecular
Imager et I’analyse d’image est réalisée a I’aide du logiciel ImageQuant™ (GE Healthcare®,
Little Chalfont, Royaume-Uni).

Protéine ciblée Clone Hote Dilution  Fournisseur
MEK 9122 Lapin 1/1000 Cell Signaling
Phospho-MEK (Ser217/221) 9121 Lapin 1/1000 Cell Signaling
Akt 9272 Lapin 1/1000 Cell Signaling
Phospho-Akt (Ser473) 9271 Lapin 1/1000 Cell Signaling
B-Tubuline TUB 2.1 Souris 1/1000 Sigma Aldrich
Cycline D1 H-295 Lapin 1/500 Santa-Cruz
Cdk4 H-22 Lapin 1/500 Santa-Cruz
HSC-70 B-6 Souris 1/2000 Santa-Cruz
Secondaire anti-souris - - 1/2000 Cell Signaling
Secondaire anti-lapin - - 1/2000 Cell signaling

Tableau 6 : Liste des anticorps utilisés en Western blot
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7. Caractérisation d’une population de cellules souches cancéreuses

Les mélanosphéres ont été générées dans des plaques 24-puits (P24) prétraitées a une solution
constituée de 0,5 mg/ mL poly-2-hydroxyethylmetacrylate (PolyHema, Sigma Aldrich®, St
Louis, MI, USA) dilué¢ dans de I’éthanol, empéchant ainsi tout phénomene d’adhésion
cellulaire. Environ 5 x 10% cellules par puits ont été ensemencées aprés avoir été reprises dans
du milieu SFU (sphere forming unit), composé principalement de milieu DMEM/ F-12
(Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) appauvri en sérum, additionné du
supplément B-27 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) et complémenté en facteurs
de croissance tels que le bFGF recombinant humain et I’EGF a une concentration finale de 20
ng/mL (Stem Cells biotechnologies®, Vancouver, Canada). L’ensemble est incubé pendant 7

jours a I’abri de la lumiére, dans une étuve thermostatée, a 37°C et 5% de COs.

Afin de s’assurer de la quiescence et I’authenticité des sphéroides, un certain nombre de tests

fonctionnels a été réalisé (Rhodamine 123, Dil label retaining cells) détaillés ci-apres.

1 pM de marqueur Dil est ajouté a une suspension cellulaire dans du PBS et I’ensemble est
incubé 10 min a I’étuve, a 37°C. Apres centrifugation, les cellules sont rincées au PBS, 1%
BSA puis cultivées comme décrit plus haut. Le milieu de culture est renouvelé tous les cing
jours et le nombre de SFU est estimé apres 7 (génération 1 : g1), 14 (g2) et 21 (g3) jours selon
la formule d’approximation suivante : nombre de sphéres x 100 / nombre de cellules

ensemencées.

Lors de chaque passage (g1, g2, g3), 1000 cellules sont récupérées, trypsinisées rapidement et

ensemencées dans des nouvelles plaques.

La concentration cellulaire est ajustée a 10° cellules par millilitre dans du RPMI 1640
supplémenté avec 10% de SVF. Aprés ajout de 0,1 pg/ mL de rhodamine 123 (Rh123), les
cellules sont incubées pendant 20 minutes & 37°C pour la phase de marquage a I’issue de

laquelle deux ringages avec du milieu complet sont effectués, puis une nouvelle incubation de
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1h & 37°C permet la phase d’efflux. Enfin, les cellules sont conservées a 4°C dans de la glace

avant d’étre analysées au cytométre (CyAN ADP, Beckman Coulter, Brea, CA, USA).

8. Caractérisation génomique

L’ADN génomique total a été extrait et purifié a partir de culots cellulaires a 1’aide du kit
DNeasy et selon les recommandations du fabricant (Qiagen™). La concentration et I’intégrité
de chaque échantillon a ensuite été déterminée au spectrophotométre (NanoDrop®) par la
mesure d’absorbance des noyaux aromatiques a 260 nm et par électrophorese sur gel d’agarose.
La pureté de chaque échantillon a pu étre appréciée grace aux rapports Azeo / Azgo Nm et les
échantillons ayant un rapport inférieur a 1,8 ont été éliminées afin de s’affranchir de toute

contamination protéique pouvant interférer avec I’analyse.

Dans le but de déterminer le nombre de variations de copies de génes et des altérations géniques
présentes dans nos échantillons, des études ont été réalisées par puces oaCGH (oligonucleotide
array Comparative Genome Hybridization). Ces puces a ADN pangénomiques sont constituées
d’oligonucléotides d’une longueur de 60-mer comprenant un total de 180.000 sondes (Canine
Genome 4x180K SurePrint G3 Canine CGH Microarray 025522 D_F_ 20130822, Agilent
technologies). Apres hybridation des échantillons, les images ont été acquises consécutivement
suite a une lecture au scanner (G2505C, Agilent), quantifiées a 1’aide du logiciel Agilent Feature
Extraction Software (vVA.8.5.1.1) et enfin analysées sur la plateforme Agilent Genomic
Workbench softwareVV7.0.4.0. L’analyse des données recueillies a été réalisée a postériori en
se basant sur la construction génomique CanFam 3.1 (Hoeppner et al 2014). Le profil de
variation du nombre de copies (CNV) de chaque échantillon a été établi grace a la méthode de
segmentation ADM2 (Aberration Detection Method 2). Une variation est définie tel qu’une
délétion ou un gain de fonction selon le log 2 du ratio de distribution. Les régions présentant un
log 2 ratio > +0.25 correspondent a un gain hétérozygote (amplification) alors que les pertes de

fonction (délétion) ont été assimilées a un log 2 ratio < —0.25 (une valeur seuil a été fixee a 6.0
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pour I’ensemble des aberrations). L’ensemble des données génomiques présentées dans ce
manuscrit ont été mises a disposition sur la plateforme GEO (Gene Expression Omnibus) sous

le numero GSE88724 (Plateforme de génomique structurale et fonctionnelle, IRCL).

9. Analyses statistiques

Les valeurs obtenues sont étudiées par un test statistique d’analyse de variance (ANOVA) et
par un test de différence significative minimale de Fisher (PLSD : Protected Least Significant
Different Method) sur mesures répétées, grace a un logiciel informatique, basé sur un langage
de programmation et environnement statistique (R). Les symboles utilisés dans les figures sont
. ns : non significatif ; * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005 ; **** p<0,001.
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I. Validation Préclinique

Etablissement et caractérisation du modele
préclinique de mélanome canin
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Partie A : Mise en place du modele

A partir de préléevements de patients, nous avons isolé et mis en culture des cellules tumorales
gue nous avons ensuite caractérisées histologiquement, pharmacologiquement et
génétiquement. Plusieurs stratégies ont donc été envisagées pour 1’établissement d’une lignée
cellulaire de mélanome canin a partir d’un échantillon de tissu initial. Soit & partir de cultures
primaires, établies directement apres purification et mise en culture directe des cellules issues
du prélevement initial, ou alors par I’intermédiaire de xénogreffe apres croissance in-vivo dans
un modéle animal. Deux lignées cellulaires de mélanome canin (cMeX et cDuX) ont ainsi pu

étre obtenues.

En raison de la faible quantité de cellules purifiées a partir du tissu tumoral de Dolly, nous avons
privilégié la xénogreffe pour I’obtention des lignées cMeX. Lors du premier passage en
xénogreffe, cing souris ont été injectées. Une masse palpable d’environ 56,1 +21.1 mm? a été
observée 45 jours apreés inoculation des cellules tumorales (Figure 27). Le seuil éthique de 2000
mm? est atteint 110 jours aprés 1’injection, en effet, trois souris sur I’ensemble des cinq animaux
injectés ont développé une tumeur d’un volume de 2000 +288,7 mm?3. Aprés euthanasie, les
tumeurs ont été récupérées et les cellules tumorales ont été « extraites « comme décrit plus haut
(cf. Matériel et Méthodes).

Figure 27 : Evolution in-situ de la croissance tumorale 45 (A), 65 (B) et 110 (C) jours post-injection.

A Tinverse, le prélévement issu de Tania a permis une croissance tumorale in-vivo

significativement plus rapide. En effet, ’ensemble des souris ayant été injectées ont développé
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une masse sous-cutanée d’un volume moyen de 1600 +295 mm? entre 50 et 65 jours post-
injection. Les examens macroscopique et anatomopathologique n’ont permis de mettre en

évidence aucune lésion métastatique (Figure 28).
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Figure 28 : Courbes de croissance tumorales des lignées de mélanome canin cMeX et cDuX

Apres plusieurs passages en culture, les lignées établies cMeX et cDuX ont été réinjectées aux
souris afin de confirmer leur pouvoir tumorigene. Les courbes de croissance tumorales montrent
une induction du processus de tumorigenése significativement plus rapide, dés le deuxiéme
passage pour les cellules cMeX avec un volume moyen de 1905 +595 mm?, 55 jours post-
induction. Aucune différence importante pour la lignée cDuX n’a été rapportée au cours des
différents passages. Aussi, I’examen macroscopique a permis de mettre en évidence la présence

de lésions métastatiques au niveau hépatiques, pulmonaire et splénique (Figure 29).
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Figure 29 : Caractérisation macroscopique des tumeurs greffées et mise en évidence de lésions
métastatiques

Contrairement a Dolly, la piéce opératoire récupérée sur Tania a permis d’isoler un nombre
important de cellules, nous offrant ainsi la possibilité d’explorer les deux méthodes de culture

évoquées précédemment.

Une lignée primaire (cDuP) a ainsi pu étre obtenue aprés une mise en culture directe, en boite
de pétri de 60 mm des cellules tumorales isolées. Aucune différence entre la lignée primaire et
la lignée dérivée du premier passage en xénogreffe (cDuX) n’a pu étre établie sur le plan

morphologie, phénotypique et génomique (cf. analyse CGH, plus loin).

Ainsi, a partir des prélevements initiaux traités, deux lignées cellulaires principales de
mélanome canin ont pu étre établies (cMeX et cDUX). Aprés un minimum de 5 passages en
culture, les temps de doublement cellulaire ont pu étre évalués et correspondent a 59,9h + 6 et

61,6h = 4 (n=3, £ sem) pour les lignées cMeX1 et cDuX1 respectivement. Les différents

passages en xénogreffe ont permis de réduire significativement ces temps de doublement
(Tableau 1Tableau 7).
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Partie B : Caractérisation des deux modeles

cellulaires canins

1. Caractérisation histologique

Dans le but de caractériser ces deux modeles cellulaires sur les plans histologique,
phénotypique, et cytologique, une série de marquages par immunohisto- et immunocytochimie
a été realisée.

En plus des colorations hematoxylin-éosin (H&E) et May-Grinwald Giemsa (MGG), un panel
specifique de marqueurs de différenciation adapté au mélanome a été utilisé. Les tumeurs
récupérées des xénogreffes ainsi que les cellules isolées ont été marquées a la cytokératine, la

vimentine, ’antigéne melan-A ainsi que la protéine S-100.

La cytokératine et la vimentine constituent des marqueurs des filaments intermédiaires, tissu-
spécifiques, importants mais cependant insuffisants pour la classification des tumeurs. En effet,
alors que les kératines sont specifiques des cellules épithéliales, la vimentine elle marque
preférentiellement les cellules du neurectoderme ainsi que les cellules mésenchymateuses
(Koenig et al, 2001).

La majorité des mélanomes sont spécifiquement vimentine positives (Smith et al, 2002). Dans
une étude rétrospective de 338 cas de mélanomes muqueux, Ramos-Vara et al ont rapporté un
marquage cytoplasmique vimentine (+) et cytokératine (=) dans 100% des tissus marqués

(Ramos-Vara et al, 2000) concordant ainsi avec les résultats obtenus dans notre modéle.

Ces marqueurs ne permettant pas d’établir un diagnostic définitif en raison de leur réactivité
avec un trés grand nombre de cellules, nous avons donc réalisé des marquages melan-A et S-

100 consécutivement.

