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Résumé

Résumeéeé

Le mélanome cutané est le cancer de la peau le plus agressif et malgré d’importants progres
dans sa prise en charge thérapeutique, la recherche de nouvelles stratégies se poursuit pour les
patients non éligibles a la chimiothérapie ciblée ou non répondeurs aux thérapies actuelles. Le
laboratoire UMR990 travaille sur une stratégie de radiothérapie interne vectorisée (RIV) utilisant
des ligands ciblant spécifiquement et durablement la mélanine. Parmi ceux-ci la molécule ICF01012
couplée a l'iode 131 induit une inhibition significative de la croissance tumorale de tumeurs
murines et de xénogreffes humaines pigmentées, associée a un allongement de la médiane de survie
des animaux. Les objectifs de la these ont eu pour but i) de réaliser des études de dosimétrie dans
un modeéle de mélanome humain ii) d’approfondir les mécanismes de réponse a la RIV dans les
modeles murins et humains iii) de potentialiser I'effet de cette stratégie par la co-injection de
molécules radiosensibilisantes. L’étude dosimétrique réalisée sur le modele de xénogreffe SK-Mel 3
montre ainsi que la croissance de ces tumeurs, qui possedent environ 3 fois moins de mélanines que
les tumeurs B16, est contrdlée de facon significative par 3 injections successives de 25 MBq. Ceci
conforte I'idée d’approche théranostique avec la nécessité de caractériser les lésions d'un patient
par imagerie en termes de cibles disponibles pour adapter le traitement. Nous montrons que dans
les tumeurs SK-Mel 3, 'augmentation de la quantité de mélanines chez les animaux traités avec
[B31]ICF01012 est similaire pour la phéo et '’eumélanine. De fagon intéressante dans le modéle
B16Bl6, le traitement avec [131[]ICF01012 réduit le nombre de métastases spontanées ou de
colonies pulmonaires. Ce traitement est donc performant sur les petites tumeurs ou les cellules
circulantes. Les mécanismes associés a la RIV sont superposables avec ceux induits par des
irradiations externes a savoir cassures de I’ADN et arrét de cycle. Les altérations moléculaires sont
cependant différentes en fonction du statut du gene p53 des cellules tumorales. Le traitement avec
[131[]ICF01012 induit un contréle tumoral limité dans le temps, l'utilisation de radiosensibilisants
est donc d’intérét. Le coDbait est une petite molécule d’ADN qui mime une cassure double-brin
d’ADN et sert ainsi de leurre pour les enzymes de réparation. Les modeles B16BI6 et SK-Mel 3 ont
été traités par [13![]ICF01012 associé a des injections intratumorales de coDbait. Les résultats
obtenus sur la croissance tumorale et la survie des animaux montrent que l'association des deux
molécules est synergique dans le modéle SK-Mel 3 a croissance lente et additive dans le modéle
B16Bl6. Nous avons ainsi montré la possibilité d'augmenter les effets de la RIV dans les modeéles
précliniques par la déstabilisation des processus de réparation. Des travaux préliminaires montrent
également un effet positif des nanoparticules de gadolinium sur 'efficacité d’[13!1I]ICF01012 dans le
modeéle B16BI6. Les mécanismes mis en jeu restent a étre définis. En conclusion, nos travaux
montrent que la molécule [131]ICFO01012 constitue une thérapie alternative aux traitements
conventionnels pour le mélanome métastatique pigmenté. [131[ICF01012 est en cours de transfert
clinique chez 'homme.







Abstract

Abstract

Melanoma is a highly aggressive skin cancer and despite the significant progress in its
therapeutic management, the research keeps on developing new strategies for non-eligible patients
for targeted chemotherapy or without successful therapy. The UMR990 is working on targeted
radiotherapy (TRT) using ICF01012 vector labeled with iodine 131, with a high affinity for melanin
and therefore for pigmented melanoma. [131[]ICF01012 induces a significant decrease of the tumoral
growth in syngenic B16 models and human melanoma xenografts and a significant improvement of
the survival median. The aims of the present work were i) to evaluate the dosimetry in human
melanoma model, ii) to study mechanisms after TRT injection in xenografts and murin pigmented
melanoma, iii) to potentiate the efficiency of this strategy using radiosensitizer. The dosimetric
study showed that in SK-Mel 3 model, less pigmented than B16B16 tumors, the tumoral growth was
significant controlled by 3 successive injections of 25 MBq. The theranostic approach is then
necessary to characterize the available quantity of targets in the patient before treatment. The
melanin content demonstrated that repeated injections of [131[[ICF01012 in xenografts induced an
increase of melanin without any enrichment of the pheomelanin, an oxydant pigment. Interestingly,
the treatment with [131[]ICF01012 reduced the number of spontaneous metastases or lung colonies
in the B16Bl6 model. This treatment was then effective on small tumors or circulating cells.
Consecutive mechanisms to the TRT were similar to those induced by external irradiation: DNA
breaks and cell cycle arrest. However, they differed depending on p53 status of tumoral cells. The
tumor regression was uncompleted after [!31[]ICF01012 treatment and co-injection with
radiosensitizers could improve its efficiency. We used small DNA molecules, called coDbait,
mimicking the double-strand breaks to trap repairing enzymes. Syngenic model B16Bl6 and
xenograft SK-Mel 3 were treated by [131[]ICF01012 and coDbait intratumoral injection. A synergistic
effect of the two molecules was observed on SK-Mel 3 model, while the effect was additive in
B16Bl6, a model with a fast doubling time. The coDbait destabilized the repairing process after
treatment with [131[]ICF01012. Preliminary studies showed a positive effect of gadolinium
nanoparticles on the efficiency of [!31]] ICF01012 towards B16Bl6 tumors. The mechanisms
involved remained to be defined. In conclusion, these data suggest that [131[]ICF01012 is a
promising treatment for patients with pigmented metastatic melanoma.
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[18F]- FDG : [18F]-2-fluoro-2-desoxy-D-
glucose

7-AAD : 7-Aminoactinomycin D

AACR : American Association of Cancer
Research

ABC : transporteurs a ’'ATP Binding
Cassette

AC : Adenylyl Cyclase

AFA : Alcool Formolé Acétique

AIF : Apoptosis-Inducing Factor

AKT : Protein Kinase B

Ang-1: Angiopoiétine 1

Ang-2 : Angiopoiétine 2

ASIP : Protéine de signalisation Agouti
ATCC : American Type Collection
ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated
ATV : a-Thérapie Vectorisée

BA-52 : benzo(1,3)dioxolo-5-carboxylic
acid (4-(2-diethylamino-ethylcarbamoyl)-
2-iodo-5-methoxy-phenyl)-amide

BSA : Albumine de Sérum de Beoeuf

BZAZ2 :I-N-(2-diethylaminoethyl)-2-
iodobenzamide

CDK: Cyclin Dependent Kinase

CDKN2A : cyclin-dependent kinase (CDK)
inhibitor 2A gene

CE : Cellule Endothéliale

Chk2 : human check-point kinase 2
CK1 : Casein Kinase 1

CSC : Cellules Souches Cancéreuses

CSPG4 : Chondroitin Sulfate Proteoglycan
4

CTC : Cellules Tumorales Circulantes

CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen
4

DD : Death Domaine
DED : Death Effecteur Domaine
DHI : 5,6-dihydroxyindole

DHICA : 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic
acid

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle
Medium

DNA-PKcs : DNA-dependent Protein
Kinase, catalytic subunit

DQ : DOPA-Quinone
DSB : Double-Strand Breaks
Dvl : Dishevelled

EMEA : European Medicine Agency
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EPR : Epithélium Pigmentaire Rétinien
FADD : Fas Associated Death Domain
FDA : Food Drug Administration

FGF : Fibroblaste Growth Factor

GBN : Nanoparticules a Base de
Gadolinium

GRB2 : Growth factor Recepteur-Bound
protein 2

GSK3p : Glycogen Synthase Kinase 33
Gy : Gray
HIF1/2a: Hypoxia-Inducible Factors

HPLC : Chromatographie en phase liquide
a haute performance

ICF01012 : N-(2-Diethylaminoethyl)-6-
iodoquinoxaline-2-carboxamide

IFN-« : Interféron-o
Ig : ImmunoGlobulines
IL-2 : Interleukine 2

Iochlonicotinamide : 6-chloro-N-(4((2-
(diethylamino)ethyl)carbamoyl)-2-iodo-
5-methoxyphenyl)nicotinamide,

JDE : Jonction Dermo-Epidermique

KOH : Hydroxyde de potassium

LIG 4 : DNA-ligase IV

LRP: Lipoprotein receptor-related protein
MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase
MC : Méthylcellulose

MC1-R: MelanoCortin 1 Receptor

MCSP : Melanoma-associated Chondroitin
Sulfate Proteoglycan

MEC : Matrice ExtraCellulaire

MELOOS8 : I-N-(2-(diethylamino)ethyl)-5-
iodonicotinamide

MELO50 : F-6-fluoro-N-((2-
(diethylamino)ethyl)pyridine-3-
carboxamide

MEM : Minimum Essential Media

MIP-1145 : N-(2-diethylamino-ethyl)-4-
(4-fluoro-benzamido)-5-iodo-2-methoxy-
benzamide

MIRD : Medical Internal Radiation Dose

MITF : MIcrophthalmia-associated
Transcription Factor

MMP : Métallo-Protéase Matricielle

MOMP : Mitochondrial Outer Membrane
Permeabilisation

NF1 : Neurofibrine 1
NGFR : Nerve Growth Factor Receptor

NHE] : Jonction d’Extrémité Non
Homologue

NHE] : Non-Homologous End Joining
NK: Natural Killer

NRG1 : Neuréguline 1

PAR: Poly(ADP-ribose)

PAR1 : Protease-Activated Receptor 1

PBND : PCR Buffer with Nonionic
Detergents

PD-1 : Programmed cell Death 1
PDCA : Acide pyrrole-2,3-dicarboxylique

PDGCF-B : Platelet-Derived Growth
Factor B
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PDGFR-B : Platelet-Derived Growth
Factor Recepteur B

PFA : Paraformaldéhyde

PHD2 : Prolyl Hydroxylase Domain
proteins 2

PI3K : Phosphatidylinositol-3-kinase
PIP2 : Phosphoinositide bis phosphate
PIP3 : Phosphoinositide triphosphate
PKA : Protéine Kinase A

PIGF : Placenta Growth Factor

POMC : Proopiomelanocortin

PTCA : Acide pyrrole-2,3,5-
tricarboxylique

PTEN : Phosphatase and tensin homolog
PTU : N-phenylthioré

Rb : Retinoblastoma Protein

RH : Recombinaison Homologue

RIP : Recepteur-Interacting Protein

RIT : RadiolmmunoThérapie

RIV : Radiothérapie Interne Vectorisée
ROS : especes réactives de I'oxygene
RPG : Radial Growth Phase

SCF : Stem Cell Factor

SOS : Son of Sevenless

SVF : Sérum de Veau Fcetal

TCF : T-cell factor

TDCA : Acide thiazole-4,5-dicarboxylique

TEL : énergie de transfert linéique

TEM : Transition Epithélio-
Mésenchymateuse

TEMP : Tomographie par Emission
MonoPhotonique

TEP : Tomographie par Emission de
Positons

TERT : TElomerase Reverse
Transcriptase

TF : Facteur de Transcription
TGF : Transforming Growth Factor

TIMP : inhibiteurs de métallo-protéases
tissulaires

Treg : Lymphocytes T régulateurs
TRP1 : Tyrosinase-Related Protéine 1
TRP2 : Dopachrome tautomerase

TTCA : Acide thiazole-2,4,5-
tricarboxylique

TYR : Tyrosinase
UV : Ultra Violet

VE-cadhérine : Vascular Enthothelial
cadhérine

VEGF : Vascular Endothelial Growth
Factor

VEGFR : Vascular Endothelial Growth
Factor Receptor

VPG : Vertical Growth Phase
Wnt : Wingless integration site

o-MSH : a-Melanocyte Stimulating
Hormone
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Introduction

Introduction

L’UMR 990 Inserm/Uda travaille sur le développement de molécules théranostiques
ciblant des caractéristiques spécifiques des cellules tumorales. Les deux grands axes de
recherche sont d’'une part les pathologies du cartilage, avec le ciblage spécifique des
protéoglycanes et d’autre part le mélanome ciblé via la mélanine, pigment présent dans
90% des cas de lésions primitives et 50% des métastases. La molécule ICF01012 est un
vecteur ayant une affinité spécifique pour la mélanine. Il peut étre couplé a un isotope
radioactif émettant des rayonnements détectables en imagerie ou létaux pour une

utilisation thérapeutique.

Le mélanome cutané est un cancer tres agressif dont l'incidence a fortement
augmenté aux cours des dernieres décennies. Malgré le développement de nouvelles
stratégies en chimiothérapie, sa mortalité reste élevée avec environ 55 000 déceés dans le
monde en 2012. Il est nécessaire de poursuivre la recherche afin de proposer des

traitements aux patients résistants ou non éligibles aux thérapies actuelles.

Les travaux de cette these, intitulée « Traitement du mélanome disséminé par
radiothérapie interne vectorisée : mécanismes et potentialisation » s’incrivent dans le
projet de transfert clinique de la molécule ICF01012. L’objectif de la these a été de réaliser
des études de dosimétrie sur un modele de mélanome humain, d’approfondir nos
connaissances sur les mécanismes liés a la réponse cellulaire apres une radiothérapie et

enfin de potentialiser I'effet de cette stratégie par l'uilisation de radiosensibilisants.

Ce manuscrit commencera par un rappel bibliographique reprenant les principales
informations sur les caractéristiques du mélanome cutané ainsi que le déreglement des
voies de signalisation impliquées. Par la suite, les différents traitements utilisés seront
exposés, incluant les nouvelles stratégies de radiothérapie interne. Nous rapporterons de
fagcon non exaustive les mécanismes liés aux rayons ionisants ainsi que la possibilité

d’utiliser des radiosensibilisants pour augmenter |'efficacité de la radiothérapie. Une partie
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des résultats obtenus dans le cadre du travail de these seront décrits sous forme de deux
articles. Des expériences réalisées pour mettre en évidence la modification des tumeurs
irradiées en termes de capacité de dissémination, de colonies pulmonaires ou de présence
de cellules souches cancéreuses seront présentées. Ces résultats préliminaires n’ont pu étre
totalement entérinés en raison du déménagement du laboratoire (novembre 2013 - juin
2015) qui a entrainé I'absence de marquage de la molécule ICF01012. Enfin, une discussion

générale développera les hypotheses et perspectives qu’offrent I'ensemble de ce travail.
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La peau

Le corps humain est protégé de son environnement par I'un de ses plus grands
organes : la peau. Sa superficie varie entre 1,2 et 2,2 m?2 et elle pése environ 4kg (ou 7% de
la masse corporelle). Elle fait office de barriere naturelle contre les facteurs microbiens,
chimiques et mécaniques qui peuvent perturber la physiologie de I'organisme. De plus, a
travers ses pigments, la peau fournit un systeme de protection unique contre les
rayonnements UV (UltraViolet). La peau, dont I'épaisseur varie entre 1,5 et 4 mm en
fonction des régions du corps, est composée de deux couches tissulaires distinctes: le
derme et I'épiderme (Figure 1) (McLafferty et al.,, 2012) . L’hypoderme est un tissu sous-
cutané qui se trouve juste sous le derme. Il ne fait pas véritablement partie de la peau, mais

il est en interaction avec celle-ci et lui permet d’assurer certaines fonctions de protection.

Tige du poil

p .4—Papilles du derme

Epiderme C
% i ’| Plexus vasculaire sous-
Couche ' LF  Dpapillaire
papillaire [ . 7 £
du derme . g (&5 ) Pore
Aéllnec)’(es ct:'ta!\e’es
andes sudoripares
Derme - Couche - *mérocrines
réticulaire *Muscle arrecteur du poil
du derme *Glande sébacée
sFollicule pileux
o *Racine du poil
Hypoderme —
(fascia superficiel)

Plexus vasculaire dermique

Structures nerveuses

* Neurofibre sensitive

Tissu adipeux

¢ Corpuscule lamelleux

* Récepteurdu follicule
pileux (plexus de la
racine du poil)

Figure 1 : Structure de la peau. Vue tridimensionnelle de la peau et des tissus sous-cutanés. L’épiderme a
été soulevé dans le coin supérieur droit pour montrer les papilles du derme.
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I. Lederme

Le derme est constitué de tissu conjonctif a la fois résistant et flexible. On y
rencontre donc majoritairement des fibres de collagéne et d’élastine entrelacées qui
permettent le passage et la cohésion des neurofibres, des vaisseaux sanguins et
lymphatiques. Les follicules pileux, les glandes sudoripares et sébacées résident dans le

derme mais proviennent de I'épiderme.

Les neurofibres. Elles sont divisées en deux catégories : les terminaisons nerveuses
libres qui sont les récepteurs a la douleur et les corpuscules de Meissner et de Rufini qui

percoivent le toucher.

Les vaisseaux sanguins et lymphatiques. Seul le derme est vascularisé; les
nutriments diffusent a partir des capillaires par le liquide interstitiel jusqu’aux cellules de

I'épiderme.

Les glandes sébacées et sudoripares. Les glandes sébacées sécretent du sébum qui
a pour fonction d’assouplir la peau et diminuer I'évaporation d’eau, il possede aussi une
action bactéricide. Les glandes sudoripares produisent de la sueur qui est composée a 99%
d’eau et de quelques sels minéraux. Elles contribuent au refroidissement du corps en cas de

chaleur excessive.

Les follicules pileux. La base du bulbe pileux est situé environ 4 mm sous la peau.
Un enchevétrement de terminaisons sensitives s’enroule autour de chaque follicule et il
suffit d’effleurer les poils pour stimuler ces terminaisons. Les poils jouent donc un réle dans
le toucher. Les cheveux protegent la téte contre les blessures, la déperdition de chaleur et la

lumieére du soleil.