Melan-A ou MART-1 constitue un antigene de surface des mélanocytes. Codée par le géne
MLANA, c’est une protéine d’une taille de 18 kDa, présentant des fragments intracellulaire,
cytoplasmique et extracellulaire. Sa fonction n’est pas encore bien définie (Koenig et al, 2001),

elle aurait un rdle potentiel dans les mécanismes de reconnaissance des mélanocytes tumoraux
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par les cellules immunitaires lors de la réponse médiée par les lymphocytes T cytotoxiques
(Smith et al, 2002).
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Figure 30 : Marquage par immunohistochimie (IHC) anti-Melan-A des coupes tumorales de
xénogreffe des lignées cMeX (A et C) et cDuX (B et D) : marquage diffus et hétérogéne au sein de la
masse tumorale, dilution au 1/50. Observation au microscope optique (x200).

Les lames ont été analysées par un pathologiste et le compte-rendu (annexe C) a été en faveur
d’un mélanome faiblement pigmenté formant des plages epithelioides de cellules mixtes,
polygonales et fusiformes et d’une taille > 30um et présentant des atypies cytonucléaires
(Figure 30, A & B).

Les marquages par IHC (Figure 30, C & D), immunocytochimie (ICC) (Figure 31) ainsi que par
immunofluorescence (IF) (Figure 32) indiquent que les cellules expriment fortement 1’antigéne
melan-A, aussi bien dans les tumeurs développées a partir des modéles murins établis qu’au

niveau des lignées cellulaires isolées a partir de celles-ci.

104



Zacharie Segaoula Résultats

A F N aS
M
'S et
8 ooy
e 2 9 5
5 SO )
o % N %y
O
S % s
) ‘ ‘ ‘
. K
‘ e
s ut
"8y Iy

e 2000 ¢ Sainte

‘:w.z “. : s ‘.
] “ Do .
I P G Ik

° | e

”,‘ o.‘_. .. ;;....02:...%. * 5% LR § @ 't‘. NS
i ."1&&:"’ 0 L TR B
12 ® o P A ¥ X ,0.{ S M’. 3
TR A ER

i L e ® ¢
o, e % . ’oﬁ: “*é. S aes 0O o) 09 " e,
VTR By R Rt

Figure 31 : Coloration MGG et marquage anti-MelanA par ICC des lignées cellulaires établies.
Les lignées cMeX (A & C) et cDuX (B & D) présentent une population cellulaire mixte, marquant
fortement et de maniére hétérogeéne [’antigéne MelanA. Observation au microscope optique,
grossissement (x200).

Anti-MelanA

Controle isotypique

Anti-MelanA

Figure 32 : Marqguage anti-melanA par IF des lignées cellulaires cMeX (A & C) et cDuX (B & D)
établies. Observation au microscope a fluorescence Leica DMRB et a I’objectif x20.
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Nous nous sommes ensuite intéressés au marquage de la protéine S100, qui constitue un
marqueur spécifique des mélanocytes. En effet, ces protéines d’une taille avoisinant les 21 kDa
constituent une famille d’holoprotéines dimériques composées de sous-unités o et § et dont les
principales fonctions seraient la liaison intracellulaire et intranucléaire des ions calcium Ca2+,
la régulation de la phosphorylation d’un certain nombre de protéines mais aussi de la

prolifération cellulaire (Smith et a, 2002).

Plusieurs isoformes ont été rapportées et sont exprimées de maniére différentielle dans un tres
grand nombre de tissus. On note par exemple I’isoforme S100a spécifique des cellules
neuréctodermiques (Koenig et al, 2001) mais surtout 1’isoforme S100b spécifique du tissu
ceérébral et également des tissus tumoraux notamment les mélanocytes malins (Hoinghaus et al,
2002), la rendant ainsi nécessaire pour le diagnostic de mélanomes achromiques (Koenig et al,
2001).
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Figure 33 : Marquage IHC de la protéine S100 dans les lignées établies cMeX (A & C) et cDuX (B
& D). Révélation a I"immunoperoxydase HRP et au chromogéne DAB, observation au microscope
optique, grossissement (x200).
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Les marquages IHC (Figure 33) et IF (Figure 34) indiquent une expression forte et spécifique

de cette protéine dans nos lignées cellulaires, en faveur d’un mélanome.

A.

Controle isotypique

Anti-S100

Figure 34 : Marquage anti-melanA par IF des lignées cellulaires cMeX (A & C) et cDuX (B & D)
établies. Observation au microscope a fluorescence Leica DMRB et a 1’objectif x20.
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2. Caracterisation génomique

Les mélanomes constituent un ensemble de tumeurs tres complexes. En effet, elles dérivent des
mélanocytes qui n’acquierent cette capacité de cancérisation et de croissance autonome qu’a la
suite d’une série de transformations, aboutissant a des mutations et conduisant a la

tumorigénese.

Contrairement a I’homme ou la forme cutanée est largement prédominante, les mélanomes
canins sont principalement muqueux et non-UV dépendants. Ce type de tumeur peut se
développer chez n’importe quelle race mais avec des prédispositions beaucoup plus importantes
chez certaines comme les scottishs terriers, les golden retrievers, les caniches ou encore les
schnauzers (Modiano et al, 1999). S’appuyant sur ces observations, 1’hypothése d’un

fondement génétique a 1’origine de ces tumeurs est fort probable.

Ces prédispositions héréditaires ont été mises en évidences chez I’homme, notamment par la
découverte des mutations somatiques du géne Cdkn2a (Hussussian et al, 1994) mais aussi des

altérations chromosomiques au niveau des 6° et 7¢ paires chromosomiques (Tsao et al, 2012).

Ces altérations génetiques au cours des premieres phases de la tumorigénese sont donc
importantes a connaitre pour la compréhension de ces mécanismes et la mise en place de

thérapeutiques efficaces.

Nous avons cherché a établir le profil génétique de nos deux modeles cellulaires cMeX et cDuX.
Des études d’hybridation génomique comparative par puces pangénomiques CGH ont été
réalisées. Les données obtenues ont été analysées pour chaque échantillon sous le logiciel R et
ont permis de mettre en évidence un certain nombre d’altérations (amplifications ou délétions

pour les deux lignées (Tableau 8).

Les profils chromosomiques établis permettent de différencier les deux lignées cellulaires
(Figure 35, Annexe D). Une perte hypothétique du gene Cdkn2a au niveau du chromosome 11
a éeté rapportée chez cDuX et en raison d’un important bruit de fond, reste difficilement
identifiable dans cMeX.
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Figure 35: Chromosome plot des lignées cDuX (A, C, E) et cMeX (B, D, F) montrant les altérations au
niveau des chromosomes 11, 26 et 30 (sur 39 paires de chromosomes). Diagrammes générées a 1’aide
d’un script €élaboré sur le logiciel R.
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Parmi les autres altérations identifiées, une délétion homozygote du gene Pten a été identifiée,
uniquement au sein de la lignée cMeX. On note également le remaniement important
caractéristique du chromosome 30, rapporté par plusieurs travaux de recherches, témoignant de

I’agressivité de la tumeur et dont une liste hypothétique de génes impactées a été établie

récemment (Poorman et al, 2015).

Position chromosomique Log?2 ratio
cDuX

CDKNZ2A CFA 11 : 41225749-41264280 -0,76 -1,13
RB1 CFA 22 : 3063445-3177426 -0,9 -0,44
PTEN CFA 26 : 37853148-37913100 -4,11 -0,44

Tableau 8: Liste commune de genes délétés dans les deux lignées cellulaires de

melanomes canin et leur position chromosomique (CFA : Canis lupus FAmiliaris).

Une classification hiérarchique (clustering de genes) sur 1’ensemble des échantillons (tumeur
primitive, xénogreffes et lignées) a été établie et n’a permis de démontrer aucune dérive
significative de la lignée cDuX entre la lignée primaire, issue de la tumeur primitive et la lignée
dérivée de la xénogreffe, sur le plan génomique. Une légére altération est observée cependant
au cours du troisieme passage de la lignée cMeX. Des analyses complémentaires par Whole
Exome ou RNA-Seq nous permettraient de comprendre plus spécifiqguement les anomalies
chromosomiques dérivant de la transformation de cette lignée issue d’un modele murin (Figure
36).
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Figure 36: Clustering génétique représentant la classification hiérarchique des échantillons issus de
Tania et Dolly et la matrice des distances entre chaque échantillon. Figure élaborée a partir du logiciel
R et a I’aide d’un algorithme spécifique adapté.

Nous avons ainsi pu identifier une liste des régions génomiques et/ou de genes ayant subi des
amplifications ou délétions, observables par 1’analyse comparée des deux patients analysés
entre eux et vis-a-vis de témoins issus de la base de données GEO (GSE57137), a eté dressee.
Cette premiere liste permet des a présent de distinguer chaque échantillon et de repérer des
régions et des génes « perdus » et « gagnés ». La représentation et les analyses génomiques ont

été réalisées sur la plateforme Genomic Workbench Software v7.0.4.0 (Annexe E).

Une analyse comparative des trois groupes (Tania, Dolly et échantillons contréle issus de GEO)
a ¢té réalisée et a permis d’établir une liste d’aberrations, mettant en évidence des régions
chromosomiques spécifiques. En se référant a la base de données RefSeq, une liste regroupant
le nom des génes présents dans chaque région a eté établie. A partir de cette liste, les aberrations
présentes exclusivement dans 1’ensemble des échantillons retenus pour chaque prélévement

(Tania et Dolly) ont été retenues.

Un ensemble de 82 génes ont été amplifiés chez Dolly vs. Tania et les contréles alors que Tania
dispose d’un nombre de génes amplifiés beaucoup plus important, au nombre de 1842. De plus,
une analyse croisée des échantillons Tania et Dolly vs. controles a permis de mettre en évidence

898 génes amplifiés communs (Tableau 9).

111



Zacharie Segaoula Résultats

Nombre de régions

Taille totale (Mb)

Nombre de genes

impliquées

amplification | délétion | amplification délétion amplification délétion
Tania xénogreffe 649 85 382.163 215.890 5.728 875
Tania DuP 499 47 513.314 37.737 7.829 5.034
Tania Tumeur Primitive 676 51 486.319 112.544 9.293 11
Tania cDuX 734 78 617.353 112.327 7.929 864
Dolly xénogreffe 29 48 397.245 577.828 10.782 12.350
Dolly cMeX 1 27 45 396.973 580.481 10.799 12.241
Dolly cMeX 3 458 41 654.849 226.493 11.434 21
Dolly Tumeur Primitive 24 25 313.530 411.890 1.423 119

Tableau 9 : Description du nombre d’événements génomiques (amplification/ délétion) dans

chaque échantillon.

Ces listes ont été soumises a la base de données IPA (QIAGEN’s Ingenuity® Pathway Analysis,
Redwood City, www.giagen.com/ingenuity). Les résultats obtenus montrent une amplification
importante du gene codant pour la protéine PD-L1 (Cd274 at CFAL :93590594-93597819 -
(NM_021893) programmed cell death 1

I’immunoéchappement et de 1’augmentation de 1’agressivité des tumeurs ainsi que du potentiel

ligand 1 precursor), responsable de
métastatique. Aussi, il a été rapporté une augmentation des cyclines Cdk4 et Cdk20 (cdk20 at
CFA1l :97623350-97628970 - (NM_001008655) cyclin-dependent kinase 20 ; cdk4 at
CFA10 :1813220-1815111 - (NM_001016742) cyclin-dependent kinase 4), importantes pour
la régulation du cycle cellulaire, uniqguement pour la lignée cDuX.

Parmi les amplifications identifiées dans les deux lignées cMeX et cDuX, notons la présence
du géne ABCB1 (CFA14 :13645287-13726710 - (NM_001287322) multidrug resistance
protein 1), codant pour les protéines de résistances au traitement mais aussi de ALDH1
(CFA30 :23084104-23130445 - (NM_001087771) aldehyde dehydrogenase 1 family member
Al L homeolog). Ces deux génes sont connus pour leurs implications dans les mécanismes de
régulations des cellules souches tumorales (Luo et al, 2012) capables d’auto renouveélement et

de différentiation, primordiales pour le processus de cancérogenese.
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3. Caractérisation pharmacologique

Les mélanomes sont des tumeurs connues pour développer un certain nombre de résistances
aux traitements quels qu’en soient leur nature. Ainsi, au stade métastatique, le mélanome est
souvent associé a une radiorésistance, une polychimiorésistance voire méme un
immunoéchappement comme 1’ont déja démontré un certain nombre d’études récentes (Ziegler

et al, 2008 ; Thakur & Stuart, 2013 ; Bu et al, 2016).

Les agents de chimiothérapie constituent une classe thérapeutique largement utilisée dans la
prise en charge d’un certain nombre de cancers en raison de leur haut potentiel cytotoxique vis-
a-vis des populations cellulaires tumorales. Parmi ces molécules, la dacarbazine (DTIC,
déticene®) constitue 1’agent de premiére intention et a pendant trés longtemps éte le standard
thérapeutique dans le traitement du mélanome métastatique non-opérable, et ce malgré un faible
taux de réponse (15 — 25%, Hill, Metter et al, 1979) ainsi qu’un faible bénéfice apporté quant
a la survie des patients (Ugruel et al, 2013). La mise en place de thérapies ciblées a permis
d’améliorer et de prolonger la survie et la qualité de vie des patients atteints de mélanome
métastatique. C’est par exemple le cas du Vémurafenib (PLX4032) (Flaherty et al, 2010) petite
molécule ciblant spécifiquement les mutations de 1’oncogéne BRAF responsables de
I’activation constitutive de la voie des MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) et rapportées

dans plus de 50% des mélanomes métastatiques humains (Sun et al, 2014).

Nous avons évalué dans un premier temps la concentration efficace du DTIC, inhibant la
croissance et la prolifération, dans nos lignées cellulaires précédemment établies. Les lignées
de mélanome humain A375 et Sk-Mel28 ont servi de témoins positifs pour ces expériences. Un
effet sur la croissance et la prolifération cellulaires (ICso) n’a été observé que 72h aprés

incubation.

Les valeurs obtenues pour les lignées humaines ont été de 1’ordre du nanomolaire (100 nM %0,6
and 700nM = 11) pour les lignées A375 et Sk-Mel 28 respectivement. Aucune différence

significative n’a été rapportée entre le profil de ces deux lignées.

Pour les lignées cMeX et cDuX la réponse a la dacarbazine a été de 1’ordre du micromolaire et
les valeurs obtenues sont 1C50 = 6,9uM * 0,5 pour cMeX et IC50 = 23uM = 0,9 pour cDuX.
La variabilité de réponse entre ces deux lignées est trés significative (p < 0,0001), confirmant
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ainsi la différence d’agressivité du profil clinique a partir duquel ont été établis les deux modeles

cellulaires (Figure 37).
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Figure 37 : Courbes doses-réponse du DTIC. Les cellules ont été incubées 72h en présence de la
molécule. Les pourcentages de survie ont été établis a partir des valeurs obtenues via le test MTS et les
IC50 déterminés grace au logiciel GraphPad (Prism®).

Nous avons ensuite évalué la cytotoxicité du Vémurafenib sur les lignées cMeX et cDuX, 24 et

72h post- traitement. Contrairement au DTIC, le vémurafenib est capable d’induire un effet sur
la survie cellulaire a partir de 24h et jusqu’a 72h aprés incubation (Tableau 10). Aussi, a
I’exception de la lignée Sk-Mel28 qui semble développer une résistance a cet inhibiteur, une

réponse de I’ordre du micromolaire est obtenue avec 1I’ensemble des cellules (Figure 38).
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Lignée IC50 & 24h IC50 a 72h
A375 6 puM £0,1 6 UM £0,06
SK-Mel28 30uM £45 > 100 uM
cMeX 10 uM £ 0,14 1uM 0,1
cDuX 13,5 uM £ 0,07 2,9 uM £0,02

Tableau 10 : Valeurs IC50 des lignées de mélanome apreés 24 et 72h de traitement au Vémurafenib
(IC50 +£ sem).
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Figure 38 : Courbes doses-réponse 72h apres traitement au Vémurafenib. Les cellules ont été
incubées 72h en présence de la molécule. Les pourcentages de survie ont été établis a partir des valeurs
obtenus via le test MTS et les IC50 déterminés grace au logiciel GraphPad (Prism®).

Depuis la mise en évidence des mutations du gene BRAF activant constitutivement la voie
MAPK dans un certain nombre de cancers humains (Davies et al, 2002) et dans plus de 60%

des mélanomes métastatiques (Goel et al, 2006), I’inhibition de cette protéine ainsi que des

115



Zacharie Segaoula Résultats

partenaires impliqués dans cette voie de signalisation a fait I’objet de plusieurs projets de

développement thérapeutique.

Tres peu documentées jusqu’a présent ces mutations sont absentes voire tres rares dans les
mélanomes canins (Chudnovsky et al, 2005), probablement en raison de leur statut non-uv
dépendant, impliquant donc une autre voie au cours de la transformation maligne des
mélanocytes (Gillard et al, 2014).

Une équipe a récemment rapporté une mutation du gene BRAF, homologue a la mutation BRAF
V600E humaine (Mochizuki et al, 2015b). En effet la mutation BRAF V595E, substituant une
valine [V] par un acide glutamique [E] conduirait a ’activation de la voie des MAPK et
enclencherait la cascade de phosphorylation des protéines Raf, MEK et ERK conduisant ainsi

a la promotion de la croissance et la survie des cellules malignes (Decker et al, 2015).

Pour la suite de ce travail sur les inhibiteurs, nous avons donc quantifié les niveaux protéiques
des isoformes phosphorylées (pbMEK) et non phosphorylées de la protéine MEK, par western-

blot, en présence et en absence de vémurafenib (10 uM), pendant 24h.

Les résultats obtenus montrent une absence d’isoformes phosphorylées pour 1’ensemble des

lignées testées en présence de vémurafénib, indiquant ainsi le blocage de cette voie
Figure 39, A).

Nous nous sommes également intéressés a la voie PI3K, également connue pour étre impliquée
dans le processus de mélanomagénese dans 15 a 20% des mélanomes humains et canins (Fowles
et al, 2013). En effet, c’est I’homologue 3 du proto-oncogene Akt, une protéine kinase B
souvent activée par delétion de PTEN (Koenig et al, 2002) ou suite a I’amplification du géne
AKTS3, qui est responsable de 1’activation de cette voie, conduisant ainsi a I’inhibition et a la

résistance aux mécanismes d’apoptose.

Les résultats obtenus montrent une activation importante de cette voie et des niveaux importants

d’isoformes phosphorylées dans I’ensemble des modéles cellulaires étudiés (
Figure 39, B).

11 est donc nécessaire d’étudier 1’inhibition de cette voie par un ensemble d’inhibiteurs comme
le LY294002 ou la rapamycine (Kent et al, 2009) afin de confirmer son importance dans notre

modele cellulaire.
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Figure 39 : Activation de la voie BRAF (A) et PI3K/Akt (B) dans les modeéles cellulaires établis de
mélanome. Les cellules ont été incubées pendant 24h en présence ou non de vémurafenib a une

concentration de 10uM. Les lignées de mélanome humain A375 et Sk-Mel 28 ont été utilisées comme

témoins et la protéine HSC-70 comme contr6le de charge.
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4. Caractérisations fonctionnelles

a. ldentification des cellules souches cancéreuses (CSC) dans les lignées
cMeX et cDuX

Longuement controversée, 1’hétérogénéité tumorale prend une part importante dans la
croissance, la persistance tumorale ainsi que le développement de résistances aux traitements
(Shatton et al, 2008).

Les mélanomes forment un ensemble de tumeurs hautement métastatiques et trés
hétérogénes. La complexité intra-tumorale est en effet d’une grande importance dans
I’enrichissement génétique et phénotypique de chaque tumeur (Nowell et al, 1976), permettant
ainsi I’évolution d’une ou plusieurs sous-populations clonales au profil de réponse et de

résistance au traitement hautement variable (Maecham et al, 2013).

La sélectivit¢ de ces marqueurs et [’organisation hiérarchique des mélanocytes
tumoraux a longuement été discutée. Ces marqueurs, bien qu’ils soient spécifiques des CSC,
peuvent voir leur profil d’expression altéré en fonction d’un changement au niveau du
microenvironnement tumoral. On cite par exemple le cas du CD133 (Zabierowski et al, 2008 ;
Jaksch et al, 2008) d’ABCB5 (Schatton et al et Keshet et al, 2008) ou encore du CD34. Ces
seuls marqueurs ne sont donc pas suffisants pour la caractérisation de ces populations souches

au sein de notre modeéle.

Plusieurs travaux ont déja démontré les capacités des CSC a générer des sphéres mais
aussi leur capacité a exclure des drogues et des molécules exogénes, de maniére plus importante
que les populations non-souches, témoignant ainsi d’une activité importante des pompes a

efflux p-gp (p-glycoprotéine) (Clevers et al, 2011 ; Visvader et al, 2011 et Kuranda et al 2011).

Nous nous sommes donc basés sur un ensemble de tests fonctionnels (formation de
spheres, rétention de marqueurs fluorescents et tests d’exclusions de la Rhodamine 123 [Rh
123]) pour identifier et caractériser ces sous-populations (stem-like) sur les plans

morphologiques et fonctionnels.
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i. Tests d’exclusion a 1a Rh 123

En I’absence de marqueurs spécifiques de CSC dans le mélanome, le test fonctionnel d’efflux
a la Rh 123 a été réalisé afin de différencier les populations souches (Rh 123'%), faiblement

marquées (Mc Kenzie et al, 2007) et non souches (Rh123"9"),

La rhodamine 123 (Rh123) constitue non seulement un substrat spécifique des transporteurs
ABCBL1 et ABCB5 mais est aussi capable de se lier aux mitochondries, et sa rétention est
indicatrice de 1’état métabolique de la cellule (Kim et al, 1998 ; Frank et al, 2003).

Ainsi, une faible fluorescence Rh123 peut étre synonyme de la présence d’un faible nombre de
mitochondries actives dans la cellule ou d’une importante activité d’efflux, des pompes p-gp

(Kim et al, 1998) et ainsi une résistance au traitement.

Nous avons évalué le pouvoir de rétention et d’efflux de Rh 123 dans nos mod¢les cellulaires.
La Figure 40 montre les résultats obtenus par cytométrie en flux des deux lignées cellulaires
cDuX et cMeX, marquées a la Rh 123. Aprés 1h d’incubation, les deux lignées présentent des
profils distincts, une population importante éliminant fortement le marqueur Rh123 est
observée dans la population cDuX (44 %) alors qu’elle est largement plus faible pour cMeX
(12 %) (Figure 40).

Ce test indique que I’activité d’efflux dans ces lignées est ABCB1/ ABCBS5 dépendante et

3 low

conforte donc I’hypothése d’un lien direct entre les populations Rh12 et Iactivité de ces

transporteurs.

Des populations de cellules quiescentes ont donc été identifiées au sein des lignées de
mélanomes canins établies. Ces cellules sont capables d’exclure la rhodamine 123 et expriment

a leur surface le marqueur p-gp (ABCBb), différemment selon les lignées.
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Figure 40 : Test d’exclusion de la rhodamine 123 (Rh 123). Les cellules ont été incubées en présence
de Rh123 pendant 20 minutes (A, C) suivies d’une phase d’exclusion de 60 minutes (B, E). Une sous-
population importante ainsi qu’une faible fraction de cellules, immatures et métaboliquement inactives
retenant faiblement le marqueur Rh123 (Rh 123'%) a été identifiée dans les lignées cDuX (A, B) et cMeX
(C, D) (n=3).

ii. Formation de sphéroides

Ce test fonctionnel a permis d’étudier les capacités d’autorenouvelement a long terme
des populations souches présentes dans nos lignees canines de mélanome. Les résultats obtenus
montrent une différence significative entre les générations g1, g2 et g3 pour les sous-
populations Rh 123"9" dans lignées cMeX avec une amplification du nombre de colonies
formées (SFU) multipliée par deux entre g1 et g2 et qui revient au niveau basal a g3 alors
qu’aucune modulation n’a été rapportée pour la lignée cDuX. Aucune colonie n’a été observée
pour la 4° génération, pour les deux lignées, indiquant ainsi le potentiel « moins souche » de

ces populations.