II. L'épiderme

L’épiderme est la couche la plus externe de la peau. Il est formé d'un épithélium
stratifié constitué de plusieurs types cellulaires effectuant un vaste éventail de fonctions

(McLafferty et al., 2012).
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1. Les couches de I'épiderme

L’épiderme est organisé en cinq couches (Figure 2) qui sont de l'intérieur vers

I'extérieur :

e La couche basale (stratum basale) fixée au derme sous-jacent et se composant
d’une seule épaisseur de cellules. Elle est essentiellement constituée des kératinocytes
les plus jeunes, on retrouve également quelques cellules de Merkel, les mélanocytes

quant a eux représentent environ 10 a 25 % des cellules de la couche basale.

eLa couche épineuse (stratum spinosum) renfermant un réseau de filaments
intermédiaires de prékératine. On trouve disséminés parmi les kératinocytes, des

granules de mélanine et des cellules de Langerhans.

e La couche granuleuse (stratum granulosum) composée de plusieurs strates de
kératinocytes qui ont changé d’aspect. Les cellules sont aplaties, leur noyau et leurs
organites commencent a se désintégrer, et elles accumulent de la kératine. Les

kératinocytes « s’endurcissent » dans le but de créer une matrice externe renforcée.

e La couche claire (stratum lucidum), fine bande translucide juste au-dessus de la

couche granuleuse. Cette couche n’existe que dans la peau épaisse.

e La couche cornée (stratum corneum), couche la plus superficielle. La couche
cornée est composée de cellules mortes, appelées cornéocytes, entierement remplies de
kératine et empilées les unes sur les autres. Elles forment un « mur de briques » qui

protegent les cellules profondes contre les agressions extérieures.
2. Les cellules de I'épiderme

L’épiderme contient quatre types cellulaires (Figure 2). Les cellules les plus

nombreuses sont les kératinocytes, présents dans toutes les couches de I'épiderme. On

trouve ensuite les mélanocytes puis en plus faible proportion les cellules de Merkel et de

Langerhans.
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Les kératinocytes ont pour réle de produire de la kératine, protéine fibreuse qui
confere des propriétés protectrices. Ils proviennent de cellules qui se divisent de fagon
quasi continue et qui sont situées dans la couche basale. Au fur et a mesure que des
nouvelles cellules sont produites, les kératinocytes sont poussés vers la surface de la peau,
ils commencent alors a produire de la kératine. Les cellules meurent dans la couche
granuleuse, ou ce ne sont plus que des membranes plasmiques remplies de kératine. Des

millions de cellules mortes tombent chaque jour, notre épiderme est totalement renouvelé

tous les 25 a 40 jours.

Les mélanocytes sont situés dans la couche basale de I'épiderme et au niveau des
follicules pileux (Tobin, 2008). Ce sont des cellules en forme d’étoile dont les dendrites se
prolongent dans la couche épineuse. Les propriétés et fonctions des mélanocytes seront

développées dans les chapitres précédents.

Les cellules de Langerhans, aussi appelées macrophagocytes intraépidermiques,
sont des cellules produites dans la moelle osseuse avant de migrer vers I'épiderme. Elles

contribuent a I'activation des cellules de notre systéme immunitaire.

Les cellules de Merkel, présentes a la jonction de I'épiderme et du derme, sont liées
a la terminaison d’'une neurofibre sensitive et jouent un réle dans la transmission de la

sensation du toucher.
~ Kératinocytes morts

Couche cornée

Agé
N
Coucheclaire |
Couche granuleuse
- =, - Kératinocytes
- _— vivants
Couche épineuse
Cellulede Langerhans
Mélanocyte Jeune

Couche basale Kératinocyte en division
Cellule de Merkel

Neurofibre sensitive

Derme

Figure 2 : Structure de I'épiderme. Schéma montrant les couches et la quantité relative des différents types
cellulaires.
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Les mélanocytes

I. Fonction et origine

Les mélanocytes sont issus de la différenciation de cellules progénitrices appelées
meélanoblastes. Les mélanoblastes proviennent de la créte neurale. Entre les semaines 9 et
12 du développement embryonnaire humain, les mélanoblastes migrent tout au long du
mésenchyme embryonnaire pour atteindre au final la couche basale de I'épiderme et les
follicules pileux. A la fin du troisieme mois, la densité de mélanocytes s’éléve a environ 2300
cellules/mm3, pour finalement atteindre la valeur finale de 800 cellules/mm3, ce qui
représente la proportion de cellules de I'épiderme d'un adulte (Ernfors, 2010). Il est
important de noter que les mélanocytes ne se trouvent pas uniquement dans la peau mais
également dans le cerveau ou encore I'eeil, générant parfois des mélanomes uvéaux. Dans
'oeil, les mélanocytes présents dans les corps ciliaires, l'iris et la choroide dérivent de la
créte neurale, comme leurs homologues cutanés. Les cellules de I'épithélium pigmentaire
rétinien proviennent du neuroectoderme. Ces cellules constituent une monocouche de
cellules pigmentées, située entre la choroide et la rétine contenant les photorécepteurs (Hu
et al.,, 2008). Durant 'embryogenese, les interactions entres les récepteurs de 1'éphrine et
de l'endothéline des mélanoblastes permettent leur migration le long de la matrice
extracellulaire contenant I'éphrine et I'endothéline-3 (Dupin and Sommer, 2012). Une fois
leur destination finale atteinte, ils se différencient et acquiérent la propriété principale des

meélanocytes : I'expression de 'enzyme tyrosinase (Cichorek etal., 2013; Larue etal., 2013).

Les mélanocytes résidant dans la couche basale de I'épiderme, possedent des
dendrites qui s’étendent et établissent des contacts avec environ 40 kératinocytes. Leur
homeéostasie est contrdlée par les kératinocytes au travers des communications paracrines
(via les facteurs de croissance), intracellulaires (signaux de transduction et seconds
messagers), et intercellulaires (adhésion cellules-cellules ou cellules-matrice) (Haass and
Herlyn, 2005). Par ailleurs, I'exposition des kératinocytes a des radiations UV augmente la
sécrétion de facteurs qui influencent l'activité biologique des mélanocytes (Tableau 1)

(Park etal., 2009).
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IL- PGE,/ | GM-
Prolifération ﬁ ‘ ﬁ ﬁ ﬁ

mamgere 0 SO0 0SS
Survie ﬁ ﬁ

Dendricité ﬁ ﬁ ﬁ

Transfert des
mélanosomes

Tableau 1 : Les facteurs paracrines secrétées par les kératinocytes apres une exposition UV
modifient la biologie des mélanocytes. bFGF : basic fibroblast growth factor, ET-1 : endothelin 1, IL :
Interleukine, ACTH : adrenocorticotropic hormone, a-MSH : melanocyte-stimulating hormone, PGE; et
PGF2, : prostaglandin E; et F2o, GM-CSF : granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, NO : nitric
oxide, NGF : nerve growth factor. D’apreés Cichorek et al,, 2013

La biologie de mélanocytes est aussi controlée par des facteurs sécrétés par les
fibroblastes dermiques : tel que SCF (Stem Cell Factor) et la neuréguline 1 (NRG1). Ces
cytokines influencent non seulement la croissance et la pigmentation des mélanocytes, mais
aussi leur forme, leur dendricité, leur mobilité et leurs propriétés d’adhésion. Les
meélanocytes stimulés libérent également des facteurs de stimulation: MSH-a et TGF-f3
(Cichorek et al., 2013). Ainsi, les mélanocytes et les kératinocytes forment des unités bien
organisés dans 1'épiderme qui coopérent entre eux. Les mélanocytes sont I’élément stable

dans chaque unité, tandis que les kératinocytes meurent et sont éliminés par désquamation.
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Les mélanocytes sont des cellules spécialisées dans la synthése de la mélanine,
pigment qui définit la couleur de la peau et des cheveux. La mélanine est un polymere
naturel qui est produit dans des organites spécifiques appelés mélanosomes (Delevoye et
al, 2011; Raposo and Marks, 2007). Les mélanosomes sont transférés aux kératinocytes et
se répartissent autour du noyau de ces derniers afin de protéger leur ADN contre les effets
mutagenes des rayons UV (Sturm, 2006). Trois mécanismes de transfert des mélanosomes
aux kératinocytes sont décrits (Figure 3). Le premier est I'inoculation direct dans les
kératinocytes grace a la formation de nanotubules (Figure 3A). Les mélanosomes peuvent
aussi étre exocytés individuellement des mélanocytes, sans membrane, et capturés par les
kératinocytes par endocytose (e) ou phagocytose (p) (Figure 3B). Le dernier concept est la
cytophagocytose des extrémités dendritiques des mélanocytes par les kératinocytes
adjacents (Figure 3C) (Ando et al., 2011). Un nouveau mécanisme de transfert a récemment
été proposé. Les mélanosomes sont enveloppés dans des vésicules formés par la membrane
plasmique des mélanocytes. Ils sortent dans I'espace extracellulaire a partir des dendrites,
sont phagocytés par les kératinocytes environnants pour étre ensuite dispersés dans la

zone périnucléaire (Figure 3D) (Ando et al., 2012).

Mélanocyte Kératinocyte

Figure 3 : Schéma représentant les voies de transfert des mélanosomes aux Kkératinocytes. A)
Inoculation directe des mélanosomes dans les kératinocytes par la formation de nanotubules. B) Exocytose
des mélanosomes sans membranes et capture par les kératinocytes par endocytose (e) ou phagocytose (p).
C) Cytophagocytose des mélanocytes par les kératinocytes adjacents. D) Exocytose de vésicules contenant
les mélanosomes qui sont ensuite phagocytées par les kératinocytes. D’apres Ando et al.,, 2011
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II. Les mélanosomes

Les mélanosomes sont des organites spécialisés dans la synthése de la mélanine. Ils
passent par quatre stades de maturation (I-1V) (Figure 4) qui sont déterminés sur la base
de leur morphologie mais aussi la quantité, la qualité et 'arrangement de la mélanine
produite. La mélanogenese débute par la formation d’organites non pigmentés ou
prémélanosomes (stade I et II). IIs sont assemblés dans la région périnucléaire a partir
d’endosomes primitifs et de vésicules de 'appareil de Golgi. Les mélanosomes de stade I
sont des vacuoles sphériques dépourvues de protéines de structures et de tyrosinase,
enzyme essentielle a la mélanogenese. Les prémélanosomes de stade I adoptent une forme
ellipsoidale particuliere dite en ballon de rugby. Cette particularité morphologique est due a
la présence de fibres protéiques qui servent de support a la séquestration de la mélanine. Le
constituant principal de ces fibres est une protéine transmembranaire appelée Pmel1l7. Les
enzymes impliquées dans la synthese de mélanine (tyrosinase, tyrp1, tyrp2) sont adressées
depuis des intermédiaires endosomiaux aux mélanosomes en cours de maturation (stade II
et III), permettant ainsi 1'évolution de ces derniers vers le stade IV. Les mélanosomes
matures, contenant la mélanine, sont transportés grace au réseau de microtubules vers la
périphérie de la cellule, dans les extrémités dendritiques, avant d’étre transférés aux

kératinocytes (Delevoye et al., 2011; Raposo and Marks, 2007).

// \\\\

/- Endosomes ! /ﬂ
/ \ Tyrosinase /
! Tyrpl /
-~ StadelV /
y
Pmell7 Mélanosome /
e A
(’ Stade Il 4
Stade 4
MV 4
précoces ‘A y
Q e /
RTG "cm” Lysosome -
o

Golgi o

Figure 4 : La voie d’endocytose et la biogenése des mélanosomes. Les mélanosomes proviennent de
d’endosomes émanant de l'appareil de Golgi. La protéine prémélanosomale Pmell7 transite par les
endosomes précoces afin de produire les fibres intraluminales caractéristiques des mélanosomes de stade
II. Les enzymes tyrosinase et Tyrpl, sont adressées depuis des intermédiaires endosomiaux aux
mélanosomes en cours de maturation (stades II et III). Les mélanosomes matures, contenant la mélanine
(stade 1V), sont transportés dans les extrémités dendritiques, avant d’étre transférés aux kératinocytes.
CMV : corps multi vésiculaires ; RTG : réseau trans-golgien. Delevoye et al., 2011
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[II. MITF, mélanogenese et mélanine

La mélanogeneése est la fonction caractéristique des mélanocytes. La synthése de la
mélanine se produit au sein des mélanosomes, sous la régulation du facteur de

transcription MITF (microphthalmia-associated transcription factor).
1. Le facteur MITF

Le facteur de transcription MITF est exprimé dans les cellules pigmentées, on le

retrouve principalement dans les mélanocytes et I'épithélium pigmentaire rétinien.

Aprés une exposition des kératinocytes a des rayonnements UV, des dommages
d’ADN apparaissent entrainant l'activation de p53. P53 induit la transcription de la
proopiomelanocortin (POMC). POMC peut étre clivée par voie enzymatique pour produire
plusieurs dérivés physiologiquement importants notamment o-melanocyte stimulating

hormone (aMSH). L’aMSH va se lier au récepteur

MC1R (MelanoCortin 1 Receptor) des mélanocytes

UVradiation

entrainant une activation de l'adenylyl cyclase (AC)

puis la production de cAMP et l'activation de la

Kératinocyte

protéine kinase A (PKA). Cette derniere provoque a
Cassuredel’ADN

son tour la phosphorylation de CREB, qui induit

p53

s[> POMC I'expression du facteur de transcription MITF apres

fixation au niveau de son promoteur (Figure 5) (Hsiao

and Fisher, 2014).

Mélanocyte

MITF régule les enzymes responsables de la
synthese de la mélanine. Les enzymes sont les
suivantes : la tyrosinase (TYR), la

dopachrometautomerase (TRP2, appelé aussi DCT) et

Figure 5 : Voie de signalisation
induisant une production de
mélanine apres une exposition  facteyr MITF entraine donc une production de

aux UV. D’aprés Hsiao and Fisher,
2014 mélanine.

la tyrosinase-related protéine 1 (TRP1). L’activation du
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De plus, MITF est un facteur de transcription modifiant de nombreux processus
cellulaires dont le cycle cellulaire, la survie, la mobilité, I'invasion, le métabolisme et le

stress oxydatif (Figure 6).

MITF

XXX

)N N

Pigmentation Cycle Cellulaire Survie Mobilité etInvasion Métabolisme Stress oxydatif

TYR CDK2 BCL2 C-Met PGCla APEX1/REF1
DCT TBX2 BCL2A1 SLUG HIF1«
TYRP1 P21C1P1 BIRC?
AIM-1 p16INKea
MART-1
PDE4D3

Figure 6 : Le facteur de transcription MITF est impliqué dans de nombreuses voies de
signalisation des mélanocytes et du mélanome. D’apreés Hsiao and Fisher, 2014

Dans le développement et la progression du mélanome, MITF a un role controversé.
Les fonctions paradoxales de MITF peuvent étre expliquées par la variation de son niveau
d’expression, de ses différents co-facteurs et de ses modifications post-traductionnelles.
Selon son niveau d’expression, MITF pourrait jouer un réle pro ou anti-tumoral. En effet,
lorsque MITF est inhibé de facon transitoire, un phénotype type «cellules souches »
apparait avec 'augmentation des marqueurs Oct4 et Nanog (Cheli et al., 2011), ainsi qu'une
augmentation de la fibronectine et Snail, deux marqueurs mésenchymateux qui sont
responsables d'une augmentation de l'invasion (Cheli et al, 2012). Tandis qu’'un taux
modéré de MITF est lié a la prolifération et un taux élevé a la différenciation cellulaire. Par

ailleurs, une expression soutenue de MITF est associée a de la sénescence (Bertolotto,
2013).
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2. La mélanogenese

La mélanine est en réalité composée d’eumélanine et de phéomélanine dont les deux
voies de synthese sont bien caractérisées (Figure 7). La tyrosine est le précurseur commun
a la production des deux mélanines. Il est tout d’abord converti en un réactif intermédiaire,
la DOPA-Quinone (DQ) par l'action de I'enzyme tyrosinase. L’enzyme de la tyrosinase se
retrouve dans presque toutes les especes de la planéte. L’évaluation de sa séquence et sa
longueur a montré une grande diversité et hétérogénéité mais son site actif reste tres
conservé (Selinheimo et al,, 2007). Une fois la DQ produite, les deux voies se séparent. Dans
la synthése d’eumélanine, le dopachrome, produit a partir de la DQ, peut étre utilisé par
TRP1 et TRP2 pour former un carboxyle intermédiaire : DHICA (5,6-dihydroxyindole-2-
carboxylic acid). Le dopachrome peut aussi étre transformé en DHI (5,6-dihydroxyindole)
puis catalysé par la tyrosinase pour former de l'’eumélanine. Dans la voie de la
phéomélanine, la disponibilité de la cystéine et donc du souffre est un élément déterminant
pour la synthese. La DQ formée en amont peut immédiatement réagir avec un groupe
sulfhydrile pour former la cysteinyl-DOPA et ensuite la quinone qui sera convertie en
benzothiazine et benzothiazol. Ces produits se polymérisent pour former la phéomélanine
(Nasti and Timares, 2015; Videira et al., 2013). La synthése d’eumélanine requiere une

consommation en 02 plus importante que celle de la phéomélanine.

La mélanogenese produit un mélange d’eumélanine et de phéomélanine a différents
ratios. Cette composition est déterminée par l'activité de la tyrosinase ainsi que la

concentration et la disponibilité en tyrosine et cystéine (Simon et al., 2009).
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Figure 7 : Voie de synthése de I'eumélanine et la phéomélanine. Les deux voies de synthese
commencent par la transformation de la tyrosine en dopaquinone sous l'action de la tyrosinase. Puis les
deux voies se séparent. La présence de cystéine, induit la syntheése de phéomélanine par une succession de
réactions chimiques. Dans le cas de 'eumélanine, I'action d’autres enzymes (TRP1 et TRP2) est nécessaire
pour aboutir, apres plusieurs étapes, a la synthese finale d’eumélanine. D’apreés Nasti and Timares, 2015

3. La mélanine

Les deux pigments de mélanine sont de couleur différente : I'’eumélanine est plutot
marron-noire tandis que la phéomélanine est de couleur jaune-rouge. La densité des
mélanocytes est similaire et constante dans tous les types de peau (Nasti and Timares,
2015), il s’agit en réalité de l'activité de la tyrosinase ainsi que de la concentration en
tyrosine et cystéine (Simon et al., 2009) qui va déterminer le ratio phéo/eumélanine et par

conséquent la couleur de la peau et des cheveux.
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La phéomélanine est composée principalement de benzothiazine et de benzothiazole
contenant du souffre. La L-cysteine est la principale source de souffre et est essentielle pour
la synthése de phéomélanine. L’eumélanine est quant a elle un polymere tres hétérogene
composé de 5,6-dihydroxyindole (DHI) et de 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid
(DHICA) (Figure 8). Ces deux types de mélanine ont des réponses différentes a une
irradiation UV. L’eumélanine agit comme un agent photoprotecteur antioxydant alors que la
phéomélanine qui contient beaucoup de souffre est un agent phototoxique pro-oxydant (Ito

and Wakamatsu, 2008).