Contrairement aux populations Rh 123"9" on observe un enrichissement important du
nombre de colonies de mélanosphéres générées a partir des clones Rh 123'“ sur un ensemble

de quatre générations consécutives. En effet, la génération de sphéroides est multipliée par 3,5
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entre les générations gl et g2 (p< 0,001) et ne varie pas significativement entre les générations
g2 a g4 (Figure 41) montrant ainsi leur potentiel d’autorenouvélement a long terme et leur

caractere souche (Perego et al, 2011).
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Figure 41 : Formation de sphéroides pour les lignées cMeX (A, C) et cDUX (B, D), sur trois
générations (g1, g2 et g3) pour les cellules Rh 1231i9" (A, B) et g1 a g4 pour les populations Rh 123'ow
(C, D) (S.F.U, spheres forming unit, calculé suivant la formule suivant : nombre de sphéres x 100/
nombre de cellules ensemencées) (n=6, + sem) (ANOVA suivie d’un PLSD Fisher).
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iii. Etude du cycle cellulaire

Afin de confirmer nos résultats, nous nous sommes intéressés a 1’analyse du cycle cellulaire
dans les populations Rh 123'°% et Rh123"9" aprés tri cellulaire de celles-ci. En effet, une des
caracteristiques des cellules tumorales est leur capacité de division incontrolée (phases S et
G2/M), contrairement aux cellules quiescentes, qui maintiennent essentiellement un état en
phase SubG1/GO0.

L’analyse du cycle cellulaire des sphéroides Rh 123'°% et Rh 123"9" montre une différence
significative (p < 0,001) entre les différentes phases de ces deux populations dans la lignée
cDuX (Tableau 11).

Cellules SubG1/ GO Gl S G2
Rh123'ow 60,9+1,3 30,6 £0,6 2,7+0,2 6,3+0,8
Rh123High 6,9+0,4 57,8+0,3 18,2+0,1 19+0,3

Tableau 11 : Analyse des différentes phases du cycle cellulaire entre les populations Rh 123'°%
et Rh123"9" de la lignée cDuX. Les valeurs indiquées représentent la moyenne de chaque

échantillon + sem, (n=6).

Le pourcentage de cellules en phase SubG1/ GO est donc important dans les populations Rh

123" par rapports & Rh 123"9" indiquant la forte quiescence de celles-ci.

En conclusion, les lignées de mélanomes canins obtenues sont capables d’induire la formation
de mélanosphéres en milieux dépourvus en sérum. L’activité de la glycoprotéine p (p-gp) a été
détectée dans I’ensemble des cellules étudiées mais d’amplitude variable en fonction de la

lignée cellulaire, avec une tres forte activité pour la lignée cDuX.
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Le systéme immunitaire constitue une des premieres barrieres de défense de 1’organisme face
aux agressions extérieures mais permet aussi le développement d’une réponse anti-tumorale
(Roitt et al, 1994). C’est en effet I’ensemble des altérations génétiques et phénotypiques d’une
cellule cancéreuse qui apportent toutes les informations nécessaires a la mise en place d’une
réponse immunitaire anti-tumorale spécifique par I’intermédiaire des cellules T cytotoxiques

(CD8+) ainsi que des lymphocytes auxiliaires CD4+ (Kim et al, 2014).

C’est donc un équilibre continu qui est établi dans 1’organisme entre la reconnaissance du soi
et du non-soi permettant ainsi la prévention contre les réactions auto-immunes. Bien souvent,
I’organisme élabore des stratégies d’échappement a cette réponse comme par exemple la
glycosylation, le blocage par anticorps de certains antigénes tumoraux (Morrison et al, 2002)
ou encore la surexpression de certaines protéines responsables de 1’échappement a
I’immunosurveillance. C’est le cas par exemple des protéines CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4) et PD-1 (Programmed Death-1) présentes a la surface des
lymphocytes, ou de PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1) surexprimée a la surface des cellules
tumorales et faisant actuellement 1’objet de plusieurs études cliniques et de développements

thérapeutiques en cancérologie (Chen & Mellman, 2013).

La molécule PD-1 et son ligand PD-L1 sont des protéines transmembranaires appartenant a la
famille des immunoglobulines. Alors que I’expression de PD-1 n’a été rapportée que sur les
lymphocytes B et T matures et les thymocytes ayant un phénotype CD4-/ CD8- en transition
CD4+/ CD8+, son ligand PD-L1 lui est exprimé aussi bien au niveau des cellules immunitaires
que non-hématopoiétiques. Ces protéines ont un rdle important dans I’immunosurveillance et
la tolérance périphérique, en effet, ’interaction PD-1/ PD-L1 bloque la prolifération, la survie

et induit la mort cellulaire par apoptose des lymphocytes T cytotoxiques (Merelli et al, 2014).

La surexpression de la protéine PD-L1 a été rapportée dans plusieurs types de cancers et pourrait
étre a ’origine d’immunoéchappement et de résistances tumorales au traitement. C’est le cas
par exemple des carcinomes pulmonaires, les cancers ovariens mais aussi les mélanomes
(Merelli et al, 2014, Hino et al, 2010).
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Dans cette partie du projet, nous nous sommes intéressés a 1’expression de cette protéine dans
le mélanome canin ainsi qu’a la mise en place d’essais fonctionnels pour 1’évaluation de son

activité dans 1’échappement tumoral au contréle immunitaire.

Des analyses complémentaires ont permis d’établir le profil d’expression de cette protéine par
IHC dans une étude rétrospective sur une cohorte de 53 chiens atteints de mélanome (Figure
42). Les résultats obtenus mettent en ¢évidence I’existence de trois types tumoraux
significativement différents en fonction des niveaux d’expressions de PD-L1 (forte, moyenne
et faible) (Figure 42). Les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL : tumor infiltrating
lymphocytes) sont importants pour le monitoring de la réponse anti-tumorale et la surveillance
de I’'immunoéchappement (Asano et al, 2016). Des études ont rapporté une corrélation
importante entre 1’expression de la protéine PD-L1 et la quantité de lymphocytes T cytotoxiques
CD8+ ainsi que les lymphocytes régulateurs (Treg, FoxP3+) dans le tissu tumoral (Maekawa et
al, 2016 ; Gadiot et al 2011). Nous avons donc par la suite analysé I’infiltrat immunitaire dans

le but de corréler le type tumoral au type de réponse mis en place par le systeme immunitaire.

Les résultats obtenus mettent en évidence la présence d’un infiltrat immunitaire CD8+
important dans les tissus exprimant faiblement PD-L1 par rapport aux tissus présentant des taux
élevés de cette protéine (p < 0,05), pouvant ainsi correspondre a la mise en place par
I’organisme d’une réponse immunitaire antitumorale. Aucune différence n’est observée entre

les groupes de niveaux d’expression faible et forte (Figure 43).

124



Zacharie Segaoula Résultats

A Faible Moyenne

H&E

$100

MART-1

PD-L1

s+ 5<0.001

¥ p<0.001

—

w
o
1

*** p<0.005

N
o
1

PD-L1 (moyenne d'intensité relative)
3

o
L

Figure 42 : Niveaux d’expression de la protéine PD-L1 par IHC sur une cohorte de 53 blocs de
paraffine de mélanome canin. Les colorations par immunohistochimie permettent de distinguer trois
groupes différents en fonction de I’intensit¢ de marquage. Les protéines S100 et MART-1 ont été
utilisées pour la confirmation de la nature des tumeurs (A). La quantification des marquages a été
réalisée a I’aide du logiciel image J et les histogrammes élaborés a partir du logiciel GraphPad Prism®

(B).
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A Tinverse, aucune différence significative n’a pu étre observée quant au niveau des
lymphocytes T régulateurs (FoxP+) entre les différents groupes, ne nous permettant pas de

conclure sur I’effet d’une tolérance périphérique potentielle (Figure 43).
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Figure 43 : Etudes de Pinfiltrat lymphocytaire par IHC sur une cohorte de 53 blocs de paraffine
de mélanome canin. Co-marquages des lymphocytes CD8+ / FoxP3+ (A). La quantification des
marquages a été réalisée a 1’aide du logiciel image J et les histogrammes élaborés a partir du logiciel
GraphPad Prism® (B).
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L’évaluation de I’expression de surface de PD-L1 sur notre modéle cellulaire a été evaluée par
cytométrie en flux. Les résultats obtenus montrent une expression importante de cet antigene
dans nos deux lignées et dont I’expression augmente positivement en présence d’ INFy, comme

I’ont rapporté Maekawa et al, dans leurs travaux (2014 et 2016) (Figure 44).
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Figure 44 : Profils d’expression de la protéine PD-L1 par cytométrie de flux dans les lignées cDuX (A)
et cMeX (B). L’expression de surface de la protéine PD-L1 a été évaluée a I’aide d’un anticorps couplé
a la phycoérythrine (PE, clone MIHS) et les controles isotypiques ont été réalisés a 1’aide d’un anti-
IgG2a de rat, couplé a la PE. Les résultats montrent une forte expression de la protéine PD-L1 dans les
deux lignées de mélanome canin et une variabilité importante en fonction du nombre de passage de
chaque lignée.

L’activité lytique des cellules NK anti-tumorale chez le chien a été mise en évidence en 1983
par Krakowka et al, qui ont rapporté une lyse significative des cellules canines de mélanome
(Krakowka et al, 1983).

A la suite des analyses mettant en évidence 1’expression de PD-L1 dans nos lignées, nous avons
donc mis en place, préalablement a 1’évaluation de la lyse médiée par des lymphocytes
cytotoxiques canins, un test de lyse cellulaire non-spécifique, médié par les cellules NK
(Saudemont et al, 2007). Nous avons pu montrer a 1’aide d’un test fonctionnel évaluant I’activité
specifique des caspases exécutrices 3/7 que nos modeles cellulaires étaient sensibles a la lyse
non spécifiqgue médiée par les cellules NK. Les lignées cellulaires de mélanome canin (cDuX
et cMeX) ainsi que la lignée humaine A375 ont été co-cultivées en présence de cellules NK et

a des ratios variables.

Les résultats obtenus montrent une reconnaissance établie entre les cellules de la lignée NK92
et nos modeles de melanome canin, induisant a une lyse cytotoxique, dose-spécifique (Figure
45, D). Ces résultats ont été confirmés par le test de viabilité cellulaire annexine V/ IP et mettent
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en évidence une corrélation entre 1’augmentation de la concentration en cellules NK et les
populations cellulaires A-/ PI+ (négatives a 1’annexine et positives a 1’iodure de propidium) en

présence d’un nombre important de cellules NK (Figure 45, A, B et C).
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Figure 45 : Lyse non-spécifique des cellules de mélanome A375 (A), cDuX (B) et cMeX (C) par les
cellules NK. L’augmentation du ratio Effecteur/ Cible (E/T) favorise ’activité caspase 3/7 dans les trois
lignées étudiées (D). Les cellules de mélanome ont été cultivées en présence de concentrations variables
de cellules NK pendant 24h, et les analyses de viabilité (A, B, C) et de I’activité caspase 3/ 7 (D) ont été
réalisées par cytométrie de flux.
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Les résultats préliminaires de phénotypage des populations lymphocytaires présentes au sein
des PBMC canins ne nous ont pas permis de mettre en évidence la présence d’une quantité
importantes de cellules CD8+. Nous n’avons donc pu purifier et expandre ceS populations et
poursuivre la suite de nos expériences visant a évaluer la lyse spécifique médiée par les CTL
(Figure 46).

Ces résultats peuvent s’expliquer par des conditions expérimentales non optimales ou par le

manque de spécificité des anticorps utilisés, non-adaptés aux prélévements canins.
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Figure 46 : ldentifications des populations cellulaires présentes dans les PBMC canins par
cytomérie de flux. Les cellules périphériques mononuclées ont été purifiées par un gradient de ficoll
puis marquées a I’aide d’un panel d’anticorps spécifiques canins (CD3, CD4, CDS, CD45RA, Thy-1 et
HLA-DE ou dirigés contre I’isoforme humaine (CD25, CD161, CD57) (cf. Matériel et Méthodes). Les
cellules ont été analysées au cytometre CyAN™ ADP Analyzer (Beckman Coulter®) et les diagrammes
obtenues apres analyse a ’aide du logiciel Summit® (Beckman Coulter®).

La purification de la population de départ constitue une étape nécessaire pour la croissance et
la prolifération des lymphocytes CD8+. En effet, ces lymphocytes sont trés sensibles aux
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facteurs de croissance présents dans la niche immunitaire tels que les cytokines (Graves et al,
2011). Une perturbation de la signalisation de ces médiateurs entrainerait donc 1’inhibition de

prolifération et la senescence de ces effecteurs cytotoxiques.

Il serait donc intéressant pour la suite de ce projet de d’abord purifier ces populations avant de

les expandre pour la réalisation des tests fonctionnels de lyse, a posteriori.
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Discussion et perspectives

e Caracterisiation histologique

Les mélanomes malins représentent un ensemble de tumeurs ayant un comportement agressif,
une croissance rapide et en clinique vétérinaire 80% des animaux développent des métastases
quelques mois apres le diagnostic. Alors que les taux de survie a 5 ans avoisinent les 80% aux
stades précoces, ils ne représentent que 6 a 9 mois au stade métastatique et une survie globale
inférieure a 5% (Lev et al, 2004).

Cancer majeur chez le chien, le mélanome muqueux représente une forme rare chez I’homme
et ne compte que pour 5% de 1’ensemble des tumeurs mélanocytaires. De pronostic sombre, la
survie moyenne rapportée pour les deux espéces est respectivement de 200 jours (Gillard et al,
2014) et < 25% a 5 ans (Hicks & Flaitz, 2000).

Le diagnostic du mélanome des les premiers stades évolutifs reste donc important car il permet

une prise en charge plus précoce de la maladie et augmente les chances de réponse.

Nous avons pu suivre 1’évolution clinique de deux melanomes muqueux de stades évolutifs
différents. Les deux profils étudiés ont montré une agressivité et une évolution tumorale
différentes. Le traitement de base a consisté en une chirurgie ainsi qu’une radiothérapie

adjuvante locorégionale de 4 séances de 8 Gy espacées d’une semaine pour les deux cas.

Les mélanomes de la jonction cutanéomuqueuse, plus particulierement le mélanome labial, se
présentent sous une forme agressive dans plus de 70% des cas (Schultheiss et al, 2006). Tania
présentait une de ces formes, puisque des atteintes neurologiques pouvant correspondre a un
syndrome paranéoplasique causé par des lésions métastatiques du systéme nerveux central

(CNS) ont été rapportées 6 mois apres le début du traitement.

Ces tumeurs, de faible manifestation clinique aux premiers stades évolutifs rendent difficile
leur diagnostic clinique, cytologique et histologique, et la microscopie électronique, permettant
la mise en eévidence des vésicules de melanomes, reste la meilleure option pour la

caractérisation et le diagnostic de certitude des mélanomes.

La caractérisation histologique a consisté en la mise en évidence de I’expression des protéines

melan-A, présentes en fortes quantités dans les mélanosomes. Ce marquage nous a permis
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d’isoler et d’identifier une population cellulaire d’aspects microscopique et macroscopique

variables et présentant un plésiomorphisme cellulaire important dans nos modéles.

L’absence de pigmentation dans certains cas de mélanomes achromiques (Smedley et al 2011)
en plus de la présence de certaines formes de mélanomes a différenciation ostéoide rendent le

marquage par I’antigéne melan-A incomplet (Maliver et al 2004).

La confirmation de ces résultats a donc été primordiale pour la validation de notre modele
cellulaire. La protéine S100 marque sensiblement plus de 80% des mélanocytes (Sandusky et
al 1985) et nous a donc permis d’établir un compte-rendu précis et complet pour la

caractérisation morphologique et phénotypique de nos modeles cellulaires.

e Caractérisation génétique et pharmacologique

Considérée comme principale cause d’échec dans le traitement d’un certain nombre de tumeurs,
la chimiothérapie est a la base de la prise en charge des patients présentant un mélanome, méme
si aux stades avancés de la maladie, elle est plus utilisée a but palliatif que curatif. En effet, il a
été rapporté des faibles taux de réponse avec cette option thérapeutique. Pour les derivés
platinés (Carboplatine et Cisplatine), ces taux de réponse oscillent entre 15 et 28% pour
I’homme et le chien (Rassnick et al, 2001 ; Boria et al, 2004) et sont de 14 et 13% pour la
Vindesine (VDS) et la Vinorelbine (VBL) respectivement (Quagliana et Stephens 1984).

La Dacarbazine par exemple, agent alkylant atypique, le plus actif et le plus largement utilisé
dans cette tumeur n’est efficace que dans 15 — 25% des cas uniquement (Hill Metter et al, 1979,
Lev et al, 2004).

Les études de viabilité cellulaire nous ont permis de montrer que les lignées canines établies de
mélanomes adoptent des profils pharmacologiques proches des caractéristiques cliniques de
chaque cas dont elles sont issues. L’exposition continue a la Dacarbazine met en évidence une
augmentation significative de la résistance des lignées établies de mélanome canin mais surtout

de la lignée cDuX par rapport aux contréles (A375 et Sk-Mel 28).

Cela nous a permis de confirmer la problématique de chimiorésistance, qui apparait

fréquemment dans le traitement du mélanome ainsi que d’évaluer I’efficacit¢ de la
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chimiothérapie combinée, qui reste a ce jour incertaine dans le traitement du mélanome

métastatique (Lev et al, 2004).

La voie Ras-Raf-Mek-Erk joue un réle clé dans les réponses cellulaires de croissance, de
prolifération et survie dans un certain nombre de cancers. Ainsi ont été rapportés un certain
nombre de mutations du géne RAS, codant pour trois protéines HRAS, KRAS et NRAS dans
20 -25% de cancers chez ’homme et des mutations similaires ont été¢ mises en évidence dans

les carcinomes pulmonaires et les leucémies chez le chien (Mochizuki et al 2015a).

En 2002, des mutations activatrices pour le géne codant BRAF, un membre de la famille RAF
ont été identifiées et ont conduit au développement d’inhibiteurs spécifiques. C’est le cas du
Vémurafenib, ciblant spécifiquement la protéine kinase BRAF et ayant obtenu une AMM en
2011 pour le traitement des mélanomes métastatiques non-résecables mutés BRAF V600E,

forme la plus répandue chez I’homme (Brose et al, 2002 ; Flaherty et al, 2010 et 2011).

La mutation BRAF V600E conduit a I’activation constitutive de la voie MAPK dérégulée dans
plusieurs cancers chez I’homme jouant un réle important de I’initiation de la mélanomagénése.
Cette activation mime une phosphorylation, s’en suit alors une activité kinase élevée en aval de

cette voie de signalisation (Roskoski, et al, 2010).

L’¢tude de I’effet Vémurafénib sur nos lignées cDuX et cMeX montre un effet significatif
supposant donc la présence de cette mutation dans notre modéle. Nous avons par la suite
confirme ces résultats en étudiant la phosphorylation de la protéine MEK par western blot et

comme déja démontré par Decker et al en 2015.

Les altérations géniques sont a la base de la transformation maligne des mélanomes. Les
résultats de caractérisation génomique ont pu démontrer une amplification de cet oncogéne
(chromosome 16, région 8222912-8311618, gain log2 ratio > 0.9) dans nos modéles. Ces
résultats ont cependant besoin d’étre confirmés par des analyses supplémentaires notamment
par séquencage classique Sanger ou par des études de transcriptome (RNASeq) (Gillar et al,

2014) et font actuellement I’objet de collaborations pour la suite du projet.

Une exposition prolongée aux rayons UV est souvent rapportée comme facteur favorisant et
augmentant le risque de développement de mélanome chez ’homme. En effet, les radiations
sont responsables de plus de 65% des mélanomes humains et conduisent a la libération de

radicaux libres oxygénés causant des cassures double brin de I’ADN et des anomalies
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chromosomiques, entrainant par la suite des dysfonctionnements cellulaires (Sulaimon &
Kitchell, 2003).

Les mélanomes canins de la cavité buccale sont souvent non-uv dépendants et possédent
rarement cette mutation VO60OE de 1’oncogéne BRAF (Maldonado et al, 2003 ; Edwards et al,
2004 ; Shelly et al, 2005 ; Chudnovsky et al 2005). Elle ne constitue donc pas une cause majeure
de développement de ces tumeurs chez le chien méme si un risque stochastique n’est pas a

exclure selon Sulaimon & Kitchell, 2003.

L’exon 15 de BRAF est tres conservé entre les espéces. C’est en effet dans deux études récentes
qu’a été mise en évidence une mutation BRAF V595E, orthologue de la mutation humaine
V600E (transversion d’une thymidine (T) par une Adenine (A) en position 8296284 du
chromosome 16 (CanFam 3.1), dans 6% des mélanomes canins (Mochizuki et al, 2015b, Decker
et al, 2015 Gillard et al, 2014), ce faible pourcentage pouvant s’expliquer par le nombre trés
limité de cas étudiés (Richter et al 2005).

Ces mutations ainsi identifiées chez le chien soulignent I’importance de ces mécanismes dans
les processus de cancérogenese. L’étude de la dérégulation de cette voie dans le modéle canin
permet donc d’avoir une meilleure compréhension des mécanismes a 1’origine des processus de
cancérogenese dans le mélanome et permettra de guider les études in-vivo pour I’identification

des facteurs intervenant dans la réponse et la résistance aux traitements de ces tumeurs.

Bien que cette altération moléculaire oncogénique soit présente dans plus de 82% des nevi
dysplasiques et 17% des tumeurs canines (Mochizuki et al, 2015) elle reste insuffisante pour
expliquer 1’agressivité de certaines tumeurs métastatiques et nécessite la présence d’altérations

complémentaires.

Un ensemble de proto-oncogeénes est donc impliqué dans la régulation, la croissance et la
différenciation des mélanocytes malins (Modiano et al, 1999). Ainsi des déregulations
génétiques majeures dans le mélanome ont été rapportées parmi lesquelles la surexpression de
c-myc, ayant un réle prépondérant dans la progression tumorale du mélanome chez le chien. On
note également 1’altération du profil d’expression des protéines de transduction du signal
comme par exemple la protéine kinase c-Kit, impliquée dans la voie PI3K/ Akt et jouant un rdle
important dans la différenciation tardive et anormale des mélanoblases embryonnaires
(Sulaimon & Kitchell 2003 ; Lahav et al, 2005).
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Nous avons donc par la suite étudié le profil génomique des modeles établis par hybridation
comparative (CGH). Les résultats obtenus montrent deux profils génomiques distincts et des
altérations correspondant aux données de la littérature (Poorman et al, 2015). Nous avons donc
pu mettre en évidence une perte de la fonction des génes Cdkn2a (Cyclin-Dependent Kinase
Inhibitor 2A) au niveau du chromosome 11 mais aussi une désorganisation chromosomique
autours des régions codant pour les génes Pten et Rb (Reinoblastoma tumor suppressor),
anomalies génétiques les plus fréquemment rencontrées lors de mélanomes bénins et malins

canins (Koenig et al 2002).

Parmi les dérégulations les plus importantes dans le mélanome, 1’altération de la fonction des
cyclines engendre une dérégulation de la division cellulaire (Cullen et al, 2002). L’inactivation
temporaire des protéines inhibitrices prive donc la cellule de toute possibilité d’inhibition de la

mitose et entraine donc une croissance et une prolifération incontrélées (Modiano 1999).

La famille CDKN2 code pour un ensemble de protéines inhibant les protéines CDK (Cyclin
Dépendant Kinase) intervenant dans le controle de la progression du cycle cellulaire. C’est le
cas des proteines p15 (INK4B/ CDKN2B), p16 (INK4A/ CDKN2A), p19 (Arf/ CDKN2D) et
enfin p21 (Waf/ CDKN1B) (Smith et al 200 2 ; Chudnovsky et al 2005).

Koenig et al (2002) rapportent que la mutation d’INK4a est 1’'une des anomalies génétiques
caractérisant plus de 50% des mélanomes humains et est considéré de ce fait comme un géne

de prédisposition familiale au mélanome les plus importants.

L’ensemble de ces évenements ainsi que la perte concomitante de 1’expression de la protéine
Rb, déja rapportée dans une lignée de mélanome canin (CML-6MC2) (Modiano et al 1999) ne
sont donc pas aléatoires mais correspondent a un complexe d’instabilité génomique tardive
important et en faveur de la pathogenése des mélanomes humains et canins (Chudnovsky et al
2005).

En effet, la dérégulation des niveaux d’ARNm de ces génes a déja été rapportée (Ritt et al.
1998 ; Koenig et al. 2002 ; Bianco et al. 2003). L’identification de ces variations du nombre de
copies suggere par conséquent des mécanismes par lesquels les tumeurs régulent I’expression
de geénes a l'origine de la tumorigénése du mélanome muqueux canin mais aussi au

développement de résistances a la chimiothérapie.
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Le codon 61 de I’exon 2 de I’oncogene NRAS est I’un des sites les plus fréquemment mutés
dans les mélanomes humains (Richter et al 2005), avec une fréquence avoisinant 36%,
représentant ainsi une position critique dans cette pathologie (Mayr et al 2003). En coopération
avec la mutation CDKN2A, la substitution Q61K de cette protéine est ainsi importante pour la

promotion et I’initiation de la tumeur (Delmas et al, 2007).