Phéomélanine
OH H
(a) & OH
N N
B A\
) J
S
o o]
H,N HoN
OH OH
Benzothiazole Benzothiazine
(b)
HO HO.
O
D 1<
N N OH
HO H HO H

5,6-dihydroxyindole 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid

Figure 8 : Polymeéres de phéomélanine et d’eumélanine. Le benzothiazole et le benzothiazine (a) sont
les monomeres qui composent la phéomélanine. Le 5,6-dihydroxyindole et le 5,6-dihydroxyindole-2-
carboxylic acid montrés en (b) se polymérisent pour former I'’eumélanine. Nasti and Timares, 2015
La production d’eumélanine est régulée de part I'activité de la tyrosinase par la voie
de signalisation MC1R. Deux ligands différents peuvent se lier a ce récepteur avec des
activités opposées : 'a-MSH est un agoniste, tandis que la protéine de signalisation Agouti
(ASIP) est un antagoniste. Comme décrit précédemment, la liaison avec a-MSH active la
production de mélanine. L’ASIP entre en concurrence directe pour la liaison au récepteur
MC1R, inhibant ainsi la synthese de I'’eumélanine (Nasti and Timares, 2015). Les animaux
porteurs du gene « Agouti » produisent uniquement de la phéomélanine, leur pelage roux

en témoigne.
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Le mélanome

représente 1,6% des cas de cancer. Les principales régions du globe affectées sont celles
peuplées avec une communauté a la peau claire. L’Australie et la Nouvelle-Zélande sont les
pays les plus touchés avec une incidence respective de 40,3 et 30,5 cas pour 100 000
individus, suivis par 'Amérique de Nord et I'Europe du Nord-Ouest avec une incidence de

10 pour 100 000. Le taux d’incidence estimé dans I’Asie du Centrale et du Sud-Est est tres

Epidémiologie

Le mélanome malin compte 232 000 nouveaux cas par an dans le monde. Ce qui

faible avec 0,5 cas pour 100 000 (Figure 9) (Ferlay et al., 2014).

pour 100 000 chez les hommes australiens. Le mélanome a tué, dans le monde, environ

55000 personnes en 2012. Parmi eux, 2 personnes sur 3 étaient dans une région

Le taux de mortalité varie entre 0,1 chez les femmes asiatiques a environ 6 déces

développée (Figure 9).

Nombre de décés par mélanome en

Nombre de nouveaux cas de

2012 (en milliers) mélanome en 2012 (en milliers)
Afri
6 4 3’6 r.lque 6,6
Z Asie 37'5 21,8
4 Océanie 15
11,8

Amérique du Nord 193

B Amérique du Sud

2.2 M Europe centrale 23,3

Europe du Nord 74,5
11,3 Europe du Sud
Europe de 1'Ouest
Nombre total de morts: Nombre total de nouveaux cas:
55000 232000

Figure 9 : Incidence et mortalité du mélanome en 2012. D'apreés Ferlay et al,, 2014
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II. Dépistage
1. Détection du mélanome primitif

a. Critéeres ABCDE

Depuis bientdt 30 ans, les criteres ABCDE sont des parameétres simples utilisés a
I’échelle mondiale pour évaluer la présence d’'un mélanome. Afin d’éduquer le public et les
personnels de santé sur la détection du mélanome a un stade précoce, Friedman et al.
(Friedman et al, 1985) a publié en 1985 le mnémotechnique ABCD (asymétrie, bord
irrégulier, variation de la couleur, diametre > 6 mm). En 2004 (Abbasi et al., 2004), 1a lettre
E (pour évolution) a été rajoutée comme critere de reconnaissance, du fait que I'évolution
ou I'apparition d'un grain de beauté peut traduire la présence d’'un mélanome (Figure 10).
La mise en place de ce mnémotechnique n’est pas de fournir un modéle complet de toutes
les caractéristiques de mélanome mais d’étre un outil simple et direct. La prise en charge, et
donc la détection, précoce d’'un cas de mélanome est essentielle. En effet, un mélanome
détecté tardivement sera difficilement éliminé efficacement par chirurgie ou aura déja
atteint un stade métastasique. Ainsi, dans 40 a 47 % des cas, les patients détectent eux-
mémes les lésions, et dans la majorité des cas, ils connaissaient la regle ABCDE. Malgré tout,
cette évaluation a des limites, notamment dans la détection de mélanome de taille

inférieure a 6 mm ou de tumeurs amélaniques (Tsao et al., 2015).

A L. Les deux moitiés sont différentes
symetrie

Lesbords de la zone sont
ordure irréguliers, flous ou festonnés

C Les couleurs varient d’'une zone a I'autre
avec des nuances de noir, brun ou beige
ouleur ’ g

Les mélanomes ont habituellement un
. \ diametre supérieur a 6 mm
1ametre

Figure 10 : Les criteres ABCDE

E Ungrain de beauté qui change de forme, pour la détection d'un
volution de taille ou de couleur mélanome.
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b. Différenciation entre mélanome/naevus grace a la pigmentation

Le diagnostic précoce du mélanome est un challenge. En effet, dans les premiers
stades, différencier un naevus d’'un mélanome est difficile mais essentiel pour une prise en
charge rapide et efficace. La mélanine fournit des informations sur le métabolisme et la
mélanogenese des mélanocytes. Ainsi, la distribution en eu/phéomélanine pourrait étre un
marqueur tumoral en raison de la phototoxicité de la phéomélanine (Ito and Wakamatsu,
2008). Les progres récents en science du laser ont permis I'imagerie des tissus, notamment
de la mélanine totale et des microvaisseaux dans des lésions pigmentées (Matthews et al,,
2011). L'imagerie a réussi a discriminer optiquement I'’eumélanine et la phéomélanine. Les
analyses de lésions pigmentées ont montré que les mélanomes ont des quantités plus
élevées en eumélanine par rapport au naevus mélanocytaire (Matthews et al., 2011). Les
naevi dysplasiques semblent avoir une pigmentation avec une prédominance
phéomélanique. Lorsque la lésion progresse en mélanome, I'équilibre se déplace vers
I'’eumélanine. Ces données démontrent que les changements de pigmentation sont
pertinents pour la différenciation précoce du mélanome et du naevus. De plus, cette
approche non invasive a permis d’examiner les changements histopathologiques qui
marquent la transition entre le naevus pigmenté et le mélanome malin. Cette technique a
permis de discriminer les naevus ordinaires des dysplasiques par l'observation de la
morphologie des kératinocytes épidermiques, l'apparition de foyer de mélanocytes
entourées de fibres de collagene, et la structure de la jonction dermo-épidermique (Balu et

al, 2014).

2. ['8F]-FDG : radiotraceur de référence pour I'imagerie du

mélanome métastasé

En cas d’atteinte des réseaux vasculaire et lymphatique par les cellules tumorales, il
est nécessaire de reéaliser un bilan d’extension afin de déterminer la localisation des
meétastases. Actuellement, le radiotraceur de référence en oncologie est le [18F]-2-fluoro-2-
desoxy-D-glucose ([18F]-FDG ) marqué au fluor 18 (émetteur 3+, demi-vie : 110 minutes).
Le [18F]-FDG est un analogue du glucose, il est donc capable de pénétrer dans les cellules

par les transporteurs GLUT-1. Le [18F]-FDG suit ensuite les premieres étapes du processus
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de métabolisation du glucose et s’accumule dans les cellules tumorales qui possedent un
fort métabolisme glucidique. Il est alors visualisé a 'aide d'une caméra de tomographie par

émission de positons (TEP).

Récemment, le [18F]-FDG a prouvé qu’il était un outil intéressant pour évaluer la
réponse tumorale chez des patients traités avec le Vemurafenib. Une diminution de la
fixation du [18F]-FDG quelques jours apres le traitement prédit donc lefficacité du

traitement (Figure 11) (McArthur et al,, 2012).

Figure 11 : Réponse au 18F-FDG chez un patient traité au vemurafenib. A) Niveau métabolique de
base. B) 15 jours apres traitement. McArtur et al, 2012

Cependant, ce radiotraceur présente certains inconvénients. Du fait de l'activité
hautement glycolytique du cerveau, le [18F]-FDG présente une accumulation importante
dans ce tissu. Les métastases cérébrales sont donc difficilement détectables. De plus, le
[18F]-FDG se fixe aussi sur les tissus non tumoraux tels que les sites inflammatoires
entrainant des résultats faux positifs. Dans le cas du mélanome, le [18F]-FDG ne permet pas
la discrimination entre les lésions secondaires du mélanome et les éventuelles métastases
d’une autre origine tissulaire (Cachin et al., 2009). Le développement de nouveaux traceurs
spécifiques du mélanome reste un axe de recherche important. L'UMR 990 Inserm/Uda
travaille sur des vecteurs présentant une affinité spécifique pour la mélanine, I'étude de ces

radiotraceurs est développée ultérieurement.
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Du mélanocyte au mélanome

L’exposition intense au soleil est souvent la cause de I’évolution des mélanocytes en
mélanome. En effet, les rayonnements UV induisent des mutations génétiques qui
conduisent a la production de facteurs de croissance, l'altération des fonctions
immunitaires et la diminution de l'apoptose (Miller and Mihm, 2006). Ces anomalies
conduisent a I'apparition de mélanocytes malins qui échappent alors au contréle rigoureux
des kératinocytes et proliferent de maniére anarchique (Gray-Schopfer et al.,, 2007). Le
mélanome évolue en plusieurs étapes : I'immortalité des cellules, la capacité de créer une

vascularisation, I'invasion tumorale et la formation de métastases (Thompson et al., 2005).

I. Progression des mélanocytes en mélanome

Le modele de Clark (Figure 12) décrit en plusieurs phases histologiques la
progression des mélanocytes en mélanomes malins. Le premier changement phénotypique
est généralement le développement d’un naevus bénin en naevus dysplasique (1ésion pré
maligne). Seulement un nombre restreint de naevi progresse en cancer. La seconde étape
est caractérisée par une prolifération intra-épidermale des cellules qui peut impliquer des
lésions locales de micro-invasion du derme, elle correspond a la croissance horizontale
« Radial Growth Phase » (RPG). Les cellules acquierent des propriétés prolifératives et
deviennent résistantes a 'apoptose. Par la suite, les mélanocytes évoluent vers la phase de
croissance verticale « Vertical Growth Phase » (VPG). La perte de contrdle des kératinocytes
sur le nombre de mélanocytes induit des changements au niveau des interactions
cellulaires, notamment le changement des E-cadherines en N-cadherines qui contribue a
une forme de pseudo transition épithélio-mésenchymateuse (Kreiseder et al., 2013; Miller
and Mihm, 2006). D’autre part, les cellules acquierent la propriété de traverser la
membrane basale et d’envahir le derme grace a la synthese d’enzymes telles que les
meétalloprotéases de la matrice (MMP), les cathepsines ou les glycosidases (Christofori,
2006). La derniere étape de ce modele se traduit par une dissociation des cellules et une

migration jusqu’aux capillaires sous-cutanés et aux vaisseaux lymphatiques (Bandarchi et
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al, 2010; Gray-Schopfer et al.,, 2007; Miller and Mihm, 2006). Une fois au niveau de la
circulation, une grande partie des cellules tumorales est éliminée par des contraintes
mécaniques et immunitaires. Les cellules survivantes vont arriver a I'organe cible, adhérer a
la membrane basale endothéliale, extravaser, migrer a travers la matrice extracellulaire
(MEC) et former des colonies au niveau du nouveau site métastatique. Une induction de la
néoangiogeneése est alors requise pour assurer la survie des cellules métastatiques (Fidler,

2002).
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Figure 12 : Modéle d’apparition et de propagation du mélanome cutané. Le naevus bénin (A) a une
croissance controlée. Un changement dans son génome, telle qu'une mutation BRAF (voir par la suite
chapitre 11, les mutations somatiques présentement décrites), entraine une prolifération anarchique des
cellules (B). Il y a ensuite une phase de croissance radiale (C), ou les cellules peuvent se dédifférenciées.
Puis une phase de croissance verticale (D), les cellules expriment N-cadhérines ou les MMPs,
progressent dans I'épiderme et franchissent la membrane basale. Aprés avoir atteint la lymphe et la
circulation sanguine, les cellules tumorales envahissent d’autres sites distants (E). Il faut noter que le
mélanome peut se développer aussi a partir de mélanocytes non agrégés en naevus. D’apreés Miller and
Mihm, 2006
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II. Voies impliquées dans la tumorogenese du
mélanome

Le développement tumoral est d{, en général, a des dérégulations des voies de
signalisation. Les cellules cancéreuses présentent des caractéristiques particuliéres : une
immortalité réplicative, une prolifération importante et la résistance a la mort cellulaire.
Dans le cas du mélanome, plusieurs voies sont impliquées dans la progression des
meélanocytes en tumeur: MAPK, PI3K/PTEN, (B-caténine ou encore p53. Cependant, la
transformation d'une cellule isolée en tumeur solide nécessite des processus
supplémentaires. L’angiogenese et/ou la néovascularisation, I'’échappement au systéme
immunitaire ainsi que l'augmentation du potentiel métastatique sont des mécanismes

impliqués dans l'apparition de tumeurs.
1. La voie des MAP-Kinases

La voie des MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) joue un réle clé dans le
développement du mélanome. Dans les mélanocytes normaux, cette voie de signalisation
est activée par des facteurs de croissance, des hormones ou des neurotransmetteurs qui
viennent se lier aux récepteurs a activité tyrosine kinase. Cette liaison déclenche I'activation
de la GRB2 (Growth factor Recepteur-Bound protein 2) et de SOS (Son of Sevenless) qui
convertit la RAS-GDP inactive en RAS-GTP active. A ce niveau, RAS peut aussi étre régulé
négativement par I'activité GTPase de la protéine NF1 (Neurofibrine 1) (Glitza and Davies,
2014). La protéine RAS activée provoque la formation du « complexe MAPK » avec la
phosphorylation successive des protéines RAF, MEK1/2 et ERK1/2 jusqu’a la transcription
de genes au niveau nucléaire, conduisant in fine a différentes réponses cellulaires telles que
la croissance, la différenciation, la survie, la migration ou encore I'angiogenese (Figure 13).
La voie MAPK affecte aussi 'apoptose en phosphorylation des protéines telles que BAD,
MCL-1, caspase-9 ou encore BCL-2 (Inamdar et al., 2010).
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Figure 13 : Voie des MAPK. La signalisation des facteurs de croissances est transmise par les récepteurs a
activité tyrosine kinase. A la suite de la fixation d’un ligand, le récepteur s’autophosphoryle et se lie a RAS
par l'intermédiaire de différentes protéines adaptatrices. Quand RAS est activé, il enclenche une cascade
de phosphorylation impliquant RAF, MEK et ERK. ERK activé passe au niveau nucléaire et active différents
facteurs de transcription (TF) nécessaires pour la prolifération cellulaire. D’aprés Dahl and Guldberg. 2007

Dans de nombreux cancers, la dérégulation de la voie MAPK est fréquente. Elle est
souvent la conséquence des mutations des génes B-RAF ou RAS (Figure 14). Dans le
meélanome, la mutation de NRAS est retrouvée dans 30% des cas (Lau and Haigis, 2009). Il
s’agit dans 40% des cas d'une substitution de la glutamine 61 par une arginine (Q61R).
Cette mutation peturbe l'hydrolyse du GTP et maitient la protéine sous une forme
constitutivement active. Les genes KRAS et HRAS sont quant a eux mutés plus rarement
mutés dans le mélanome, ils représentent environ 1-2% des patients. RAF est |'effecteur en
aval de RAS. Dans le génome humain, il existe trois genes de RAF : ARAF, BRAF et CRAF
(Wellbrock et al., 2004). BRAF est retrouvé muté dans 50-70% des cas de mélanome. Dans
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environ 80% des cas des mutations de BRAF, il s’agit de la substitution de l'acide
glutamique par la valine sur I'acide aminé a la position 600 (V600OE) (Akbani et al., 2015;
Cheng et al., 2013; Davies et al., 2002).

NF1 mutation 4%

BRAF, NRAS
et NF1 wild-
type

14% BRAF
Mutation

NRAS 529% V600E

Mutation

KRAS mutation 1% K601 3%

HRAS mutation 1%

75%
28%

. Mutations de BRAF
Mutations dans le

mélanome

Mutations de NRAS

Figure 14 : Pourcentage des mutations de BRAF, NRAS et NF1 retrouvées chez des mélanomes
primitifs et leurs métastases. D’apres Akbani et al., 2015

Les mutations BRAF provoquent un changement d’acide aminé (Valine en position
600) modifiant la conformation de la kinase au niveau de son site actif, lui conférant une
activité constitutive (Wan et al., 2004). L’ensemble des mutations de la voie MAPK est a
'origine d’une activité accrue de cette voie de signalisation, favorisant ainsi la prolifération
cellulaire, l'invasion, les meétastases, la migration, la survie ou encore l'angiogenese
(Inamdar et al,, 2010; Wang and Qi, 2013). La mutation de BRAF V600E coincide rarement
avec celle de RAS dans la méme tumeur (Goel et al, 2006) suggérant que ces deux
mutations sont toutes les deux efficaces pour l'activer I'axe MEK-ERK. Il a été montré que
I'inactivation de 'oncogéne braf seul peut bloquer la croissance tumorale et la formation de
meétastases dans des modeles de xénogreffe et chez des patients atteints de mélanomes
métastatiques (Sala et al., 2008). NF1 inhibe RAS par son activité GTPase, une mutation de

NF1 a pour conséquence I'activation de la voie de signalisation MAPK (Akbani et al., 2015).

42



Bibliographie

2. Lavoie PI3K/PTEN/AKT

La voie PI3K/AKT est impliquée dans différents processus biologiques tels que la
prolifération, la survie ou encore le cycle cellulaire. Des ligands extracellulaires, tels que des
facteurs de croissance, vont se lier aux récepteurs a activité tyrosine kinase et activer la
voie via RAS. En réponse a ces signaux, la PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase) phosphoryle
le phosphoinositide bis phosphate (PIP2) localisé au niveau membranaire et le convertit en
un second messager, le phosphoinositide triphosphate (PIP3). Le PIP3 phosphoryle et
active AKT (Protein Kinase B), qui a son tour stimule de nombreux facteurs contrélant la
prolifération et la survie cellulaire. PTEN (phosphatase and tensin homolog) est un
régulateur négatif des facteurs de croissance. PTEN a une activité phosphatase qui
contrecarre PI3K en déphosphorylant PIP3 et inhibe ainsi le role d’AKT dans la survie et la
prolifération (Figure 15) (Dahl and Guldberg, 2007; Jazirehi et al., 2012; Steelman et al,,
2011). Facteur e croissance
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Membrane
cellulaire

Cytoplasme @

P :PhOSPhOTY% \A\>
o
\

~ ! }

i Différenciation
Croissance cellulaire

- Survie Transformation
Croissance Cellulaire P]"°'[':;‘_'a"°“d Prolifération Différenciation
Métabolisme Metabolismelcy Apoptose
Glucose

Transcription
Migration

Figure 15 : Voie de signalisation de PI3K. Le récepteur a activité tyrosine kinase est activé par un
ligand et active a son tour la PIK3. PIK3 entraine la phosphorylation finale d’AKT qui active plusieurs
voies telles que la survie ou la prolifération cellulaire. D’apres Jazirehi et al.,, 2012
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Dans le cas du mélanome, I'hyperactivité de la voie PI3K/AKT est fréquemment
observée. Le gene PTEN peut subir des modifications inhibitrices (mutation par délétion ou
insertion) qui enlevent le contrdle sur PI3K et favorisent ainsi la croissance tumorale. Le
gene codant pour la PI3K peut aussi subir des mutations, la rendant constitutivement
active. Cependant, PTEN est muté dans moins de 30% des cas et les mutations de PI3K sont
trées rares (3% des mélanomes métastatiques). Cela suggere la présence d’autres
aberrations permettant I'activation d’AKT. En effet, il a été montré que la voie PI3K peut
étre activée par une mutation activatrice de NRAS, qui est une protéine située en aval de
PI3K. L'augmentation de l'activité de la voie PI3K peut résulter de lI'amplification du
nombre de copies d’AKT3. Cette aberration est présente dans environ 60% des cas de

mélanome (Fecher et al,, 2007; Gray-Schopfer et al., 2007; Stahl et al., 2004).

3. La B-caténine dans la voie de signalisation Wnt/Frizzled

La [B-caténine est un composant clé de la voie de signalisation induite par la
glycoprotéine Wnt (wingless integration site) se fixant sur le recepteur Frizzled, recepteur a
7 domaines transmembranaires. Cette voie contréle une large gamme de fonctions
cellulaires, et une dérégulation peut-étre a I'origine du développement et de la propagation
de différents cancers. En absence de la fixation de Wnt sur le récepteur Frizzled, la -
caténine se lie a un complexe de dégradation composé de plusieurs protéines: APC
(Adematous Polyposis Coli), Axine, CK1 (Casein Kinase 1) et GSK3p (Glycogen Synthase
Kinase 3f). La GSK3( phosphoryle la -caténine au niveau de sa partie N-terminale. Cette
modification permet I'ubiquitination de la protéine par BTrCP et son adressage vers le
protéasome pour sa dégradation (Figure 16). La fixation de Wnt sur le récepteur Frizzled
provoque le recrutement de la protéine Dvl (Dishevelled) qui a son tour recrute I’Axine,
formant ainsi un complexe multiprotéique a la membrane plasmique. Wnt phosphoryle
également les protéines LRP 5/6 (Lipoprotein receptor-related protein) pour améliorer le
recrutement de I’Axine a la membrane. Ce processus conduit a I'inhibition du complexe
APC/GSK3f/Axine/B-caténine. La [-caténine ainsi libérée s’accumule au niveau

cytoplasmique et transloque dans le noyau (Figure 16) (Clevers and Nusse, 2012).

44



Bibliographie

) | Wnt OFF ‘ Wnt ON
fmn

Figure 16 : Voie de signalisation Wnt et complexe de destruction de la 3-caténine. Clevers and Nusse,
2012

Au niveau nucléaire, en absence de signal Wnt, le facteur de transcription TCF (T-cell
factor) interagit avec le répresseur transcriptionnel Groucho empéchant ainsi la
transcription des génes cibles. Lorsque Wnt active la voie, la -caténine remplace Groucho
au niveau de TCF et recrute des activateurs transcriptionnels tels que Brgl, CBP, Cdc47,
Bcl9 et Pygopus. Ces derniers vont diriger 'expression de genes comme c-Myc et cycline D1
qui interviennent dans la prolifération et la survie cellulaire (Figure 17) (Clevers and

Nusse, 2012).
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Figure 17 : Voie de signalisation Wnt au niveau nucléaire. Clevers and Nusse, 2012

Le role de la voie Wnt et de la 3-caténine dans le mélanome est controversé. En effet,
si cette voie de signalisation est fréquemment activée dans le cas du mélanome, il semble
que l'accumulation de la B-caténine dans le noyau ne soit pas un signe d’agressivité des

tumeurs (Atkinson et al., 2015). En dépit de son réle positif sur la migration et I'invasion
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des cellules de carcinome, la B-caténine diminue la migration des mélanocytes et des
cellules de mélanome (Gallagher et al., 2013). De plus, une étude (Chien et al., 2009) a
démontré que l'expression de Wnt3 et I'activation de la voie Wnt avaient pour conséquence
une diminution de la prolifération cellulaire et de la croissance tumorale sur des modeéles
de mélanomes murins et humains. Le Riluzole est un médicament actuellement en étude
clinique et approuvé par la FDA pour le traitement du mélanome. Il active la voie Wnt/ 3-
caténine et a montré une diminution du nombre de métastases dans un modele B16

(Biechele et al., 2010).
4. Les proteines régulant le cycle cellulaire (INK4A/ARF)

CDKNZ2A (cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitor 2A gene) est un gene qui code
pour des protéines régulant le cycle cellulaire. Lorsque ce géne est muté, le risque de
développer un mélanome est considérablement augmenté, et il a été observé que 25 a 50%
des mélanomes familiaux sont associés a la mutation de CDKN2A (Goldstein et al., 2007). Le
gene CDKNZA code pour deux suppresseurs de tumeurs P16INK4A et p14ARF gppelé
également ARF. Les génes des deux protéines ont en commun I'exon 2 du locus CDKN2A. La
différence réside dans I'épissage alternatif, qui se produit au niveau de I'exon 1 afin

d’attribuer I'exon 1a a P16NK4A et 'exon 13 a p14ARF (Figure 18) (Nelson and Tsao, 2009).
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Figure 18 : Les loci du géne INK4A/ARF codent pour les protéines P16!Nk4A et p144RF, régulatrices
des voies Rb et p53 respectivement. D’aprés Ohtani et al, 2004
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a. Lavoie p16INK4A-CDK4/6-Rb

P16INK4A jpnhibe la division cellulaire en bloquant les cellules en phase G1. En effet,
P16NK4Agéquetre CDK4 et CDK6 (cyclin-dependent kinases) et permet au suppresseur de
tumeur Rb (retinoblastoma protein) de rester sous sa forme active non phosphorylée.
L’inactivation de P16!NK4Aya permettre aux CDK de phosphoryler Rb et libérer le facteur de
transcription E2F. E2F est a l'origine de I'entrée de la cellule dans la phase S du cycle
cellulaire (Figure 18) (Ohtani et al., 2004). L’inactivation du géne INK4A par mutation
ponctuelle, délétion ou par méthylation de son promoteur est retrouvée dans la majorité
des mélanomes sporadiques et dans 30% des mélanomes familiaux (Rother and Jones,
2009). L’inactivation de la voie P16Nk4A_CDK4 /6-Rb peut se produire aussi par la mutation
du géne cdk4 rendant la protéine insensible a P16INK4A, Deux mutations ont été décrites
pour cdk4, toutes les deux consistent a la substitution de I'arginine 24 par une cystéine ou
une histidine (Ward et al., 2012). Des cas d’amplication de cdk4 ont été observées dans
certains mélanomes sporadiques, particulierement dans les mélanomes muqueux et acraux,

avec une activité inchangée P16NK4A (Muthusamy et al., 2006).

b. Lavoie ARF-p53

La voie p53 est responsable du maintien de l'intégrité du génome, de la fidélité de la
réplication de I’ADN, de la séparation des chromosomes et de la division cellulaire. La
protéine 53 est un facteur de transcription couramment nommé « suppresseur de tumeur ».
En effet, en réponse a un stress cellulaire, la fonction de p53 est d’initier la réparation de
I’ADN, de stopper le cycle cellulaire ou d’engager la sénescence ou I'apoptose en cas de
dégats trop importants. Ces réponses empéchent la propagation de cellules comportant un
ADN endommagé et présentant un potentiel oncogénique. Les différentes activités de p53
sont régulées par de nombreuses modifications post-traductionnelles (Figure 19) (Fecher

et al.,, 2007; Leblanc and May, 2002).
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Figure 19 : Modifications post-traductionelles de p53. D'aprés Leblanc and May, 2002

ARF régule positivement p53 en se liant a MDM2 et entrainant ainsi son inhibition.
MDM2 interagit avec une ubiquitine ligase pour marquer les protéines par une ubiquitine.
Les protéines ainsi identifiées sont adressées au protéasome pour étre dégradées. Une
mutation sur ARF va altérer la liaison avec MDM2. Sous sa forme libre, MDM2 va augmenter
la dégradation de p53 et ainsi diminuer la reconnaissance des dommages de ’ADN (Nag et
al,, 2013). P53 est muté dans environ la moitié des cas de cancer. Cependant, la fréquence
des mutations varie en fonction des types de cancer. En effet, alors que le taux de mutation
est d’environ 50-70 % pour le cancer du poumon, il n’est que de 10 a 20% pour le
mélanome (Olivier et al., 2010). La faible proportion de mutation de P53 peut étre
expliquée par le fait que les abérations génétiques touchent préférentiellement les génes
régulant p53. En effet, la plupart des mutations affectent ARF, engendrant une extinction de
p53. Il a aussi été démontré que MDM4, qui est un autre régulateur négatif de p53, est
surexprimé dans pres de 65% des mélanomes (Gembarska et al.,, 2012). La restauration des
fonctions de p53 est l'une des derniéres stratégies développées pour lutter contre le
mélanome. Une molécule, la Nutlin 3 se lie au site de liaison de M2MD sur p53, perturbe
spécifiquement la liaison MDM2-p53 et stabilise ainsi p53 dans les tumeurs surexprimant
MDM2. La Nutlin 3 n’a montré qu’'une modeste réactivation de la mort cellulaire médiée par

p53, suggérant la présence d’autres inhibiteurs (Vassilev et al., 2004). En effet, MDM4 agit
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également négativement sur p53 et tout comme MDM2, sa liaison peut étre inbibée par une
molécule : la SAH-p53-8. La restauration de fonction de p53 en parallele de I'inhibition de la
voie BRAFV600E par le Vemurafenib présente une nouvelle opportunité thérapeutique (Lu

etal., 2014).
5. L'immortalité réplicative

Une étape clé dans la transformation maligne est l'acquisition d’une capacité
réplicative illimitée. Aprés un certain nombre de cycles de division, une cellule normale
entre en sénescence. Ce mécanisme a besoin d'un groupe de protéines codées par des génes
dits « suppresseurs de tumeur » (par exemple p53). Ces genes régulent de fagon négative la
croissance et/ou la prolifération cellulaire. Une mutation de ces génes peut ainsi soutenir a

la fois I'immortalisation et la prolifération effrénée.

Une autre condition préalable a I'immortalité réplicative est la capacité de la cellule a
protéger ses télomeres. Dans les cellules non-immortalisées, la réplication non controlée est
limitée par le raccourcissement successif des télomeres. La télomérase est une enzyme qui
stabilise les télomeres et conserve la longueur des chromosomes. Elle est trés peu exprimée
dans les cellules « normales », en revanche, dans les cellules cancéreuses, son expression est
élevée. Elle contrecarre I'érosion des télomeres et par conséquence, I'entrée des cellules en
sénescence ou en apoptose. Elle est donc responsable de I'immortalité des cellules
tumorales (Genesca et al, 2006). Deux mutations, C228T et C250T, présentes sur le
promoteur de la télomérase : TERT (TElomerase Reverse Transcriptase) ont été retrouvées
dans 71% des mélanomes. En comparaison avec le promoteur TERT non-muté, ces deux
mutations augmentent d’environ deux a quatre fois I'activité transcriptionnelle dans les

lignées de mélanome étudiées (Huang et al.,, 2013)..
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6. Echappement a la réponse immunitaire

Chez un individu sain, il y a en permanence une immunosurveillance qui limite la
formation et la progression des cellules tumorales. Lorsqu’une cellule aberrante apparait, le
systéme immunitaire la détecte, via plusieurs mécanismes et 1'élimine. Généralement, ce
sont les lymphocytes T CD8+ et CD4+ qui vont freiner le développement du cancer par des
mécanismes impliquant la production d’interféron (IFN) et de cytotoxines (Zamarron and
Chen, 2011). Néanmois, les cellules cancéreuses développent des mécanismes qui leur

permettent d’échapper a I'immuno-surveillance.

L’absence ou la diminution des antigenes de surface est une des premieres
caractéristiques des cellules cancéreuses. En suprimant les antigénes de reconnaissance, les
cellules cancéreuses deviennent «invisibles». L’inhibition de la liaison avec les
lymphocytes T permet donc aux les cellules cancéreuses de se soustraire au controle
immunitaire (Figure 20A) (Schatton et al, 2008). Les tumeurs peuvent également
inactiver les LT via des cytokines produites directement par les cellules cancéreuses, ou
indirectement par d’autres cellules immunitaires telles que les lymphocytes T régulateurs
(Treg) (Figure 20B). TGF-B ainsi qu’IL-10 sont deux médiateurs clés qui contribuent de
maniere significative a la croissance tumorale (Vinay et al.,, 2015). De plus ces cytokines
immunosuppressives inhibent la maturation des cellules dendritiques. Les cellules
dendritiques immatures ne présentent plus I'antigene lors de la co-stimulation avec les LT.
La protéine PD-1 (Programmed cell death 1) est exprimée au niveau membranaire par les
LT. Son ligand, PDL-1, est quand a lui retrouvé sur les cellules tumorales et inhibe I'action
des LT lors de sa liaison avec PD-1 (Figure 20C) (Gatalica et al., 2014). L’échappement a la

réponse tumorale est vaste et la liste n’est pas exaustive.
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Médiateurs
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Figure 20 : Les différents mécanismes mis en oeuvre par la cellule tumorale pour échapper au
contréle du systeme immunitaire. D'aprés Schatton and Frank, 2009

51



7. L’Angiogenese

Il a été observé que lorsque les tumeurs atteignent une taille supérieure a 1-2 mm, la
limite de diffusion des nutriments était atteinte. En raison d'un approvisionnement
insuffisant en éléments nutritifs ainsi qu'une mauvaise clairance des déchets métaboliques
une hypoxie et une acidose apparaissent.

L’hypoxie est un des principaux facteurs responsables de I'angiogenese des tumeurs.
En normoxie, la PHD2 (prolyl hydroxylase domain proteins 2) utilise 1'oxygene pour
hydrolyser les facteurs de transcription HIF1a et 2a (Hypoxia-Inducible Factors), les ciblant
ainsi pour la dégradation par le protéasome. La PHD2 devient inactive dans des conditions
hypoxiques, permettant ainsi aux HIFs d’échapper a la dégradation et de transcrire les
genes pour lutter contre I'’hypoxie, notamment VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor)(Cao et al.,, 2013; Semenza, 2010). La production de VEGF par les tumeurs peut
également étre favorisée par l'acidose, les cytokines inflammatoires, les facteurs de
croissance et les mutations d’oncogenes responsables du développement cancéreux

(Figure 21) (Ferrara, 2009).

Hypoxia
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LPHD2 “Zﬁe"/B ‘:;?3
Oncogene activation 1 fy Myeloid cells
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Figure 21 : Facteurs impliqués dans la prolifération anarchique (en rouge) ou la normalisation (en
bleu) de I'angiogenese tumorale. Goel et al,, 2011
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La surexpression de VEGF et d'autres facteurs pro-angiogéniques tels que
I'angiopoiétine 2 (Ang-2) ou le PIGF (Placenta Growth Factor) entrainent la formation d’une
vascularisation tumorale anormale (Figure 21). Les vaisseaux tumoraux sont dilatés,
tortueux, désorganisés et hautement perméables. La tumeur est également hétérogéne avec
des zones hautement vascularisées et d’autres avec une densité de vaisseaux tres faible

(Baish etal., 2011).

Dans une vascularisation normale, les cellules endothéliales (CE) qui composent la
paroi des vaisseaux, sont connectées entre elles par le biais de VE-cadhérines (Vascular
Enthothelial cadhérine). Les VE-cadhérines sont des récepteurs transmembranaires des CE
dont le domaine extracellulaire se lie a la VE-cadhérine voisine et le domaine intracellulaire
est attaché au cytosquelette des CE. L'interaction du VEGF avec son récepteur le VEGFR2
(VEGF récepteur 2) entrainent une contraction du cytosquelette des CE, fragilisent les
jonctions VE-cadhérine et par conséquent diminuent l'association des CE entre elles
(Figure 21)(Lampugnani, 2012). Les CE tumorales sont faiblement connectées, par
conséquence les vaisseaux sont trés perméables. En outre, les cellules périvasculaires,
composées des péricytes et des cellules musculaires vasculaires lisses, montrent une
structure anormale. Elles se situent normalement dans la membrane des vaisseaux et
enveloppent normalement les CE pour prévenir leur dissociation. Elles sont recrutées en
réponse a différentes voies de signalisation. Le PDGF-B (Platelet-Derived Growth Factor B),
secrété par les CE, facilite le recrutement des péricytes par sa liaison avec son récepteur
PDGFR-B (Platelet-Derived Growth Factor Recepteur B). L’angiopoiétine-1 (Ang-1) est un
facteur de stabilisation vasculaire et facilite les connections péricyte-CE (Figure 21)
(Carmeliet and Jain, 2011a). Les mécanismes de détachement des pérycites dans les
tumeurs sont multiples : le VEGF inhibe I'activité de PDGFR-B, et la surexpression d’Ang-2,
un antagoniste de Ang-1, se lie au récepteur Tie-2 (Figure 21)(Carmeliet and Jain, 2011b;

Potente etal., 2011).