Parall¢lement a la voie MAPK, PI3K/Akt représente 1’une des voies les plus importantes dans
les néoplasies malignes et surtout dans les mélanomes muqueux chez I’homme et chez le chien
ou elle est souvent associée a la perte de la phosphatase PTEN (Wee et al 2008 ; Shull et al,
2012 ; Turri-Zanoni et al, 2012 et Fowles et al, 2013).

Nous avons pu démontrer au cours de ces travaux I’activation constitutive de cette voie dans
notre modele cellulaire. Une des perspectives intéressante de ce travail serait 1’identification
des mutations pertinentes décrites plus haut et rapportées récemment dans une étude visant a
caractériser génétiqguement une cohorte de 153 chiens présentant des mélanomes mugueux
(Gillar et al, 2014).

e Caracterisation fonctionnelle

L’identification des modeles cellulaires par CGH a permis de mettre en évidence une
amplification du geéne de 1’aldéhyde déshydrogénase, isoenzyme impliquée dans Ia
transformation et le métabolisme d’un certain nombre d’aldéhydes intracellulaires, conférant
ainsi une résistance a un certain nombre d’agents de chimiothérapies tels que le
cyclophosphamide (Magni et al, 1996 ; Sophos et al, 2003). Des niveaux élevés de cette enzyme
ont été rapportés dans un certain nombre de cellules souches cancéreuses (Hess et al, 2006 ;
Corti et al, 2006). Les mélanomes représentent un ensemble de tumeurs trés hétérogénes, des
travaux récents ont établi un lien évident entre la capacité tumorigéne de ces cellules et I’activité

ALDH (Boonyaratanakornkit et al, 2010 ; Luo et al, 2012).

Nous nous sommes donc intéressés par la suite a 1’étude des populations souches tumorales et
avons pu démontrer la présence de deux populations cellulaires différentes dans les modeles
établis comme 1’ont rapporté des résultats antérieurs sur des lignées de mélanomes humain et
murin (Touil et al, 2013). Il existerait donc une compartimentation ayant des caractéristiques

particuliéres et des sensibilités différentes aux stimuli environnementaux. Les populations
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Rh123'°“ présentent en effet des caractéristiques de cellules quiescentes a faible taux d’auto-
renouvellement comme le rapportent les résultats d’étude du cycle cellulaire. Il est donc
important de confirmer ces résultats par 1’étude des facteurs protéiques intervenant dans la
régulation de la division cellulaire de ces populations comme les cyclines (Cyclin D1 et CDK-
4) et le marqueur Ki67 par exemple dont la différence d’expression est discriminante pour la

croissance et de la prolifération cellulaires (Touil et al, 2013).

Les études précédentes ont permis de souligner un effet important de la voie PI3K/Akt, laissant
a penser qu’elle jouerait un roéle majeur dans la dormance tumorale des mélanocytes malins en
permettant le maintien de cette quiescence mais aussi en autorisant la sortie de cet état en cas
d’agression thérapeutique (Touil et al, 2013). 1l serait donc intéressant d’étudier 1’effet de
I’inactivation de cette voie sur I’enrichissement des populations Rh123'°% 4 1’aide d’inhibiteurs

spécifiques.

Le mélanome malin est malheureusement synonyme d’échecs thérapeutiques (Soengas & Lowe
2003). La complexité et les mécanismes de résistance de ces tumeurs rendent impuissants les
cliniciens et les chercheurs face sa capacité a contourner les stratégies thérapeutiques les plus
innovantes (Zaretsky et al, 2016). C’est pourquoi il est nécessaire de mettre en place des
nouveaux modeles, avatars des cancers humains, afin de décrypter ces mécanismes et mieux

les combattre.

Ces mécanismes restent encore mal définis (Mantwill 2000, Nikolaou Stratigos et al 2011). Il
existerait deux types de résistances, intrinseque et acquise (Gatti & Zunino 2005). La premiére
est innée et les tumeurs sont initialement insensibles au produit. La seconde se développe au
fur et a mesure de I’exposition au traitement par activation des pompes a efflux p-gp (Guminski
Harnett et al, 2002).

L’expression et I’élimination par transport actif grace aux pompes a efflux représente 1’une des
principales voies d’échappement des cellules tumorales face a la chimiothérapie (Stavrovskaya,
2000). Plusieurs études ont rapporté 1’enrichissement des populations ABCBS5+ suite a

I’exposition a un produit de chimiothérapie (Chartrain et al, 2012).

La série de tests fonctionnels a permis 1’identification de populations présentant une forte
activité a efflux ABCB1/ ABCB5-like, caractéristique des CSC et synonyme de résistance au
traitement. Pour la suite de ce projet, il sera essentiel d’identifier ces populations notamment &
I’aide de marqueurs de surface tels que I’antigene CD133, OCT-4 ou encore M-CAM
(Melanoma Cell Adhesion Molecule) (Touil et al, 2013). Cette molécule d’adhésion, spécifique
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du mélanome est le premier marqueur de progression tumorale identifié¢ chez I’homme et dont
I’expression est proportionnelle a la capacité de dissemination tumorale de la tumeur (Guezguez
et al 2006).

Les résultats préliminaires des tests de viabilité en presence de Dacarbazine (DTIC) montrent
une différence de réponse au traitement entre les populations quiescentes présentant des
caractéristiques de cellules souches et les populations dites « normales », non-souches. 1l serait
ainsi intéressant de réaliser ces tests sur cellules triées Rh123low afin de confirmer cette
différence de sensibilité et ces propriétés de chimiorésistance, caractéristiques de ces

populations.

Enfin, la capacité de ces CSC a initier la formation de tumeur dans un modele in-vivo de nos
modeles canins reste a établir, comme déja rapporté par Shatton et al (2008). Nous avons pu
mettre en évidence la différence du potentiel tumorigéne entre les populations dites « souches »
et les populations « non-souches » dans un modele murin immunodeficient. Ces resultats

préliminaires doivent cependant étre confirmes.

e FEtude de ’axe PD-1/PD-L1

L’hétérogénéité tumorale du mélanome est souvent responsable de la mise en place de
mécanismes de résistance et d’échappement au traitement (Roesch, 2015). Parmi les limites
identifiées dans le traitement des mélanomes, le pourcentage des patients répondant au
traitement et la durée de réponse avant la rechute constituent les principaux obstacles dans la

prise en charge de ces tumeurs.

Il est évident depuis bien longtemps que le systeme immunitaire joue un réle important dans la
réponse anti-tumorale. En effet, I’échappement immunitaire constitue une voie par laquelle le
tissu tumoral contourne et esquive les différents contrdles et stratégies mises en place pour

I’éradication des tumeurs.

Ces mécanismes mis en évidence par plusieurs travaux se traduisent par exemple par la perte

d’expression du CMH, une surexpression du ligand Fas ou alors une sécrétion accrue de TGFp

(Gadiot et al, 2010).
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C’est dans cet axe que ce sont concentrés plusieurs programmes de développement R&D ces
dernieres années. On cite par exemple la découverte et la mise sur le marché de 1’ Ipilimumab,
anticorps monoclonal ciblant spécifiquement CTLA-4 (Hodi et al, 2010) ou encore des anti-
PD-1 comme le Nivolumab ayant eu des réponses intéressantes dans le traitement du mélanome
métastatique (Deeks et al, 2014 ; Hersey et al, 2015 ; Mashima et al, 2015).

Par ailleurs, les agents de chimiothérapie renforcent la réponse anti-tumorale en atténuant les
réponses immunosuppressives aux lymphocytes Treg (Walter et al, 2012). De plus, des études
récentes ont pu démontrer des propriétés immunomodulatrices de 1’agent de chimiothérapie, la
Dacarbazine (Ugruel et al, 2013). En effet, d’aprés les travaux de Hervieu et al, (2013a), cette
molécule est non seulement cytotoxique mais exerce en plus des effets stimulateurs sur le
microenvironnement tumoral par une activation locale des cellules NK et des cellules T, CD8+
(CTL). Elle participe ainsi a ’initiation des réponses immunitaires en augmentant I’expression
du ligand liant le récepteur NKG2D a la surface des mélanocytes tumoraux murins et humains
(Hervieu et al, 2013b).

La protéine PD-L1 est connue pour sa grande contribution dans les mécanismes d’immuno-
échappement. Sa surexpression a €té mise en évidence dans un certain nombre de cancers
humains et canins, soulignant ainsi I’importance de cette cible (Zigler et al, 2008 ; Massi et al,
2014 ; Maekawa et al, 2014). Nous avons pu démontrer lors de ce projet de these que les
mélanomes canins exprimaient cet antigéne a des niveaux d’expression variables. Nous avons
aussi pu mettre en évidence 1’expression de cette protéine dans notre modéle cellulaire et

démontré I’efficacité de la lyse non spécifique par les cellules NK.

La synergie de réponse entre la chimiothérapie, la radiothérapie et I’immunothérapie est un
phénomeéne bien connu et validé par un certain nombre d’essais cliniques chez I”’homme (Robert
etal, 2011). L’irradiation conduirait en effet a la surexpression de la protéine PD-L1 mais aussi
a I’augmentation des populations souches, favorisant ainsi la réponse au traitement (Lagadec et
al, 2010 ; Bramhall et al, 2014 ; Deng et al, 2014 ; Herter-Sprie et al, 2016).

Il serait donc intéressant pour la suite de ce projet d’¢tudier les effets des rayonnements
ionisants sur 1’expression de cette protéine et la potentialisation possible de I’effet des
molécules ciblant spécifiquement cet axe aussi bien in-vitro sur nos modeles cellulaires qu’in-

Vivo, par la mise en place d’essais cliniques.

Malgré sa différence de localisation, le mélanome canin de la cavité buccale partage avec son

homologue humain bien plus d’aspects, cliniques et biologiques, que n’importe quel autre
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modele. Les résultats obtenus lors de ce travail de these mettent en évidence un certain nombre
de caractéristiques se rapprochant de la pathologie humaine, de la résistance au traitement a la
présence de facteurs de résistance tout en passant par les variations génomiques, faisant de ce
modele, un outil pertinent pour le développement et 1’amélioration des traitements en
cancérologie humaine. Cependant, face au manque d’outils de recherche spécifique, la
standardisation de ce modele dans le paysage de recherche clinique classique peine a se
développer (Porrello et al, 2006). 11 est donc nécessaire aujourd’hui de remédier a ce probléme
afin d’accélérer le processus translationnel entre la médecine humaine et vétérinaire, pour une

meilleure prise en charge en oncologie.
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I1. Validation clinique

Evaluation préalable d’un composé anti-mitotique dans les
modeles de mélanomes canin établis
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1. Effets du composé 16a sur la morphologie cellulaire des lignées modéles de
mélanome canin

Les effets du composé 16a sont observés en microscopie optique. En effet, les cellules traitées
avec ces molécules induisent le détachement des cellules adhérentes et I’alteration de I’intégrité
de la membrane plasmique pouvant étre mise en évidence a 1’aide d’un marquage au bleu de

trypan. Contrairement au 16¢ qui n’a aucun effet (Figure 47).

Figure 47 : Impact des molécules 16c (A) et 16a (B) sur la morphologie cellulaire de la lignée cMeX;
les cellules sont incubées 24h en présence du composé a tester, et a une concentration de 1 UM puis
observées au microscope optique a contraste de phase (dispositif EVOS® FLoid®Cell Imaging Station),
grossissement x20.

2. Analyse du cycle cellulaire

Les diagrammes obtenus montrent une différence significative entre les deux molécules. On
observe en effet une augmentation importante et dose dépendante du pourcentage de cellules
en phase G2/M pour les cellules traitées au composé 16a par rapport au composé 16c. Ainsi, a
partir de 100 nM, une inhibition de la croissance de plus de 50% des populations traitées avec
le composé 16a est observée pour les deux lignées de mélanome canin. Cette augmentation est
dose dépendante, a partir de 1 uM, plus de 90% des cellules sont bloquées en phase G2/M
(Figure 48).