En conclusion, la vascularisation anormale des tumeurs favorise leur progression, la
dissémination des cellules tumorales ainsi qu'une réduction de la diffusion et de I'efficacité

des traitements anticancéreux.
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Le premier traitement anti-angiogénique approuvé par la FDA est le bevacizumab,
un anticorps dirigé contre le VEGF. L’idée initiale était d’affamer les tumeurs en éliminant
les vaisseaux qui approvisionnent les cellules en nutriment et oxygene. Mais l'effet de la
monothérapie avec des anti-VEGF n’a eu que peu ou pas d’effet sur les tumeurs. De plus, la
privation du réseau vasculaire entralnait des tumeurs plus aggressives avec la sélection de
clones résistants a ’hypoxie (Potente et al., 2011). En revanche, lorsque les anti-VEGF était
couplés a une chimiothérapie, une diminution significative de la tumeur était observée par
rapport aux tumeurs traitées uniquement avec la chimiothérapie. L’hypothése de la
« normalisation vasculaire » a permis d’expliquer ces résultats paradoxaux. Dans une
angiogenese anormale, il y a un déséquilibre entre les facteurs pro et anti-angiogéniques,
menant a une création aberrante et incessante des vaisseaux. En inhibant le VEGF, la
restauration de I'équilibre entre les facteurs pro et anti-angiogéniques permet de retrouver
une vascularisation uniforme de la tumeur permettant I'adressage d’agents thérapeutiques
ainsi que la diminution de la perméabilité des vaisseaux (Jain, 2005). Des études
précliniques et cliniques suggerent la présence d'une «fenétre» de normalisation
vasculaire. En effet, il est nécessaire d’avoir une dose d’anti-angiogénique suffisant pour
obtenir un effet sur la vascularisation mais un dosage excessif ou prolongé de la thérapie
peut conduire a une absence de vascularisation dans la tumeur et donc une absence
d’efficacité des traitements anti-cancéreux et une agressivité augmentée des tumeurs (Goel
et al, 2011). Les traitements anti-angiogéniques peuvent cibler différents acteurs de
I'angiogenése. Les plus employés sont les anti-VEGF, mais on retrouve également des
stratégies ciblant : le récepteur VEGFR2, PIGF qui est un membre de la famille de VEGF ou
encore la voie de 'angiopoiétine 2 (Goel et al,, 2011). Une étude récente (Agrawal et al,,
2014) a montré que la restauration de la jonction des CE par la régulation des VE-
cadhérines permettait d’améliorer l'intégrité vasculaire et d’inhiber la perfusion vasculaire.
L’effet anti-tumoral de la cisplatine sur un modele de mélanome B16BIl6 a été amélioré avec
la restauration des VE-cadhérines. Les tumeurs normalisées sont moins hypoxiques, il y a
une réduction du nombre de métastases et des facteurs de transcription de la transition

épithélio-mésenchymateuse ainsi qu'une diminution des cellules souches cancéreuses. Ces
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résultats montrent l'importance de la normalisation vasculaire dans les traitements

anticancéreux.

8. Invasion des tissus et métastases : molécules d’adhésion

et protéases

En plus de leur capacité a former des tumeurs primaires, les cellules malignes
acquierent aussi la propriété de pénétrer dans la circulation lymphatique et sanguine,
d'infiltrer les tissus voisins et de former des métastases. Ce processus, appelé transition
pseudo épithélio-mésenchymateuse (TEM) fait intervenir plusieurs mécanismes.
Habituellement, la formation de métastases commence par le détachement des cellules
tumorales a partir du site de la tumeur primaire, facilitée par la répression de facteurs qui
interviennent dans l'adhésion cellulaire et par la sécrétion d'enzymes qui réorganisent la
matrice extracellulaire des cellules tumorales. Il existe différentes molécules d’adhésion qui
sont classées en trois grandes catégories: les cadhérines, les intégrines et les

immunoglobulines. Nous focaliserons notre attention sur les cadhérines.

a. Del’E-cadhérine a I'N-cadhérine

Les cadhérines sont des molécules d’adhésion cellulaire calcium dépendantes. Elles
établissent préférentiellement des interactions homophiles (entre deux molécules
d’adhésion identiques). Dans la peau saine, les interactions entre les mélanocytes et les
kératinocytes sont importantes dans l'épiderme. La prolifération des mélanocytes est
controlée par les kératinocytes via les E-cadhérines. Les domaines extracellulaires de deux
molécules d’E-cadhérine sont liés ensemble, et les domaines intracellulaires interagissent
avec les fibres d’actine du cytosquelette via un complexe de caténine. Ainsi, en reliant les
cytosquelettes de deux cellules adjacentes, les E-cadhérines maintiennent l'intégrité du
tissu en le protégeant des forces mécaniques qui pourraient autrement détacher les cellules

du tissu (Harris and Tepass, 2010).

La transformation maligne des mélanocytes coincide souvent avec la perte de
I'expression des E-cadhérines, entralnant a son tour une perte de la régulation des

kératinocytes sur les mélanocytes. La perte de I'expression des E-cadhérines est en générale
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remplacée par l'expression des N-cadhérines, qui conférent de nouvelles propriétés
adhésives aux cellules. Les mélanocytes exprimant ainsi la N-cadhérine peuvent former des
contacts avec les fibroblastes et les cellules endothéliales pendant la migration et l'invasion
dans le stroma tumoral, le derme, les vaisseaux lymphatiques et sanguins. Les interactions
entre les N-cadhérines sont plus faibles que les E-cadhérines, ce qui pourrait étre a I'origine
de la forte motilité des cellules tumorales par rapport aux mélanocytes sains (Kuphal and

Bosserhoff, 2012).

Les E-cadhérines sont régulées négativement par le facteur de transcription SNAIL.
Une surexpression de SNAIL, détectée dans de nombreuses lignées de mélanome, entraine
une diminution des E-cadhérines au profit des N-cahérines. De plus, le répresseur
transcriptionnel SNAIL réprime également |'expression de I'enzyme de CYLD. Cette perte va
provoquer 'activation de 'oncogéne BCL-3, qui une fois transloqué au niveau nucléaire va
stimuler le promoteur des N-cadhérines (Massoumi et al., 2009). SLUG est également un
facteur de transcription impliqué dans la formation de métastase. Il agit comme un
activateur transcriptionnel direct du promoteur ZEB1. SLUG et ZEB1 collaborent pour
réprimer l'expression des E-cadhérines (Wels et al.,, 2011). Une autre étude a démontrer
que TWIST est également un régulateur impliqué dans le processus de 'EMT du mélanome
(Hoek et al., 2004). Les trois facteurs de transcription SNAIL, SLUG et TWIST sont tous trois
responsables de la répression de la transcription E-cadhérine dans le mélanome. Une
corrélation a été établie entre ces molécules dont I'expression est élevée dans le mélanome

(Koefinger et al., 2011).

b. Les métallo-protéases matricielles (MMPs)

Les MMPs sont des métallo-protéases qui dépendent du zinc pour leurs activités
enzymatiques et qui sont capables de dégrader certains composants de la matrice
extracellulaire (MEC). Elles sont classées dans plusieurs groupes, en fonction de leurs
caractéristiques structurelles mais également selon le substrat qu’elles digerent
préférentiellement. Elles sont au nombre de 24 chez 'humain. Dans les tissus sains,
I'activité des métalloprotéases est étroitement controler, elles demeurent principalement

inactives. Les enzymes sont maintenues en latence par I'inhibition de leur site actif par une
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liaison avec un résidu de cystéine. Elles sont également régulées par des inhibiteurs
endogenes : les TIMPs (inhibiteurs de métallo-protéases tissulaires) (Page-McCaw et al,,

2007).

En raison de leur diversité structurelle, les MMPs jouent de multiples fonctions dans
tous les stades de développement tumoral. La plupart des étapes de dissémination du
mélanome (transition de la croissance horizontale/verticale, invasion,...) requiérent la
production de MMPs, aussi bien par les cellules tumorales que par les cellules stromales
adjacentes (fibroblastes et cellules du systeme immunitaire). La plupart des MMPs jouent
un role central dans l'invasion, mlais certaines possédent également des propriétés

antitumorales (Figure 22) (Moro et al., 2014).

| Croissance radiale | | Croissance verticale |

*MMP-1 et-2 (P) *MMP-1 et-13 (P)
*MMP-7, -9 et -12 (A) * MMP-7
*MMP-14, -15,-16 et -21 (P) * MMP-9 (P/A)
*MMP-14, -15,-16 et -19 (P)
* MMP-13 * MMP-1 et-13 (P)
*MMP-2 et -9 (P) *MMP-10

Figure 22 : Les différentes MMPs exprimées par les cellules tumorales ou stromales pendant la
progression du mélanome. Certaines MMPs peuvent étre pro-tumorales (P) ou anti-tumorales (A).
D’aprés Moro et al, 2014

La MMP-1 est une collagénase interstitielle qui clive le collagéne de type I, II, et III.
Initialement, la MMP-1 a été détectée, associée avec la MMP-13, en phase de croissance
verticale lors d'un mélanome particulierement invasif. La MMP-1 et -13 sont
principalement libérées par les fibroblastes péritumoraux, mais la MMP-1 a également été

détectée dans les cellules de mélanome (Blackburn et al., 2007). L’activation de MMP-1 est
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impliquée dans la transformation de PAR1 (Protease-Activated Receptor 1), un récepteur
qui favorise le potentiel métastatique des cellules cancéreuses par sa liaison avec la
thrombine, ainsi que la création d’'un environnement pro-inflammatoire (Boire et al., 2005).
L’expression de la MMP-13 est élevée lorsque la tumeur commence a envahir les tissus
environnants. La MMP-13 a un rdle important dans la promotion de la vascularisation de la
tumeur, avec la libération de VEGF (Lederle et al., 2010). Ainsi, chez des souris dépourvues
de MMP-13, la croissance du mélanome est réduite a cause d’'une vascularisation faible de la

tumeur (Zigrino et al., 2009).

La MMP-2 et MMP-9 sont également connues sous le nom de : gélatinases A et B.
L’activité de la MMP-2 est nécessaire pour dégrader le collagéne de type I, cliver la
fibronectine et favoriser la migration des cellules de mélanome (Jiao et al, 2012).
L’expression de la MMP-2 caractérisée par IHC a été proposée comme marqueur
pronostique pour les patients atteints de mélanome (Rotte et al., 2012). Une méta-analyse
confirme la pertinence de I'augmentation de la MMP-2 (IHC) comme marqueur prédictif
d’agressivité, ce qui n’est pas le cas de la MMP-9 (Gould-Rothberg et al., 2009). La MMP-9
est dirigée sur le collagene de type IV de la membrane basale. Cette dégradation de la
matrice s'accompagne d'une sécretion de facteur pro-angiogénique (VEGF, FGF) favorisant

ainsi la vascularisation tumorale (Yabluchanskiy et al., 2013).
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Traitements du mélanome

Il existe plusieurs traitements pour le mélanome. Ils dépendent de la taille de la
tumeur, mais aussi de sa localisation, de son développement et de la présence ou non de

métastases.

I. L'exérese chirurgicale

La premiere étape du traitement du mélanome cutanée consiste en l'exérese
chirurgicale de la tumeur primitive. Une marge d’excision variant de 0,5 a 2 cm est réalisée
en fonction de I'étendue et de I'épaisseur du mélanome. Elle permet d’éviter les éventuelles
récidives locales. Dans la plupart des cas, cette intervention suffit pour éliminer et stopper
le développement du mélanome (Testori et al, 2009; Thompson et al.,, 2005). Pour les
tumeurs avec un indice de Breslow élevé, une exérese du ganglion sentinelle est pratiquée
afin de déterminer s’il y a eu une dissémination dans I'organisme. En cas d’évolution du
mélanome vers un stade métastatique, la chirurgie est la premiére solution proposée. Dans
le cas ou les métastases sont trop nombreuses ou inaccessibles, des traitements

complémentaires sont administrés au patient.

II. La chimiothérapie
1. La dacarbazine

La dacarbazine (5-(3,3-diméthyl-1-triazéne-1-y)-1H-imidazole-4-carboxamide)
(Figure 23) a longtemps été la molécule de référence pour le traitement du mélanome
métastatique. Il s’agit d'un agent alkylant de 'ADN, injecté par voie intraveineuse au patient
sous forme de prodrogue, il est métabolisé au niveau du foie par le cytochrome p450
réductase en un composé actif (Figure 23) qui induit 'apoptose des cellules tumorales

(Rooseboom et al., 2004).
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Figure 23 : Activation de la dacarbazine par le cytochrome p450. L’hydroxylation de la dacarbazine par
le cytochrome P450 forme le HMMTIC. Le MTIC est ensuite généré par voie non-enzymatique par la perte
du formaldéhyde. Le MTIC est rapidement décomposé en carboxamide aminoimidazole (AIC), CH3 +, et N2.
D’apres Rooseboom et al. 2004
Le traitement a la dacarbazine conduit a des taux de réponses pour 15 a 25% des
patients, parmi eux, seulement 5% de réponse complete et une survie moyenne de 4 a 6
mois. Une étude avec un recul de six ans apres le traitement a montré que moins de 2% des
patients étaient encore en vie (Tarhini and Agarwala, 2006). Les stratégies impliquant une
association d’agents anti-tumoraux avec la dacarbazine obtiennent des taux de réponse plus
élevés. Une étude couplant I'imexon, qui est un médicament sélectionné pour sa capacité a
induire une accumulation des espéces réactives de I'oxygene (ROS), avec un traitement a la
dacarbazine a montré un effet synergique inhibiteur sur la croissance des tumeurs

meélaniques humaines A370 (Samulitis et al., 2011). Malgreé sa faible efficacité, elle reste une

molécule de référence.

2. Le temozolomide

O
Le temozolomide (Figure 24) est un agent alkylant -~ )J\N/\\
semblable a la dacarbazine administré par voie orale. Cette f{h ~ N

N
molécule a pour avantages qu’elle ne requiert pas de clivage au NH
2

niveau hépatique et qu’elle a la capacité de traverser la barriere

hémato encéphalique. Les lésions cytotoxiques développées sont Figure 24 : Structure

. a . : , , du temozolomide
supposées entrainer une réparation aberrante de ’ADN. Une étude
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comparant le temozolomide par rapport a la dacarbazine sur des mélanomes de stade IV a
montré une efficacité égale entre les deux produits avec une bonne tolérance au traitement
dans le groupe temozolomide (Middleton et al., 2000). Une équipe a montré un effet additif
sur la mort cellulaire lorsqu’il était associé avec le Vemurafenib, inhibiteur de I'activité

BRAF (voir paragraphe suivant) (Roos et al., 2014).

3. Inhibiteurs de la voie MAPK

Comme vu précédemment, la mutation V600E est présente dans environ 50% des
cas de mélanome (Cheng et al., 2013). Cette mutation active la voie des MAPK, entrainant
entre autre une augmentation de la prolifération, la survie ou encore la migration. Ainsi, des
stratégies ciblant spécifiquement cette voie sont développées. Des composants
commercialisés sous le nom de Vemurafenib ou de Dabrafenib sont des puissants
inhibiteurs de BRAF possédant la mutation V600E. Dans une étude clinique, le Dabrafenib
montre des résultats de réponse (53 vs 19%) et une survie (5,3 vs 2,7 mois) augmenté par
rapport a la dacarbazine. Le Vemurafenib, quant a lui, est le premier traitement approuvé
par FDA (Food Drug Administration) pour traiter les patients porteurs de mélanome
métastatique BRAF-muté. Les études cliniques de phase III montrent des taux de réponses
et de survie supérieurs pour le Vemurafenib comparé a la Dacarbazine (Cheng et al., 2013).
Cependant, des effets indésirables non négligeables peuvent apparaitre. En effet, le
Vemurafenib ou le Dabrafenib sont a I'origine d’hyperkératoses, de carcinomes a cellules
squameuses, ou encore d’arthralgie. Il a méme été observé dans une minorité de patients, le
développement de nouveaux mélanomes primitifs (Zimmer et al, 2012). Le probleme
majeur de cette molécule reste l'apparition I'apparition de mécasnimes de résistance
(Figure 25) (Wellbrock, 2014) avec notamment |'activation de la voie PI3K qui suppléente
la voie MAPK dans la prolifération des cellules cancéreuses. Des travaux démontrent
également que le Vemurafenib active ERK et ainsi augmente la prolifération et la migration
des cellules de mélanome BRAF V600E (Halaban et al., 2010). Par ailleurs, ces traitements
ont l'inconvénient de se restreindre uniquement aux porteurs de la mutation V600OE

(Flaherty et al., 2010).
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Figure 25 : Mécanismes de résistance de la voie MAPK suite a I'inhibition de BRAF. A) La voie de
signalisation MAPK est activé en aval par RAS. B) BRAF mutée (*) conduit a I'activation constitutive de
MEK et ERK, elle peut étre ciblée par les inhibiteurs indiqués. C) La voie est réactivée malgré la présence
d’inhibiteur. La fixation de différents facteurs de croissance au récepteur active RAS. RAS phosphoryle
MEK en passant par CRAF, qui est des protéines kinases de la famille RAF. Elle contourne ainsi I'inhibition
de BRAF. D) Les voies de réactivation reposent sur des changements en amont de MEK, tel que la
surexpression de COT ou l'activation par CRAF. Ainsi, un traitement combiné avec des inhibiteurs de
BRAF et MEK pourrait permettre de contrecarrer les résistances. E) Dans certaines cellules, I'activité
d’AKT est régulée a la hausse en réponse directe a I'inhibition de MEK. La voie PI3K relait donc la voie
MAPK dans la prolifération des cellules. Une autre raison de la résistance est la surexpression des
protéines de survie telle que MITF. En effet, MITF peut surmonter les effets cytotoxiques des inhibiteurs

de BRAF car elle régule de nombreux genes, notamment des anti-apoptotiques. D’apreés Wellbrock, 2014.
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Facteur de croissance
0/ Récepteur Tyrosine Kinase

_— Membranaire cellulaire

Sorafenib (BAY43-9006)
Dabrafenib (GSK2118436)
Vemurafenib (PLX4032)
RAF265 (CHIR-265)
XL281
GDC-0879
SBS90885
LGX818
PLX4720
ARQ-736
CEP-32496

SCH66336 Lonafamib)
Salirasib
BMS-214662

R115777 (Tipifarnib) |
L-778123

CI-1040 (PD184352)
PD0325901
AZD6244 (Sefumetinib)
Trametinib (GSK1120212)
MEK162 (ARRY-162)

@ ERK1/2

Figure 26 : Liste des inhibiteurs de la voie des MAPK. D’aprés Cheng et al,, 2013

Des inhibiteurs de RAS et de MEK1/2 existent également. On citera ainsi le R115777,
le SCH66336 et le Salirasib qui agissent sur RAS, tandis que le Trametinib, MEK162 ou
encore le PD98059 ont une action sur MEK1/2 (Figure 26).

III. L'immunothérapie

Le systéeme immunitaire joue un réle important dans le contréle de nombreux
cancers. Depuis longtemps, il a été mis en évidence qu’'une réponse spécifique ciblant un
antigéne tumorale pouvait se mettre en place. L'immunité anti tumorale implique les
lymphocytes T cytotoxiques, mais également les cellules présentatrices de I'antigene ainsi

que les lymphocytes de Helper.
1. Interleukine-2

L’interleukine-2 (IL-2) est principalement produite par les lymphocytes CD4 activés.
Elle agit sur leur prolifération et les incite a synthétiser d’autres cytokines. L'IL-2 active
également les lymphocytes Natural Killer (NK), augmente leur potentiel de destruction et

stimule les lymphocytes B a produire des anticorps.
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L’analyse de huit études cliniques, conduites entre 1985 et 1993, sur des doses
importantes d’IL-2 a montré un taux de réponse de 16%. Un petit pourcentage de patients,
environ 6%, a une réponse durable et complete au traitement. Mais ces résultats
encourageants n’ont pas été approuvés par 'EMEA (EuropeanMedicine Agency) face a la
toxicité importante de ce traitement. Les nombreux effets secondaires incluent notamment
de I'hypotension sévere, des oedemes pulmonaires, des insuffisances rénales et hépatiques
ou encore des troubles neurologiques. Des études plus récentes ont essayé de coupler I'IL-2
avec des agents chimiothérapeutiques tels que la dacarbazine ou le temozolomide, mais
elles n’ont pas montré un meilleur taux de survie. En résumé, I'lL-2 n’est plus utilisée pour

le traitement du mélanome métastatique (Garbe et al., 2011; Schadendorf et al., 2009).
2. L’'interféron-a

L’interféron-a (IFN-a) est une glycoprotéine produite par les leucocytes en réponse
a une infection virale. En se liant avec son récepteur cellulaire, IFN-a active la transcription
du facteur ISGF3, qui initie une stimulation dans la séquence promotrice du géne p53. Cette
activation permet la production de p53, augmentant alors I'apoptose des cellules tumorales
(Takaoka et al, 2003). Un grand nombre d’études cliniques a testé différentes
administrations d'IFN-a pour le traitement du mélanome, en faisant varier la dose, le
nombre de prises et la durée du traitement. Les performances du traitement a I'I[FN-a sont
passables par rapport a sa toxicité et a son cofit tres élevé. Beaucoup de pays n’ont pas le
support financier nécessaire pour proposer un traitement a haute dose d'IFN-a a ses

patients (Garbe et al., 2011).
3. Anti-cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4)

L’activation des lymphocytes T nécessite deux signaux, la reconnaissance de
I'antigene et également un signal provenant de la liaison de CD28 a B7 (molécule exprimée
par les cellules dendritiques). CTLA-4 est une glycoprotéine transmembranaire de type 1,
présente a la surface des lymphocytes T et agit comme répresseur de I'activation de ces
derniers. CTLA-4 entre en compétition avec les récepteurs CD28 pour la liaison B7.

L’interaction entre CTLA-4 et les lymphocytes T peut étre bloquée a l'aide d’anticorps
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monoclonaux dirigés contre CTLA-4. Ainsi, le signal d’inhibition est levé et l'activité des

cellules cytotoxiques augmente (Garbe et al., 2011).

Deux anticorps anti-CTLA-4 sont actuellement disponibles en clinique : I'ipilimumab
et le tremelimumab. Les premiers résultats sont prometteurs dans le traitement du
mélanome de stade IV, méme si le manque d’efficacité récemment rapporté du
tremelimumab en tant qu’agent unique tend a I'amener vers une utilisation combinée avec
un autre agent (Schadendorf et al., 2009). Du fait du mécanisme d’action des anti-CTLA-4,
des effets secondaires avec des cas séveres d’auto-immunité ont été rencontrés. Il faut noter

que lors des essais cliniques, 60% des patients ont développé ce type d’effets secondaires.
4. Anti PD1 et PD-L1

La liaison des récepteurs PD-1 des lymphocytes T aux récepteurs PD-L1 des cellules
cancéreuses inactive la réponse immunitaire. PD-1 empéche ainsi des réactions d’auto-
immunité. L’expression de PD-L1 a la surface des cellules de mélanome inhibe la
destruction de ces dernieres par les cellules de I'immunité. En bloquant les récepteurs de
PD-1 avec des anticorps anti-PD-1 (Nivolumab ou MK-3475) ou en agissant sur le récepteur
PD-L1 (BMS-93655), les traitements inhibent la liaison PD-1/PD-L1. Les lymphocytes T
reconnaissent alors la cellule tumorale comme étant « anormale » et la détruisent (Figure
27). Le nivolumab seul ou en combinaison avec l'ipilimumab a démontré une réelle

efficacité contre le mélanome disséminé dans de nombreuses études (Mamalis et al., 2014).

B

tumorale

Inhibition du signal

Inhibition du signal

Figure 27 : Role de PD1 dans l'inhibition de la réponse immunitaire. A. Les cellules tumorales qui
expriment PD-L1 peuvent échapper a la réponse immunitaire en régulant l'activité des lymphocytes T par le
biais de PD-1. B. En bloquant le récepteur PD-1 avec un anticorps anti-PD-1, les lymphocytes T peuvent
détruire les cellules de mélanome. D’aprés Mamalis and Garcha, 2014
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IV. Laradiothérapie
1. Laradiothérapie externe

Cette voie thérapeutique consiste a exposer des lésions internes a des rayonnements
ionisants de forte énergie produits par un faisceau externe a l'organisme. Les radiations
ionisantes ont la propriété d’interagir avec la matiere en transférant toute ou une partie de
leur énergie. Les radiations ionisantes ont un effet sur 'ensemble des macromolécules
biologiques (protéines, lipides, acides nucléiques...)(Pouget et al, 2015). L’ionisation
directe de 'ADN et/ou l'interaction avec I'H20 génere des radicaux libres qui vont induire
différents types de dommages du génome entrainant alors une mort cellulaire (mécanismes

résumés dans Orth et al., 2014).

Depuis longtemps, le mélanome est considéré comme une tumeur radiorésistante.
Cependant ce traitement intervient souvent en complément d’une chirurgie curative quand
les marges d’exéréses chirurgicales suffisantes n’ont pas pu étre réalisées. La radiothérapie
externe est également utilisée pour traiter les zones délicates telles que les métastases
cérébrales ou lors de mélanome uvéal. Un curage ganglionnaire peut aussi étre associé a de

la radiothérapie afin de limiter la récidive (Khan et al., 2011).
2. Laradiothérapie interne vectorisée

La radiothérapie interne vectorisée est 'administration d’'un isotope radioactif par
voie intraveineuse ou orale. Le radioélément est combiné a un vecteur qui cible une
caractéristique des cellules tumorales. Il existe différents vecteurs: les anticorps, les
peptides ou encore les molécules de synthése. Le vecteur idéal doit posséder une affinité la
plus spécifique possible pour les cellules cancéreuses, une rétention importante et durable
mais également une clairance rapide des cellules non-cibles pour limiter les effets
secondaires. Ainsi, dans le cas du mélanome, la cible peut étre la mélanine, pigment produit
en grande quantité dans les tumeurs mélaniques, ou encore des récepteurs membranaires
(MCR-1, MCSP). Les différentes radiothérapies internes vectorisées du mélanome existantes

seront décrites plus en détail ultérieurement.
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3. Emissions radioactives utilisés en radiothérapie interne

La radioactivité est la propriété qu’ont certains noyaux d’atomes a se désintégrer de
maniere naturelle et spontanée, pour donner un autre élément, en émettant des particules
ou des rayonnements électromagnétiques. Trois types de rayonnements peuvent étre
utilisés en radiothérapie interne, ils différent par leur parcours et leurs énergies. Ces deux
données permettent de définir I'énergie de transfert linéique (TEL), c'est-a-dire 1'énergie
moyenne délivrée au milieu par unité de longueur de la trajectoire parcourue. Pour pouvoir
induire des dommages importants au niveau tissulaire et cellulaire, il faut que I'énergie
cédée localement par I'isotope soit élevée, lors du parcours des particules émises (Tableau

2) (Kassis, 2008).

Rayonnements Emin-Emax Range TEL
Particules o 5-9 MeV 40-100 pm 80 keV/um
Rayonnements f3- 50-2 300 keV 0,05-12 mm 0,2 keV/um
Electrons Auger eV-keV 2-500 nm 4-26 keV/pm

Tableau 2 : Caractéristiques générales des différents rayonnements étudiés en radiothérapie.
D’aprés Kassis, 2008

Les particules a produisent de fortes ionisations sur un petit parcours linéaire. Les
particules - produisent des ionisations sur un grand parcours linéaire. Les électrons Auger

induisent des clusters de forte ionisation (Figure 28) (Kassis, 2011).

*
*a | i

ANS
* B- Auger e- a

Figure 28 : Représentation schématique des densités d’ionisation produites par les différents
rayonnements. D’apres Kassis, 2008.
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a. Les particules a

Ce sont des particules chargées positivement, qui sont assez facilement stoppées et
ne parcourent que quelques centimetres dans I'air. Au niveau des tissus organiques, leur
parcours est de l'ordre de la dizaine de micrometre. Le LET des particules a est tres
intéressant de part son importance : entre 80 et 100 keV/um. En raison de son trajet court
mais avec un LET élevé, ce rayonnement est utilisé pour le traitement de micrométastases

(Tableau 3) (Kassis and Adelstein, 2005).

Isotope Demie-vie Energie (Mev)
211At 7,2 heures 6,79
212Bj 60,6 minutes 7,80
225A¢ 10 jours 6,83

Tableau 3 : Principaux émetteurs de particules a utilisés en radiothérapie interne. D'aprés Kassis
and Adelstein, 2005

b. Les rayonnements [3-

IIs sont constitués d'un électron de vitesse élevée. Ce type de rayonnement peut
parcourir quelques metres dans l'air et est arrété par du plexiglas. Dans les tissus
organiques, son parcours est plus long que celui des particules a, et présente un TEL faible
d’environ 0,2 keV/um (Kassis and Adelstein, 2005). Les émetteurs 3- de haute énergie, tels
que 188Re et 20Y sont appropriés pour le traitement de larges tumeurs. Les émetteurs (3- de
moyenne ou faible énergie, comme 177Lu, peuvent étre utilisés pour les petites tumeurs ou

les métastases (Tableau 4) (Miao and Quinn, 2008).

Isotope Demi-vie Energie (MeV)
67Cu 61,9 heures 0,57
20y 2,67 jours 2,28
| 8,02 jours 0,61
177Lu 6,7 jours 0,50
188Re 17 heures 2,13

Tableau 4 : Principaux radioéléments émetteurs f3- utilisés en radiothérapie interne. D’apres Kassis
and Adelstein, 2005
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c. Les émetteurs d’électrons Auger

Ce type d’émission résulte du phénomene de capture électronique. En effet,
lorsqu’un noyau instable posséde un proton surnuméraire et n’a pas l'énergie suffisante
pour émettre un positon, il peut capturer un électron gravitant autour de lui sur une
orbitale électronique proche. Ceci va créer une lacune électronique sur 'orbitale concernée.
Cette lacune va se combler en prélevant un électron sur l'orbitale supérieure, créant ainsi
une nouvelle lacune. Le phénomeéne se répete ainsi jusqu’aux couches électroniques les plus
externes de 'atome. Chaque transition électronique s’accompagne de I’émission d’un rayon
X qui va pouvoir arracher un électron des couches électroniques externes de I'atome, c’est
I’émission d’électron Auger. Ce type d’isotope émet par désintégration entre 5 et 30
électrons Auger de faible énergie (de quelques eV a 1 keV). Leur parcours dans la matiere
est par contre tres faible, de I'ordre du nm, ce qui leur procure un TEL intéressant (de 4 a 26
keV/um)(Tableau 5)(Kassis, 2008). Ce type de rayonnement permet une ionisation
importante et tres localisée, on parle de cluster d’ionisation. Il nécessite une proximité de

I’ADN pour produire une efficacité radiothérapeutique (Kassis, 2011).

Nombre d’électrons

Isotope Demi-vie Energie (keV)
Auger/désintégration
67Ga 3,3 jours 8,4 4,7
111In 67,3 heures 19 14,7
1251 59,9 jours 3,7 24,9

Tableau 5 : Principaux émetteurs d'électons Auger étudiés en radiothérapie. D'aprés Kassis, 2008

d. Etude dela dosimétrie

L’étude de la dosimétrie dans les traitements de radiothérapie interne est d’une
importance capitale. Cependant, du fait de la complexité de sa mise en ceuvre,
'établissement d’'un traitement basé sur la dosimétrie n’est que rarement pratiqué. Le
comité MIRD (Medical Internal Radiation Dose) a pour objectif de définir les méthodes et
modeles mathématiques pour déterminer la dose absorbée par organe suite a

I'administration d’'un radiopharmaceutique (Bolch et al., 2009). Ils s’intéressent également
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a d’autres thématiques telles que : 'évaluation du rdle de la dosimétrie personnalisée pour
la radiothérapie interne, la mise a jour des modeles géométriques (fantomes) utilisés en
médecine nucléaire et la compréhension de la corrélation entre la dose absorbée et les

réponses biologiques a I’échelle tissulaire et cellulaire.

L’unité de mesure de la dose absorbée est le Gray (Gy). Il correspond a la quantité
d’énergie cédée a la matiére par unité de masse. Cette unité permet de mesurer la quantité
de rayonnements absorbés par un organisme exposé aux rayonnements. Un rayonnement

ionisant qui cede 1 joule a 1 kilo de matiere délivre 1 dose de Gray.
1 Gy = 1]/kg de matiere irradiée.

Au niveau tumoral, la quantité d’énergie délivrée doit étre assez importante pour
obtenir un effet anti-tumoral. En revanche, pour les organes non-cibles, la dose doit étre la
plus faible possible pour éviter les effets secondaires. Des tables d’irradiation sont
disponibles pour les irradiations externes. En revanche, pour la dosimétrie de la
radiothérapie interne, il n’existe pas de données générales, chaque modele doit intégrer la
biodistribution du radioélément, la nature des rayonnements, I’élimination biologique et le
volume des organes. La dosimétrie est ainsi calculée, a partir des données expérimentales
de biodistribution par prélevement et d’imagerie a différents temps, en utilisant le
formalisme du MIRD par simulations Mont-Carlo GATE pour la tumeur et les organes a

risques (Perrot et al., 2014)
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Réponses cellulaires apres une
radiothérapie

Les radiations ionisantes peuvent générer des mutations, des dégradations de base,
des pontages de I’ADN, des cassures simple- ou double-brin de I'ADN. Lors d’une
radiothérapie, les principaux dégats souhaités sont les cassures double-brin (DSB : Double-
Strand Breaks) de I'’ADN car ce sont les plus létales pour la cellule. Seule la réponse
cellulaire face aux DSB sera détaillée. La signalisation des DSB aboutit a I'arrét transitoire
du cycle cellulaire pour permettre la réparation de I’ADN avant les phases critiques du cycle
(la réplication et la mitose). Si la cellule est débordée par le nombre de dommages, elle sera
éliminée par mort cellulaire programmeée (Figure 29) (Houtgraaf et al., 2006). Ce processus
permet de limiter la propagation de cellules porteuses de dommages. En effet, des défauts
dans la signalisation et la réparation sont associés au développement cancéreux. En
revanches, ces mécanismes de réparation entrainent une radiorésistance en limitant I'effet

@ﬂ Rayonnement ionisant

mortel de la radiothérapie.

Cassure de I’ADN

activation des points de contréle | ——> [ Réparation de ’ADN ]
du cycle cellulaire

l ! |

Défectueux Correct
[ Arrétdu cycle cellulaire ]% [ % ] [ ]

: Instabilité du génome Progressiondu cycle cellulaire
Mort cellulaire . . ;
- [ Développement cancer ] [ Survie cellulaire

Figure 29 : Réponses cellulaires a un dommage a I’ADN. La signalisation des cassures conduit a un arrét
du cycle cellulaire et I'activation des voies de réparation. Lorsque la réparation est terminée, la cellule peut
continuer son cycle et proliférer. Si les cassures ne peuvent pas étre réparées ou si il y a trop de dégats, le
cycle cellulaire peut étre bloqué de fagon permanente, conduisant a un état de sénescence ou d’apoptose. Si
les dommages restent inapercus ou si la réparation est défectueuse, cela peut conduire a des mutations et a
une instabilité génomique qui peut conduire a I'oncogenése. D’aprés Houtgraaf et al, 2006
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I. Signalisation des cassures doubles-brins

Les cellules eucaryotes répondent aux lésions de I’ADN par un systéme sophistiqué
impliquant de trés nombreux acteurs et développé pour détecter, signaler et réparer ces

lésions.

Dans le processus de signalisation des DSB, PARP 1/2 détecte les cassures de I’ADN,
facilite 'ouverture de la structure de la chromatine par poly(ADP-ribosyl)ation des histones
et assure le recrutement des protéines clés telles que ATM (Figure 30B) ou ’hétérodimere
Ku70/80 (Figure 30C) (Dantzer et al,, 2011). ATM (ataxia telangiectasia mutated) est une
sérine/thréonine protéine kinase essentielle dans la réponse aux dommages cellulaires.
L’activation d’ATM est effectuée par une réaction d’autophosphorylation sur le résidu Ser-
1981 (Figure 30C). Il semble qu'une seule DBS soit insuffisante pour déclencher la réaction
d’autophosphorylation, expliquant I'absence d’activation d’ATM aux faibles doses de
rayonnement (<100 mGy) (Hennequin et al, 2011). Sinon, l'activation initiale d’ATM se
produit dans les minutes qui suivent I'irradiation. ATM contréle la phosphorylation d’autres
acteurs, initiant ainsi l'amplification du signal (yH2AX), l'arrét de cycle (Chk1/2), la
réparation des lésions (DNA-PKcs, BRCA1) ou encore I'apoptose (p53) (Figure 30D).