Cet effet est saturable, car a partir d’une certaine concentration la molécule n’a plus d’effet sur
le blocage du cycle cellulaire. Ce phénomene pourrait s’expliquer par les effets de résistance

aux traitements que pourrait développer la cellule au fur et @ mesure de son exposition a des
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doses frequentes et de plus en plus croissantes du compose. En effet, comme nous avons pu le

démontrer dans la premiere partie, nos modeles cellulaires présentent une activité plus ou moins

importante des pompes a efflux de type p-glycoprotéine (MDR : multidrug resistance).

33%

4%

94%

16a

1463

101

na

3%

96%
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Figure 48 : Effets du composé 16a vs. 16¢ sur le cycle cellulaire. les cellules (A) cDUX et (B) cMeX
sont incubées pendant 24h avec chaque composé, elles sont ensuite fixées a 1’éthanol 70% froid et
marquéeAN a I’iodure de propidium (IP) (50 pug/mL) en présence de 5ug de RNAse. La fluorescence
cellulaire est mesurée au cytométre (CyAN™ ADP Analyzer, Beckman Coulter, Inc.) et les résultats
sont enregistrés a I’aide du logiciel Summit ® (respectivement phases G1 en vert, S en gris et G2/M en

rose).
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3. Etude de la prolifération des modéles cellulaires de mélanome canin traités
par ces deux composés

Afin d’étudier les effets du composé 16a sur les capacités de réparation cellulaire, nous avons
mis en place un modéle de la blessure (ou ‘wound-healing * assay) ( ),

qui fait appel a la fois aux capacités de migration et de prolifération des cellules tumorales.

Les résultats obtenus montrent une diminution de la cinétique de réparation pour les cellules
traitées au composé 16a par rapport au contréle (DMSO 1% et cellules non-traitées) ; en
revanche il n’y a pas d’impact sur la réparation et la prolifération cellulaires du groupe traité au
composé 16¢ (Figure 49 et Figure 50). En effet, dés 3 heures une diminution significative de la
réparation est rapportée dans les cellules traitées au 16a par rapport aux groupes controle,
DMSO 1% et 16c pour la lignée cMeX uniquement (p< 0,05). Une cicatrisation quasi compleéte
est atteinte 22 heures aprés 1’initiation de la blessure pour les cellules contréles, 16¢ et DMSO

1% par rapport au groupe 16a (résultats non montrés).

Le composé 16a présente donc un effet inhibiteur significatif sur la migration et la prolifération

cellulaires en empéchant la formation de pseudopodes.

L’effet de cette molécule sur la migration transendothéliale reste cependant a évaluer,

notamment par la mise en place de test de transmigration en chambre de Boyden par exemple.
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Figure 49 : Modele de cicatrisation cellulaire en monocouche pour la lignée cDuX. Lorsqu’elles
sont a confluence, 24 a 48h aprés mise en culture, la plaie est initiée a 1’aide d’un cone 200 pL, les
cellules sont ensuite incubées 9h en présence de 1 uM du composé 16a, 16¢ ou 1% de DMSO (vehicle).
Les histogrammes représentent la surface de la plaie cicatrisée, la quantification de la surface de la plaie
est exprimée par le ratio des moyennes de largeur mesurées dans trois puits différents et réalisée a I’aide
du logiciel ImageJ® ; ns : non-significatif, * p<0.05, **p<0.01 ***, P<0.005 et **** p<0.001.
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Figure 50 : Modeéle de cicatrisation cellulaire en monocouche pour la lignée cMeX. Les
histogrammes représentent la surface de la plaie cicatrisée, la quantification de la surface de la plaie est
exprimée par le ratio des moyennes de largeur mesurées dans trois puits différents et réalisée a I’aide du
logiciel ImageJ® (moyenne + sem) ; ns : non-significatif, * p<0.05, **p<0.01 *** P<0.005 et ****
p<0.001.
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Discussion et perspectives

Dans cette seconde partie du projet nous nous sommes intéressés a 1’évaluation d’une série de
petites molécules liant le site d’interaction de la colchicine, dérivé naturel ayant la capacité
d’inhiber la croissance et la prolifération cellulaires, entrainant ainsi une inhibition de la

polymérisation de la tubuline et un blocage du cycle cellulaire.

Une dérégulation du cycle cellulaire associée a un défaut d’apoptose est souvent observée au
cours de la cancérogeneése. Plusieurs études ont montré que I’inhibition des régulateurs du cycle
cellulaire aurait un impact potentiel sur la croissance tumorale (Dumontet et al, 2010). La
tubuline est une protéine importante dans le maintien de 1’architecture et des fonctions
cellulaires. Entrant dans la composition des microtubules, elle joue un rdle crucial dans le
processus de division cellulaire. Ainsi le ciblage de cette structure constitue une option d’intérét

dans le développement de nouvelles approches thérapeutiques dans le traitement du cancer.

Nous avons concentré nos efforts sur I’étude de I’interaction de deux composés, analogues
structuraux diversifiés de la colchicine, et entrant en interaction avec les dimeres of de tubuline
grace a un criblage d’une série de molécules (Segaoula et al, 2016), sur un large panel de lignées

cellulaires cancéreuses.

Une activité cytotoxique assez forte et intéressante a permis d’isoler le composé 16a pour des
études plus approfondies dans la poursuite de notre projet. Un deuxiéme composg, le 16c¢, ne

présentant aucune activité biologique, a été choisi comme contrdle négatif.

Nos resultats montrent une activité inhibitrice du composé 16a sur la croissance et la
prolifération cellulaires d’un ensemble de lignées de mélanomes. Cette activité
pharmacologique est observée a de trés faibles doses, allant de 1’ordre du nano (nM) au

micromolaire (UM).

La molécule 16a agit donc sur I’inhibition de la croissance et la prolifération cellulaire par
I’intermédiaire d’un blocage du cycle cellulaire, en phase G2/M, comme le montrent nos

données de cycle cellulaire.

A la suite de ce blocage, la cellule entre dans un processus apoptotique aboutissant a la mort
cellulaire. Les cellules adoptent un aspect sphérique, suite a une désorganisation totale du
cytosquelette ; structure stabilisatrice de 1’architecture cellulaire, et responsable du maintien et

du bon fonctionnement de la machinerie cellulaire. Cela entraine ’activation de la chaine des
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caspases et le déclenchement de I’apoptose par le recrutement d’un nombre de médiateurs dont

les protéines caspases, étape finale du processus de mort.

L’activit¢é du composé 16a est donc spécifique au blocage de la polymérisation des
microtubules en élongation. En effet, les résultats préliminaires sur sphéroides, cellules en état
de quiescence et dépourvues de division cellulaire ne montrent aucune activité significative de
notre molécule par rapport au composé contrble, la molécule 16c. C’est pourquoi il est
nécessaire aujourd’hui de combiner plusieurs thérapeutiques anti-tumorales afin d’augmenter
les chances de réponses cliniques, de prolonger les médianes de survies des patients et espérer

a long terme, une remission compléte (Long et al, 2015 ; Cully et al, 2015).

Les inhibiteurs de tubuline, appartenant a la famille des analogues de la colchicine ont, en plus
de leurs fonctions inhibitrices du cycle cellulaire, des propriétés anti-angiogenes. En effet, ces
molécules ont la capacité d’induire une désorganisation du réseau vasculaire au niveau des
cellules endothéliales, privant ainsi la tumeur de son réseau vasculaire et donc de nutriments
nécessaires a sa croissance et a sa prolifération. Une inhibition significative du composé 16a
sur la formation de vaisseaux a été démontrée dans un test d’angiogenese in-vitro consistant en
la formation de tubes vasculaires par des cellules endothéliales issues de sang de cordon, dans

une matrice en matrigel (HUVEC tube formation assay) (Segaoula et al, 2016).

Le composé 16a induit des changements importants dans la plasticité des microtubules,
entrainant une instabilité dynamique de ces derniers et conduisant a une modification de la
morphologie cellulaire. Une derniere étape, nécessaire pour la validation de nos tests in-vitro
serait donc I’évaluation des effets de celui-ci sur la migration transendothéliale de nos cellules

tumorales de mélanome canin (Ghislin et al, 2012).

Enfin, I’évaluation des effets in-vivo du composé 16a dans un modele syngénique de mélanome
murin, par la greffe sous-cutanée de cellules murines B16F10 (Bouvard, et al, 2014b) nous a

permis de mettre en évidence un effet antiangiogene et anti-tumoral.

Le développement de nouvelles entités chimiques (NEC) est aujourd’hui en pleine expansion
(Adams et al, 2015). Ces poisons du fuseau sont a 1’origine de la découverte des agents
perturbateurs des microtubules, une révolution il y a 40 ans. A 1’ére de la révolution génomique
et des thérapies ciblées, leur utilisation en cancérologie a largement reculé en raison des fortes

toxicités associées a I’utilisation de ces agents (Dobbelstein et al, 2014).
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Les inhibiteurs de tubuline en revanche ont toujours montré un intérét en raison de leur
efficacité, méme relativement faible. Ces molécules sont toujours prescrites dans certains
cancers en association a des thérapies ciblées, a la radiothérapie ou en thérapie néoadjuvante ou

adjuvante (Dumontet et al, 2010).

La compréhension des mécanismes moléculaires et de 1’architecture structurale des cellules
tumorales est donc d’un intérét majeur pour I’amélioration des composés en développement
visant les fonctions protéiques ayant un rdle important dans la machinerie cellulaire. Le
composé ideal doit donc étre stable, efficace a des concentrations tres faibles et entrainant le

moins de toxicités tout en contournant les phénomenes de résistance.

Nous avons pu mettre en place au laboratoire deux modeéles cellulaires de mélanomes canins,
dont le profil de réponse au composé 16a est identique aux lignées humaines. Ces études,
combinées aux essais cliniques vétérinaires en cours sur des composés en phase de
développement thérapeutique en médecine humaine, nous permettent d’avancer dans le
processus de validation du modéle canin de maladie spontanée et de souligner son importance

dans I’étude de la pathologie humaine.
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Conclusion géenérale

Face aux restrictions reglementaires, 1’industrie pharmaceutique enregistre aujourd’hui un
ralentissement alarmant dans le développement des thérapeutiques anticancéreuses (DiMasi et
al, 2007). Il a été rapporté en effet que sur une période de 10 ans de R&D, environ 800 nouvelles
entités chimiques ont été développées en oncologie, dont seulement 5% capables de franchir
I’ensemble des points de contréle du développement préclinique (Gupta et al, 2013). Le
manque d’efficacité et les toxicités associées sont a 1I’origine de plus de 30% des échecs (Kamb
et al 2007, Campone et Fernel 2012).

Le processus de développent pharmaceutique a un colt conséquent et a été évalué
approximativement a plus de 1,8 milliards de dollars (Khanna & Paoloni 2008). Entre 1991 et
2000, il a été rapporté qu’environ 11% des molécules en développement seulement atteignaient
la phase d’AMM. Ce chiffre varie en fonction des divisions thérapeutiques, il est par exemple

plus important en cardiologie qu’en cancérologie (20% vs. 5%) (Kola-Landis et al, 2004).

Il'y a aujourd’hui une évolution dans la réflexion de la recherche en cancérologie, en raison
d’un schéma de développement trop classique et non-adapté a 1’oncologie (Gordon & Khana,
2010). En effet, le cancer regroupe un certain nombre de pathologies partageant la méme
caractéristique commune, une prolifération cellulaire anarchique et incontr6lée, mais qui
different sur les plans moléculaire et clinique (Lorio et al, 2016). La chirurgie, la radio et la
chimiothérapie ont depuis toujours constitué la base de la thérapie anticancéreuse. Ces
traitements lourds entrainent souvent des toxicités importantes et sont associés a des faibles
taux de survie. Et méme si cette derniere a été améliorée durant les 20 derniéres années grace a
I’essor des thérapies ciblées et de I’'immunothérapie, il n’est pas possible a 1’heure actuelle

parler de guérison, mais plutdt de survie sans progression (Winslow et al, 2014).

La nécessité de modéles plus prédictifs et de biomarqueurs de réponse et de suivi reste donc
primordiale pour une meilleure prise en charge des patients souffrant de cette maladie. Il a été
rapporté récemment que les modeles vétérinaires de maladie spontanée présentaient des
avantages intéressant pour répondre aux questions posées lors de 1’é¢laboration d’un essai
clinique (Hansen & Khanna, 2004). L’oncologie comparée etudie le développement de cancers
spontanés sur des animaux de compagnie et cherche a établir des liens entre la médecine
humaine et vétérinaire, constituant ainsi une passerelle entre le développement préclinique et

clinique. Cette stratégie a donc pour but d’éliminer les molécules sans intérét potentiel et
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déterminer la dose efficace (profil pharmacocinétique (PK) et pharmacodynamique (PD)) a

utiliser chez ’Homme.