La phosphorylation de I'histone H2AX sur la Ser 139 (YH2AX) est indispensable a la
réparation des DSB. Survenant quelques minutes apres l'irradiation, cette réaction s’étend
autour de la DSB. L’agrégation de yH2AX induit la formation de «foci», favorise
I'accumulation de protéine et amplifie le signal de la réponse aux dommages cellulaires
(Firsanov et al., 2011). Un autre objectif majeur de la cascade ATM est la protéine p53. Dans
un contexte de DSB, p53 est phosphorylée conduisant a sa dissociation avec MDM?2 et sa
stabilisation. Il régule ainsi I'arrét de cycle, la réparation, la sénescence ou la mort cellulaire
en activant ou réprimant l'expression des génes cibles qui codent dans ces différents

processus.
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Figure 30 : Signalisation des cassures double-brin. Les rayonnements ionisants induisent des cassures
double-brin de I'ADN (A). PARP 1/2 est activée par liaison avec les DSB et attache des poly(ADP-
ribose)(PAR) a différents substrats. La ribolysation d’ATM permet son activation (B). PARP 1/2 est
également impliquée dans l'accroche de I'hétérodimere KU70/80 (C). L’activation d’ATM entraine son
autophosphorylation. Elle phosphoryle a son tour des acteurs qui participent a la cascade de signalisation,
notamment H2AX en yH2AX (C). La rétention d’ATM-P dans la chromatine permet I'amplification de
YH2AX et la phosphorylation de BRCA1 et du complexe MRN (recombinaison homologue), de Chk1/Chk2
et p53 impliquées dans l'arrét de cycle cellulaire, le recrutement de la DNA-PKcs (NHE]) ou p53 pour
I'apoptose (D). D’aprés Thompson, 2012
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II. Arrétdu cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est divisé en quatre phases survenant selon un ordre établi,
chaque phase ne pouvant débuter que si la précédente est totalement terminée. Le
déroulement correct des phases successives du cycle cellulaire est assuré par une famille de
kinases dépendantes des cyclines (CDK : cyclin dependent kinase) (Vermeulen et al., 2003).
L’arrét du cycle cellulaire apreés une DSB (Figure 31) va permettre d’éviter la prolifération
de cellule avec des dommages a ’ADN et ensuite de donner du temps a la réparation de
s’effectuer. La phosphorylation d’ATM déclenche la phosphorylation de p53 sur la sérine 15
et son accumulation par I'inhibition de MDM2 ou MDM4 (voir chapitre précédent). P53515
induit a son tour I'expression de p21. P21 est indispensable a I'arrét du cycle cellulaire au
point de contrdle G1. Elle inhibe la progression du cycle cellulaire en se liant, par son
domaine aminoterminal, aux complexes cycline/CDK de la phase G1 et par son domaine
carboxyterminal, a PCNA, bloquant ainsi I'activation de ’ADN polymérase (Viallard et al,,
2001). ATM-P phosphoryle également Chk2 (human check-point kinase 2) qui a son tour
phosphoryle Cdc25A/C. Cdc25A/C inactive CDK1 et provoque au final un arrét de cycle en
G2/M (Jeggo and Lobrich, 2006; Pawlik and Keyomarsi, 2004).

Une fois le cycle cellulaire en état de veille, la cellule va réparer ses dégats, via
différents systemes de réparation. En cas de lésions trop nombreuses, elle peut initier sa
mort cellulaire. Une vaste gamme d’inhibiteurs de cycle cellulaire ont été développés dans

le but de sensibiliser les cellules aux traitements. Ils seront détaillés ultérieurement.
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Figure 31 : Controéle et arrét du cycle cellulaire. Le cycle cellulaire est contrélé par des CDK. Chaque
CDK est activée par une cycline. Une méme CDK s’associe a des cyclines différentes et inversement, une
méme cycline peut activer des CDK différentes. L'ordre d’intervention des CDK est déterminé par la
transcription des cyclines. Lors d’'une DSB, ATM-P active a la fois p53 et Chk2, entralnant un blocage du
cycle cellulaire en phase G1/S ou G2/M. D’apres Pawlik et al, 2004 et Vermeulen et al,, 2003
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III. Mécanismes de réparation des cassures
doubles-brins

Deux mécanismes majeurs entrent en compétition pour la réparation des cassures

double-brin de I'ADN: la jonction d’extrémité non-homologue et la recombinaison

homologue. Les radiations ionisantes peuvent également créer des cassures simple-brin,

réparées par les mécanismes de réparation par excision de base ou de nucléotides, qui ne

seront pas détaillés.

1. La jonction d’extrémités non-homologues

La jonction d’extrémités non-homologues (NHE] : Non-Homologous End Joining)
est la principale voie de réparation des DSB. Elle joue un role prédominant pendant la
phase G1. Elle n’exige pas une homologie stricte et peut conduire a une perte
d’information. La NHE] peut étre divisée en trois étapes: la détection de la DSB, le
traitement, et la ligature (Figure 32). La premiere étape est la reconnaissance et la
liaison de I'hétérodimere Ku a I'extrémité de la DSB (Figure 32A). L'hétérodimere Ku
est composé de la sous-unité Ku70 et Ku80. Il agit pour le recrutement des acteurs de la
NHE], en commengant par la DNA-PKcs (DNA-dependent Protein Kinase, catalytic
subunit). Ensemble, la DNA-PKcs et Ku forme un complexe synaptique autour de la DSB
(Figure 32B). La seconde étape consiste a un traitement enzymatique de la DSB. En
effet, les irradiations produisent fréquemment des cassures d'ADN non ligables qui
doivent étre converties en groupes 3'-hydroxyle et 5'-phosphates avant ligature.
Artémis, qui a une activité d’exonucléase 5’-3’, permet de préparer les extrémités a la
ligature (Lees-Miller and Meek, 2003) (Figure 32C). Dans la derniere étape, le complexe
XRCC4-LIG 4 (DNA-ligase IV) reéalisent la liaison des deux extrémités d’ADN (Figure
32(C). La sous-unité Ku80 subit une ubiquitination qui entraine sa dégradation et permet
au complexe de réparation NHE] de se dissocier du brin d’ADN (Figure 32D)(Davis and
Chen, 2013; Lees-Miller and Meek, 2003; Rass et al., 2012; Thompson, 2012; Wang and
Lees-Miller, 2013).
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Figure 32 : La jonction d'extrémité non-homologue. A) L'hétérodimére Ku70/80 encercle les deux
extrémités des DSB. Il protege 'ADN d’éventuelle dégradation et recrute la DNA-PKcs Davis and Chen
2013. B) La DNA-PKcs s’active en s’autophosphorylant. Elle phosphoryle également Artémis (Art). C) Une
préparation des extrémités pour la ligature peut étre nécessaire, elle est réalisée par Artémis. Ensuite, le
complexe XRCC4-LIG4 est recruté par DNA-PKcs et réalise une ligation entre les deux extrémités d’ADN.

D) L’ADN est réparé. L'ubiquitination de KuB0 entraine sa dégradation et sa dissociation avec Ku70. Cette
séparation permet de détacher le complexe de réparation de ’ADN. D’aprés Thompson, 2012
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2. Larecombinaison homologue

La recombinaison homologue (RH) utilise ’ADN du chromosome homologue comme
matrice pour traiter la DBS et permet ainsi la réparation de la 1ésion sans générer d’erreurs
génétiques. La RH commence par une étape de résection des extrémités 5’ d’ADN. Elle est
catalysée par le complexe protéique Mrell, Rad50 et Xrs2/NBS1 (MRN) ainsi que par la
protéine Sae2. Ces protéines suppriment a l'extrémité de la DSB quelques dizaines de
nucléotides. L’extrémité simple-brin formée est alors un substrat préférentiel pour
I'exonucléase Exol. Celle-ci réalise une résection plus importante permettant ainsi la
production d’'un ADN simple-brin 3’ (Figure 33B). Les ADN simple -brin 3’ sont liés une
premiere fois avec la protéine RPA (Figure 33C). RPA est par la suite remplacée par Rad51,
qui catalyse la recherche de I’ADN complémentaire (Figure 33D). La reconnaissance d’'une
région homologue permet la formation d’'une « boucle-D » par I'appariement du complexe
Rad51-ADN simple-brin 3’ avec la région de la chromatine sceur (Figure 33E). L’ADN
simple-brin 3’ est allongé par synthése d’ADN en utilisant le brin complémentaire comme
matrice (Figure 33F). Une fois synthétisé, le nouveau brin peut étre déplacé pour
s’hybrider avec la seconde extrémité de la cassure (Figure 33G). A son tour, il est utilisé
comme matrice pour allonger ce second brin jusqu’a reconstitution complete du génome

(Figure 33H) (Cannan and Pederson, 2015; Mehta and Haber, 2014).
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Figure 33 : La recombinaison homologue. Aprés la formation d’'une DSB (A), il y a une résection des
extrémités 5’ par le complexe MRN associé a Sae2 et Exol (B). Les simples brins 3’ ainsi créés sont
stabilisés par la protéine RPA (C). RPA est remplacé avec I'aide de protéine Rad52 par Rad51 (D). La
liaison de Rad51 avec le brin d’ADN entraine la création d'une « boucle-D » (E). En utilisant la chromatine
sceur comme schéma, le brin invasif est capable de synthétiser 'ADN en prolongeant la « boucle-D » (F). Le
nouveau brin ainsi fabriqué va se lier au brin original (G). Pour finir, la complémentarité avec ce brin
permet de restituer la partie de ’'ADN manquant (H). D’aprés Cannan and Pederson, 2015 et Mehta and
Haber, 2014.
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IV. Les différentes morts cellulaires

La mort des cellules tumorales est le principal objectif d’'une radiothérapie. Il existe
plusieurs types de mort cellulaire, elle peut étre induite comme l'apoptose ou non-
programmée (nécrose). On peut également observer un arrét permanent du cycle cellulaire
(sénescence) ou au contraire, une activation du cycle malgré des lésions d’ADN
(catastrophe mitotique) (Figure 34) (Orth et al., 2014). L’élimination de ces cellules mortes

est ensuite confiée aux cellules du systeme immunitaire (Lauber et al., 2012).

Rayonnement ionisant
Dommages a I'ADN
Réparation des

Formationd’un A MGl
cassures autophagosome utophagie

1
\ Réponse aux _/
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I
Points de contréledu cycle cellulaire
1
I 1
Arrét permanent du Mitose
cyclecellulaire aberrante
MOMP /|\
Activation de
PARP et RIP
Activation des Désintégration dela
caspases membrane plasmique
TR Catastrophe
Désintégration de L
2 )N lamembrane p@ - , i mitotique
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[ 2° Necrose ] [1° Necro(pto)se ]

Elimination des cellules tumorales mortes par les macrophages et
les cellules dendritiques
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Figure 34 : Les différentes morts cellulaires induites par un rayonnement ionisant. D'aprés Lauber et
al, 2012 et Orth etal, 2014
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1. Apoptose

L’apoptose est une forme de mort cellulaire programmée, qui est caractérisée par la
condensation et la fragmentation de la chromatine, le rétrécissement des cellules et le
bourgeonnement de la membrane cellulaire (Elmore, 2007). L’activation de I'apoptose peut

se faire par I'intermédiaire de la voie extrinseéque ou de la voie intrinseque.

L’initiation par la voie extrinséque est déclenchée par un signal extérieur, par
exemple par une cellule du systeme immunitaire. Dans le cas d’'une radiothérapie, la voie
intrinséque est la principale voie responsable de I'apoptose, ou elle est induite par des
signaux internes a la cellule. Cette voie est déclenchée par 'activation de p53 lors de DSB
irréparables. Le premier effet est une phase de perméabilisation de la membrane
mitochondriale (MOMP : mitochondrial outer membrane permeabilisation) sous le controle
d’interaction entre les protéines pro et anti-apoptotique de la famille de Bcl-2. Les membres
anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1) forment des hétérodimeres avec les membres pro-
apoptotiques Bax et Bak, contrebalancant leur activité et permettant la
stabilité/l'intégralité mitochondriale. Lors d’'une activation, I'interaction entre Bax, Bak et
Bcl-2 est perdue, entralnant la formation de pores et le relarguage dans le cytosol du
cytochrome C et du facteur AIF (Apoptosis-Inducing Factor) (Lorenzo and Susin, 2007). Le
cytochrome C s’associe alors a APAF1 et la procaspase-9 pour former un complexe nommé
apoptosome. La caspase-9 s’active au sein de I'apoptosome et active a son tour les caspases

effectrices telles que la caspase-3 et la caspase-7 (Ouyang et al., 2012; Portt et al., 2011).
2. Nécrose/Nécroptose

Pendant longtemps, la nécrose a été considérée comme étant une mort cellulaire non
programmée et non régulée. Récemment, il apparait qu’elle peut également se produire de
maniere régulée. L'initiation de la nécrose programmée, « nécroptose », par des récepteurs
de mort (tels que le récepteur du facteur de nécrose tumorale 1) nécessite I'activité de RIP1
et RIP3 (recepteur-interacting protein). Dans un contexte de radiothérapie, I'évenement
crucial est I'hyperactivation de PARP ainsi que I'’épuisement des taux d’ATP intracellulaires.

Le nécrosome RIP1-RIP3 conduit a l'apparition d'espéces réactives de l'oxygene, la
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peroxydation lipidique, I'échec dans 'homéostasie du calcium, le gonflement des organites
et la rupture de la membrane plasmique (Feoktistova and Leverkus, 2015; Vandenabeele et
al, 2010). Par ailleurs, de fortes doses d’irradiation peuvent créer des ruptures de la
membrane plasmique, de telle sorte que le contenu intracellulaire se répand a I'extérieur,

détruisant I'intégrité cellulaire.
3. Catastrophe mitotique

Le terme "catastrophe mitotique" désigne une mort cellulaire qui se produit pendant
ou a la suite d'une mitose anormale. Elle est généralement considérée comme une
conséquence de l'entrée prématurée ou inappropriée d'une cellule en mitose. La
catastrophe mitotique est caractérisée par la formation de grandes cellules avec une
morphologie nucléaire aberrante, des noyaux multiples caractérisés par

I’hyperamplification des centrosomes et/ou plusieurs micronucléi (Roninson et al., 2001).

Deux mécanismes ont été proposés. Tout d’abord une déficience de p53, conduirait a
un échec d’arrét de cycle et permettrait aux cellules d’entrer en mitose prématurément
malgré la présence de DSB. La seconde hypotheése est 'hyperamplification du centrosome.
Au cours de la mitose, les centrosomes sont les principaux centres d'organisation des
microtubules. L'’hyperamplification du centrosome peut entrainer un fuseau mitotique
multipolaire, générant des cellules avec plusieurs micronoyaux ou des cellules géantes
binuclées (Dodson et al., 2007). Ces cellules continuent plusieurs cycle de division jusqu’a
atteindre un tres grand nombre d’aberrations chromosomiques, pour étre finalement étre
éliminées par apoptose ou necroptose. Ce mécanisme de mort cellulaire par catastrophe
mitotique est prédominant dans les réponses aux radiations ionisantes (Eriksson and

Stigbrand, 2010)
4. Sénescence

La sénescence cellulaire est un état d'arrét du cycle cellulaire permanent. Les
cellules sénescentes sont actives en termes de métabolisme, mais ne montrent pas de
progression du cycle cellulaire. Elles présentent des caractéristiques phénotytiques, telles

qu’'une morphologie plus large et aplatie, avec une augmentation de la granularité et une
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coloration positive pour la [3-galactosidase. Lors d'une radiothérapie, la sénescence est
favorisée par p53 et est généralement accompagnée de I'expression de p21. Les cellules
sécretent également un certain nombre de cytokines qui peuvent renforcer l'arrét de la
croissance et permettre la communication avec leur microenvironnement (Coppé et al,,

2010).
5. Autophagie

L'autophagie peut étre impliquée a la fois dans la mort cellulaire et également dans
la survie. Elle est caractérisée par la séquestration de protéines et/ou d’organites a
l'intérieur de grandes vésicules appelées autophagosomes. La fusion de ces vésicules avec
les lysosomes conduit a la formation d’autophagolysomes a l'intérieur desquels les
composants cellulaires sont dégradés. Les acides aminés, acides gras et nucléotide émanant
de cette dégradation fournissent les matiéres premieres nécessaires pour une nouvelle
synthése. En revanche, une exposition prolongée a un traitement peut induire une
activation permanente de ce mécanisme qui conduit a une auto-dégradation cellulaire. Par
conséquent, 'autophagie joue un double-rdle et il est difficile de la classer comme un
mécanisme de survie ou de mort cellulaire. Elle implique 'activation d'une multitude de
protéines kinases telles que PI3KI, des kinases de stress ou encore mTOR (Apel et al,

2009).
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Molécules ciblant les
caractéristiques intrinseques des

mélanocytes

Les mélanocytes possedent plusieurs caractéristiques bien spécifiques: Ia
production de mélanine par la voie de la mélanogeneése, la présence du récepteur MC1-R ou
encore le protéoglycane MCSP. Ces signes distinctifs uniques peuvent étre utilisés pour
cibler les cellules tumorales dérivant des mélanocytes. Des molécules de synthese
(Chloroquine, bleu de méthyléne, benzamides et dérivés), des peptides et des anticorps ont
ainsi été utilisés comme vecteurs pour l'imagerie et la radiothérapie du mélanome (Chezal

et al,, 2008; Miao and Quinn, 2008; Dadachova et al., 2004; Price et al., 2011).

I. Radiothérapie interne vectorisée avec des
benzamides

La radiothérapie interne vectorisée (RIV) consiste a adresser spécifiquement un
isotope radioactif aux cellules tumorales. Le vecteur idéal doit posséder I'affinité la plus
spécifique possible pour les cellules cibles, une accumulation tumorale rapide, suffisante et
durable pour avoir un effet mais également une clairance rapide des organes non-cibles afin
de limiter les effets secondaires. Dans ce contexte, des molécules, possédant une grande
affinité pour la mélanine, ont été développées pour I'imagerie des lésions pigmentées du
mélanome, tel que le Mel-50 couplé avec I''8Fluor pour une utilisation en TEP (Greguric et
al., 2009) mais également dans un but thérapeutique (Chezal et al., 2008; Joyal et al., 2010;
Mier et al.,, 2014).
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1. Premiere génération de radiotraceur développée par le

laboratoire : BZA2

Le [-N-(2-diethylaminoethyl)-2-iodobenzamide
(BZA2) (Figure 35) est un composé de la classe des

R, O Et
H’AVN‘EI
" HCI

iodobenzamides qui présente une forte affinité pour les Ri

tissus mélaniques (Moins et al.,, 2002). Ce vecteur associé a

I'iode 123 (émetteur y, demi-vie: 13,21 heures) peut étre

R1=H.R2=| BZA2

Figure 35 : Structure de la

visualisé au sein de l'organisme grace a la tomographie par  molécule BZA2.