La séquence du génome canin est connue depuis 2005. Composée de 2,4 milliards de paires de
bases et 39 paires de chromosomes, elle est responsable d’une des plus importantes diversités
phénotypiques retrouvées dans les 175 races canines et attribuable a la domestication de cette
espéce. S’ils n’ont pas d’uniformité génétique contrairement aux animaux de laboratoire, les
chiens ont I’avantage de présenter un polymorphisme moins important que I’homme et plus de
18000 genes sont conservés entre les deux espéces. Certaines races par exemple comme les
terriers Ecossais développent 30 fois plus de carcinomes transitionnels de la vessie que d’autres
especes (Dobson et al, 2013). De plus, le chien est la seule espéce développant naturellement
des carcinomes métastatiques de la prostate (Davis et al, 2014), faisant du chien domestique un
outil avantageux pour 1’étude et 1’identification de génes de prédispositions a certains types de

néoplasies.

L’ensemble des avantages exposés précedemment permet donc une analyse approfondie des
traits génétiques associés a chaque tumeur conduisant in-fine a la mise en évidence de facteurs
génétiques a I’origine de chaque cancer générant ainsi un ensemble de données pertinentes,

exploitables et transposables a I’homme (Gillard et al, 2014).

Bien que rare, les mélanomes canins sont d’un grand intérét diagnostique et pronostique pour
I’étude des cancers chez I'homme car ils partagent des caractéristiques histologiques,
moléculaires et cliniques comparables aux tumeurs humaines (Vail et al, 2000 ; Bianco et al,
2003).

Le modéle spontané canin a la particularité de présenter un schéma d’étude clinique non
similaire a la médecine humaine et des temps de développement relativement courts (3 ans vs.
5 & 15 ans chez ’homme pour un essai randomisé¢) (Hansen et Khanna 2004). Cette approche
présente donc de nombreux avantages par rapport aux modeles classiques de laboratoire. Les
modeles rongeurs sont en effet utiles pour étudier les mécanismes de la carcinogenese mais
moins efficaces pour la prédiction de la réponse a un traitement. Par ailleurs, les chiens
disposent d’un systéme immunitaire intact et partagent le méme environnement que leurs
homologues humains constituant ainsi un modele sentinelle. 1ls permettent d’approfondir nos
connaissances dans un grand nombre de pathologies et de réduire 1’écart d’informations,
fondamental pour le pilotage et une mise en place plus rapide et moins couteuse des essais

cliniques chez I’homme.
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OX OO XX XXX AVENUE PAUL LANGEVIN ,
Animal : Dol]y, Chien, Yorkshjre, 14 ans 59650 VILLENEUVE D ASCQ
Prélévements : Masse buccale

L'examen histopathologique a porté sur une mandibulectomie gauche et sur l'exérése chirurgicale d'un
noeud lymphatique provenant de Dolly, Chien, Femelle, de race Yorkshire, stérilisée, dgée de 14 ans.

Masse mandibulaire gauche

L'analyse histologique porte sur 3 plans de coupe, colorés 4 I’hématoxyline-éosine, aprés décalcification.
On observe une prolifération tumorale , qui se développe dans le chorion muqueux, mal délimitée, non
encapsulée et de croissance infiltrante. Elle est hypercellulaire et vient au contact de 1'épithélium (activité
jonctionelle) et induit une ulcération. Elle est formée de cellules non cohésives, qui sont agencées
majoritairement en tapis et en nids (plages épithélioides) et en faisceaux qui s’entrecroisent au hasard au
sein d’un stroma collagénique gréle. Les cellules, de 25 & 35 microns, sont polygonales. Elles possédent un
abondant cytoplasme acidophile qui contient dans 30% des cellules de fines granulations brunes (pigments
mélaniques). Les noyaux, ronds & ovales, de 15 4 25 microns, sont vésiculeux et possédent une chromatine
décondensée et un nucléole éosinophile trés proéminent. L anisocytose et ["anisocaryose sont marquées.
L'index mitotique est inférieur & une mitose par champ au Gx400. On n'observe pas d'embole sur les
sections examinées.

Noeud lymphatique
L'analyse histologique porte sur 2 plans de coupe, colorés a I’hématoxyline-éosine.

Le noeud lymphatique est le siége d'un envahissement tumoral nodulaire focal dans le cortex de 3 mm de
diameétre. Les sinus sous-capsulaires, corticaux et médullaires contiennent des mélanomacrophages.

Conclusion

Meélanome malin buccal avec métastase ganglionnaire,

Remarques

La marge d'exérése antérieure est exempte d'infiltration tumorale sur 1 em.

Bien cordialement et restant & votre disposition,
Le 29/01/14

Dr Ingrid BEMELMANS
DESV Anatomie Pathologique
Dip. ECVP
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Annexe B

OCR

Batiment ONCOVET Avenue Paul Langevin 59650 VILLENEUVE D ASCQ
Contact : Dr CARLUS Marine
Tél : 03 20 56 82 93 Fax : 09 70 61 60 46

Rapport de I’analyse histopathologique H14-0647 recue le 15/04/2014

Proprietaire : Vétérinaire :

Mr XXX Dr COTTIN

XXXXXXXXX CLINIQUE VETERINAIRE ST ROCH,
XXXXXXXXX 105 ROUTE DE GENECH ,

Animal : Tania, Chien, Berger Allemand, 11 ans 59830 CYSOING

Prélévements : Melanome commissure des 1évres gauches|

L'examen histopathologique a porté sur I’exérése chirurgicale d'une masse labiale située la commissure des
lévres gauche, provenant de Tania, Chien, Femelle, de race Berger Allemand, stérilisée, dgée de 11 ans.

L'analyse histologique porte sur x plans de coupe, colorés I’hématoxyline-Zosine.

On observe une prolifération tumorale de 23 x 20 x 15 mm, qui se développe dans le chorion muqueux, mal
délimitée, non encapsulée et de croissance infiltrante, notamment vers le muscule en profondeur. Elle est
hypercellulaire et vient au contact de I'épithélium (activité jonctionelle) et induit une ulcération extensive.
Elle est formée de cellules non cohésives, qui sont agencées soit en tapis ou petites théques (plages
épithélioides) soit plus fréquemment en faisceaux qui s’entrecroisent au hasard au sein d’un stroma
collagénique gréle. Les cellules, de 25 a4 35 microns, sont fusiformes & polygonales. Elles possédent un
cytoplasme acidophile modérément abondant, qui contient dans 10-20% des cellules selon les plages, de
fines granulations brunes (pigments mélaniques). Les noyaux, ronds a ovales, de 15 a 25 microns, sont
vésiculeux et possédent une chromatine décondensée et un nucléole éosinophile. L’anisocytose et
I’anisocaryose sont marquées. L'index mitotique est de 5 mitoses en 10 champs a Gx400. Absence
d'embole sur les sections analysées.

Conclusion
Meélanome malin labial, sans embole vasculaire sur la section analysée.
Remarques

Les marges passent au ras du tissu tumoral (< 1 mm).

L'é¢tude publiée par SMEDLEY RC. et coll. (Vet Pathol 2011 48(1): 41-53) indique que les mélanomes
canins peuvent voir leur pronostic histologique précisé par le caleul de leur index de prolifération. Celui-ci
repose sur une immunohistochimie mettant en évidence 1'expression de ’antigéne Ki67 par les cellules
tumorales. Les mélanomes dont l'index de prolifération Ki67 est inférieur a 15% (pour les
mélanome cutanés/digités) ou 19.5% (pour les mélanomes de lacavité buccale ou des lévres) ont une
pronostic de survie plus favorable avee 11% de mortalité un an postdiagnostic. A 'inverse, les mélanome
dont l'index de prolifération est supérieur ou égal a 15% (pour les mélanome cutanés/digités) ou 19,5%
(pour les mélanomes de lacavité buccale ou des lévres) ont un pronostic péjoratif avec 82,5% de mortalité
un an postdiagnostic.

Nous pouvons réaliser I'index de prolifération Ki67 a votre demande.

Bien cordialement et restant 4 votre disposition,

Le 23/04/14
Dr Marine CARLUS
DESV Anatomie Pathologique
OCR — Avenue Paul Langevin, Locaux Oncovet, 59650 Villeneuve d'Ascq — SIRET : 520 691 023 RCS Lille Page 1sur1
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Annexe C

OCR

Batiment Oncovet Avenue Paul Langevin 59650 Villeneuve d’Ascq
Contact : Dr Ingrid Bemelmans
Tél: 0320568293 Fax:09 70616046

Rapport de I'analyse histopathologique RD14-MEL1 recue le 30/04/2014

Référence : MEL0O01 DOLLY (H14-0102)
Animal : Souris SCID Nude N°1
Prélévements : Xénogreffe

Technique : Inclusion en paraffine, coupe et
coloration HE (hémalun-éosine).

RD14-MEL1 - MELOO1DOLLY pO :

Fragment de tumeur sans marge, formant des plages de cellules épithélioides au sein d'un stroma
conjonctivo-vasculaire gréle. Les cellules tumorales sont de grande taille (environ 30 pm), aux
contours flous. Leur noyau est ovoide irrégulier, hypo- ou euchromatique, a chromatine fine et
posséde un ou deux petits nucléoles éosinophiles bien visibles. Leur cytoplasme est acidophile,
fibrillaire, modérément abondant. Des pigmentations brun-noir de mélanine sont visibles dans
moins de 10% des cellules. Les atypies cytonucléaires sont modérées (anisocytose et anisocaryose
modérée). L’'index mitotique est de 3 mitoses par champ au grossissement x400 en moyenne.

Le degré d’'infiltration et la présence d’embole n’a pu étre observé (absence de tissu péritumoral).

L’analyse histopathologique a été complétée par une analyse immunohistochimique. Elle a
consisté en un immunomarquage a fin de détection de l'antigéne Melan A, spécifique des
mélanocytes. )

La population cellulaire tumorale exprime fortement et diffusément I'antigéne Melan A.

Conclusion

Mélanome épithélioide, faiblement pigmenté, compatible avec une xénogreffe de
mélanome canin.

Bien cordialement et restant a votre disposition,
Le 13/05/14

Dr Marine CARLUS
DESV Anatomie Pathologique
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Annexe D
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Représentation graphiques des abbérations chromosomiques retrouvées chez Dolly (dans I’ordre de droite a
gauche : tumeur primitive, troisieme passage, xenogreffe et premier passage) et Tania (de droite a gauche :
premier passage, tumeur primitive, lignée primaire et xenogreffe). Les amplifications sont indiquées en rouge
et les deletions/ pertes chromosomiaues en vert.
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Annexe E

Voie de synthese organique des composés chimiques

9]

o~ o—" OH
HNO, LiAIH,
(CH,CO), THF anh
—_—
CH,CN NO, 1hao°C NO,
OMe 97 % OMe 71 % OMe

Synthése du 2-(3-nitro-4methoxyphényl) éthanol

o}
I
CISO,CH, O-§~CH,
N(Et)g CH,CI, ©
Bh aTA
R3 R1
, R2
A
Synthése des méthanesulfonates
o] poCI, cl o
NH Au reflux 4h * /|l.,|\ NaOH 2% EjL /rJq\|-|
N/J{‘“D dimethylaniline N/ cl 24h & 30°C N/ al
H g,
. 88 % 88 83 % 89

Synthése des dérivés de 2-chloroquinazolin-4-one

EtOH [ O( |
NH = NH © H,S0, i = N ?\
’;’L\ e ‘;’Jw\_ .-i | e :,J___ ]n
W™ CCI " H{ / | N H
!

o]
89 HN { -
2 L o7 93R=Hn=1T71% S
94R=HNn=2 88%
80n=1 95R=HNn=3 89% 9% R=Hn=1 60%
91:n=2 9TR=HN=2 89 %
92 n=3
Amination et cyclisation
2
(D-ﬁ-CHS rd o
0 j’\ NaH
; N DMF anh. R N
- CL ¢J:}>J“ 12ha 70°C lf Ay
R3” 7 Ri NTTN é : N N
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N-alkylation
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