émission monophotonique (TEMP).

Une premiére étude de I’évaluation de BZA2 dans un essai clinique de phase II sur 40

patients a montré des valeurs de sensibilité, de spécificité, de prédiction positive et

prédiction négative respectives de 100, 95, 86 et 100 %. Ce radiotraceur a permis de

visualiser par scintigraphie toutes les lésions métastasiques pigmentées présentes chez les

patients (Moins et al.,, 2002). Plus récemment, une étude multicentrique de phase III a

inclus 87 patients entre 2008 et 2010. La molécule [123]]BZA2 a été comparée au

radiotraceur de référence pour I'imagerie des lésions cancéreuses : le 18F-FDG. Les valeurs

comparatives sont exposées dans le tableau 6. La sensibilité et la spécificité d’[123][|BZA2

pour le diagnostic de 1ésion « mélanine-positive » sont respectivement de 39 et 94 %. A

cause de la faible sensibilité d’[123]]BZA2 comparée a celle du 18F-FDG, I’étude clinique a été

prématurément arrétée (Cachin et al., 2014).

Comparaison
123 18F-
Analyses [*1]1BZA2 F-FDG BZA2 vs FDG
Par patient
Spécificité 94 % 78 % BZA2 = FDG
Sensibilité 39% 87 % BZA2 < FDG
Par lésion
Spécificité 86 % 54 % BZA2 > FDG
Sensibilité 23% 80 % BZA2 < FDG

Tableau 6 Performance du radiotraceur [123]]BZA2 comparée a celle du 18F-FDG pour le diagnostic
par imagerie du mélanome métastasé. D’apreés Cachin et al, 2014
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Cette premiere génération de radiotraceur de mélanine a été pharmacomodulée
générant ainsi la molécule ICF01012 (Chezal et al., 2008) qui présente des propriétés de
rétention tumorale beaucoup plus élevées, permettant ainsi son utilisation en
radiothérapie.

2. ICF01012 : nouveau radiotraceur du mélanome pigmenté

a. Caractéristiques de la molécule ICF01012 :

Le N-(2-Diethylaminoethyl)-6-iodoquinoxaline-2-carboxamide (Figure 37) appelé

aussi ICF01012, a été développé afin d’'améliorer certains o] Et
|
parametres  pharmacocinétiques des  précédents Nﬁj)"\Nf"‘vwEt
H
benzamides iodées, notamment la rétention tumorale. I NH , 2HCI
Comme les benzamides, cette molécule présente une ICF01012

forte affinité pour la mélanine, du fait d’'une interaction  Figure 36 : Structure de la molécule
ionique entre l'amine tertiaire des benzamides et les ICK01012. Bonnet et al, 2003
fonctions anioniques de la mélanine (Labarre et al, 2002). D’autres interactions
interviennent pour stabiliser la liaison ionique, il s’agit de liaisons hydrogenes et des
empilements « -1 » créant une force d’attraction entre les noyaux aromatiques (Figure
37). L’affinité d'ICF01012 conduit a une concentration intra-tumorale élevée, jusqu'a 15
fois supérieure au composé BZA2 a 72 heures dans le modele C57Bl16/B16. De plus, dans les
organes non cibles, tels que le foie, le poumon ou encore le cerveau, aucune activité de cette
molécule n’est mesurable au temps 72 heures. Le composé se distingue également par sa
demi-vie intratumorale élevée de 66 heures et par ses parametres de dosimétrie (Chezal et

Polymeére
HO. . Liaisons ioniques
N\ S
Oy
HO NH

al., 2008) de mélanine

HO NH . . Nt
O / CO, T = eh N N
HO _H

HO.
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Figure 37 : Liaisons entre la molécule ICF01012 et la mélanine.
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b. Imagerie et radiothérapie avec ICF01012 :

Le composé ICF01012 peut étre couplé avec des isotopes radioactifs différents afin
d’envisager plusieurs utilisations de la molécule. En étude préclinique sur un modele murin
porteur de mélanome pigmenté B16F0, la fixation tumorale d'ICF01012 couplé avec 'iode
125 (émetteur y, demi-vie : 59 jours) présente une biodistribution intéressante (Figure
38). Les acquisitions réalisées a différents temps apres l'injection montrent une fixation
intense, durable et spécifique du traceur au mélanome associé a une clairance rapide et
complete dans les organes non-cibles (Chezal et al., 2008). Ce profil cinétique favorable est

mis a profit pour une application en radiothérapie ciblée du mélanome pigmenté.

1h 3h 6h 24h 72h
intestinal - S e
ol (08 [0a |0
Standard / @ @
7 \
Vessie Tumeur B16
% dose injectée/ 17 9%, 27,70/0 40’70/0 21’7 % 12,5 %

gde tumeur:

Figure 38 : Biodistribution D’ICF01012 marqué a I'iode 125 aprés une injection i.v. de 3 MBqsur un
modéle murin porteur de mélanome B16 (y-caméra dédiée au petit animal, 10 min d’acquisition).
D’aprés Chezal et al., 2008

En vue d’'une utilisation thérapeutique du radiotraceur, ICF01012 est radiomarqué
avec de l'iode 131. Cet isotope a une demi-vie radioactive égale a 8 jours et il se désintegre
en Xénon 131 stable par émission de rayonnement (3-. L’effet antitumoral d’[131[]ICF01012 a
été démontré sur des souris C57BL6 porteuses de tumeur murine B16F0 et B16Bl6 (Figure

39) (Bonnet-Duquennoy et al.,, 2009).
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Figure 39 : Effet significatif de la radiothérapie vectorisée sur la croissance des tumeurs B16F0 (a)
et B16BI16 (b). Le traitement [131]]ICF01012 a été administré en i.v. a J6 et J10 post-implantation des
cellules (2 x 18,5 MBq). En comparaison avec le groupe non-traité (noirs), le groupe [131[]ICF01012
(blancs) montre une diminution significative de la croissance tumorale. Bonnet-Duquennoy et al, 2009

Une seconde étude a observé lefficacité
d’[131[]ICF10102 en relation avec la mélanogenese
de mélanomes humains (Bonnet et al, 2010).
Quatre lignées ont été étudiées: les A375 et
M3Dau qui sont non pigmentées et les SK-Mel 3 et
M4Beu qui sont mélanisées (Figure 40). Le
dosage de mélanine par spectrophotométrie a
montré que les quantités de mélanine dosées in
vitro ne reflétent pas celles retrouvées in vivo
(Figure 41A). En effet, d’apres ces résultats, la
lignée SK-Mel 3 est moins pigmentée que les
cellules M4Beu en culture 2D, en revanche, cette
tendance s’inverse lorsque les cellules sont
implantées aux animaux et poussent sous forme

de tumeur. Ces données sont associées a la
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Figure 40 : Caractérisation de Ila

pigmentation dans des lignées cellulaires
de mélanome humain. Caractérisation de
I'ultrastructure des mélanosomes. Aucun
mélanosome n’est détecté dans les lignée
A375 et M3Dau, un nombre important de
mélanosomes sont observés dans la lignée
M4Beu et un nombre plus faible sur SK-Mel 3
(fleches noires). Bonnet et al., 2010

fixation d’[125]]ICF01012 dans des tumeurs pigmentées et une corrélation est observée

(Figure 41B). Ces premiéres investigations permettent d’adapter la dose d’[131[]ICF01012
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en fonction de la quantité de mélanine présente dans les tumeurs. Ainsi, deux injections (37
MBq) d’[*31]]ICF01012 induisent une régression significative de la croissance des tumeurs
M4Beu faiblement pigmentées, tandis qu’une seule injection (18,5 MBq) est suffisante pour

produire un effet sur les cellules SK-Mel 3 (Figure 42).

A In vitro (,ug/m6 cells) In vivo (ug/mg tumour)
A375 ub ub
M3Dau ub ub
M4Beu 12.85 + 1.61 4.69 + 1.20
SKMel3 3.67 £ 1.26 8.63 + 0.89
B

0 5 10

Melanin content (pg/mg of tumour)
Figure 41 : A. Détermination de la quantité de mélanine in vitro et in vivo. Les concentrations in
vitro ne refletent pas celles in vivo. B. Relation entre la captation d’[125I]ICF01012 avec la quantité
de mélanine in vivo dans différents modeéles de mélanomes humains. Bonnet et al, 2010
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Figure 42 : Effet de la radiothérapie vectorisée sur la croissance de mélanome humain. Le traitement
avec [131]ICF01012 est administré en iv au jour 14 et 18 pour M4Beu (37 MBq), a 35 jours pour SK-Mel 3
(18,5 MBq) et au jour 14 pour M3Dau (18,5 MBq). Bonnet et al, 2010
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Les études dosimétriques ont montré qu’'une dose minimale délivrée a la tumeur de
30 Gy était nécessaire pour avoir un effet sur la croissance tumorale des B16Bl16 (Degoul et
al,, 2013). Avec les calculs MIRD extrapolés sur des autoradiographies d’[125]]ICF01012, une
dose délivrée de 54 + 10 Gy était atteinte avec une injection de 18,5 MBq d’[131[]ICF01012
(Tableau 7). Grace a la clairance rapide de la molécule, la dose délivrée dans les organes
non-cibles est faible. En revanche, I'eeil possede une couche tres pigmentée qui tapisse la
rétine : I'épithélium pigmentaire rétinien (EPR). D’apres les résultats, ICF01012 se fixe dans
ce tissu. Cette fixation est génante car elle pourrait entrainer une toxicité au niveau rétinien.

Les éventuels effets secondaires au niveau de l'ceil sont discutés dans le prochain

paragraphe.

Demie-vie Demie-vie Dose

effective(hr) biologique(hr) délivrée(Gy)
Sang 8.2 8.6 0.7 £0.03
Moelle osseuse 14 14 0.3 £0.01
Muscle 4.4 4.5 0.2 £0.01
Rate 4.0 41 0.7 £0.03
Poumon 4.4 4.5 1.0 £0.04
Rein 5.0 5.1 1.9+0.08
Estomac 5.1 5.2 3.8%0.16
Foie 7.6 7.9 24%0.10
Intestin 7.9 8.3 3.5%0.15
Pancréas 4.0 41 0.7 £0.03
Cerveau 5.7 5.8 0.2 £0.01
Uvée 112.9 273.2 37.6 £1.59
Mélanome pigmenté 84.5 150.6 54.0 £10.02

Tableau 7 : Extrapolation de la dose délivrée aux organes pour l'injection de 18,5 MBq
d’[131]]ICF01012. La dose délivrée a la tumeur et aux organes non cibles est estimée grace au modele
MIRD Pamphlet No 11. D’aprés Degoul et al., 2013
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c. Effets secondaires d’'une radiothérapie avec [131[]ICF01012 :

Les études de toxicité montrent diminution transitoire du nombre de globule blanc
induite par la radiothérapie (Degoul et al., 2013). Le nombre de plaquette reste inchangé

quel que soit le groupe (Figure 43).

A = B 2

'y

Figure 43 : Toxicité hématologique de I'[131I]ICF01012 sur les globules blancs (A) et les plaquettes
(B). Les analyses sont réalisées 14 et 21 jours apres le traitement. Degoul et al, 2013

WBC (treated vs untreated)
*
platelet count (treated vs untreated)

[}

Untreated 14 21

Days p.1.

Concernant les organes pigmentés, il est intéressant de noter que dans le cerveau la
dose est vraiment faible (0,2 Gy) alors qu'il contient de la neuromélanine. Cette distribution
est probablement diie a la petite proportion de mélanine présente et a la capacité de la
molécule de franchir la barriere hémato-encéphalique (Degoul et al, 2013). Les
observations histologiques de la peau et des mélanocytes situés au niveau des follicules

pileux ne montrent aucun dommage et aucune variation de la pigmentation (Figure 44).

Figure 44 : Coupe histologique et coloration PS100 des mélanocytes des animaux traités (a’ et b’)
et controles (c’). Degoul et al. 2013
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La dose importante délivrée a l'ceil de 37,6 Gy a un impact sur la rétine. Une
diminution significative de 'épaisseur de 'EPR est observée autour du nerf optique (Figure
45). L'extrapolation a I'homme est a modérer, en effet le modele C57Bl16 est un modele tres
pigmenté qui ne reflete pas la géométrie, ni la concentration en mélanine d'un ceil humain.
De plus, la molécule précurseur BZA2 testée en étude clinique n’a montré aucune fixation
significative au niveau oculaire et 'étude sur un autre traceur de mélanine (Joyal et al,
2010) montre que la dose délivrée a l'eeil chez le singe n’est que de 6,8 Gy pour une
injection de 37 MBgq. En conclusion, la fixation a I'ceil d’[131[]ICF01012 ne devrait pas étre un
probleme majeur pour le transfert clinique de la molécule. Ce projet a démarré en aolt
2012 dans le cadre d’'un projet translationnel PRTK soutenu par 'INCA/DGOS et les

premiers patients devraient étre inclus dans I'étude d’ici fin 2015 au Centre Jean Perrin de

Clermont-Ferrand.
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Figure 45 : Evaluation de la toxicité a la rétine sur un modéle trés pigmenté. A. Représentation
histologique de la rétine, RPE : épithélium pigmentaire rétinien, PR : photorécepteurs. B. Mesure de
I'épaisseur de la RPE+RP autour et en périphérie du nerf optique. Degoul et al. 2013
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3. Le vecteur MIP-1145

Une équipe (Joyal et al., 2010) a développé
une molécule de type benzamide ciblant
spécifiquement la mélanine : le vecteur MIP-1145
(Figure 46) (N-(2-diethylamino-ethyl)-4-(4-fluoro-
benzamido)-5-iodo-2-methoxy-benzamide).  Cette

molécule possede un groupe méthoxy a la position 2

i [
0 'DQV[N\/
H
N 0/
H

F

Figure 46 : Structure de la molécule
MIP-1145. Joyal et al.,, 2010

et un iode a la position 5 du cycle central aromatique, ce qui lui permet d’étre utilisé pour

un radiomarquage avec de 'iode 131 (radiothérapie) ou 123 (imagerie). En plus, MIP-1145

contient un fluorobenzoate, il peut ainsi étre potentiellement radiomarqué avec le fluor 18

et étre utilisé en imagerie TEP. Le traitement de souris porteuses de mélanome humain SK-

Mel 3 avec une (2,5 GBq/m?) ou plusieurs doses (2 ou 3 x 2,5 GBq/m?) d’ [131[]MIP-1145 a

montré une inhibition significative de la croissance, tumorale, avec une réponse jusqu’a 125

jours post traitement, et ceci associé a un allongement de la survie des animaux (Figure

47).
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Figure 47 : Effet de I'[131[]MIP-1145 sur la croissance (A) de mélanome humain SK-Mel 3 et sur
la survie des animaux (B). Le [131[]MIP-1145 est administré a 2,5 GBq/m? en dose unique, a deux
doses ou a trois doses espacées d'une semaine d’intervalle. La croissance tumorale est exprimée en
pourcentage de variation du volume en fonction des valeurs initiales. Joyal et al. 2010

La dosimétrie chez I'humain a été calculée a partir d’analyses pharmacocinétiques et

d’imagerie y-caméra réalisées chez le singe. L’ceil est un organe non-cible sensible car il

possede un fort taux en mélanine et une forte irradiation entrainerait une altération de la
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rétine. Le calcul de la dose absorbée au niveau de I'eeil, chez un modele de singe est de 1,30
*+ 0,67 mGy/MBq. Ces résultats sont encourageants pour le transfert clinique de cette
molécule. En effet, ils montrent que le vecteur MIP-1145 présente une fixation spécifique a
la mélanine et sa dosimétrie, notamment pour les effets secondaires au niveau de I'ceil,
suggerent que cette molécule peut étre utilisée pour traiter par RIV des patients atteints de

mélanome métastasé.
4. Le radiotraceur BA-52

Le radiotraceur BA-52 (benzo(1,3)dioxolo-5-carboxylic acid (4-(2-diethylamino-
ethylcarbamoyl)-2-iodo-5-methoxy-phenyl)-amide) (Figure 48) a récemment été utilisé
chez 'homme dans une étude clinique de phase I (Mier et J/
al, 2014). Initialement, 26 patients présentant des o N SN

. . . fes s Iy o
mélanomes métastatiques ont été inclus dans I'étude. Une <;©)LNH o

premiere analyse en imagerie avec BA-52 marqué a l'iode Figure 48 : Structure de Ia
123 (activité injectée: 235 + 62 MBq) a déterminé que  molécule BA-52. Mier et al., 2014

38% des patients présentaient des métastases pigmentées. Ces patients, au nombre de 9,
sont éligibles pour une radiothérapie avec [131[]BA-52. Les personnes traitées ont été
divisées en deux groupes : le premier comportant 4 personnes a recu une dose de 4 GBq ou
moins, tandis que le second groupe de 5 personnes était traité avec 4,3 - 6,6 GBq. Parmi les
patients du deuxieme groupe, 3 personnes ont présenté une survie de plus de 2 ans apres la
thérapie. En comparaison, chez les patients non traités ou avec des doses inférieures a 4
GBq, leur survie moyenne était de 3 mois. L'effet antitumoral de cette molécule a pu étre
observé au 18F-FDG en PET/CT sur des métastases inguinales et para-aortales 6 semaines
apres le traitement avec [131[]BA-52 (Figure 49). En conclusion, cette étude clinique
démontre l'intérét des benzamides radiomarquées pour lutter contre les lésions
métastasées pigmentées. Cependant, les doses inférieures a 4GBq ne semblent pas

suffisamment efficaces. L’association avec des radiosensibilisants peut donc étre un choix

pour potentialiser I'effet d’'une irradiation insuffisante.
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Figure 49 : Efficacité du radiotraceur [131I[]BA-52. A) L'imagerie au 18F-FDG d’'un patient montre la
présence de métastases inguinale et para-aortale. Visualisation des métastases au PET/CT avant la
thérapie (B et D). La métastase para-aortale (C) disparait complétement 6 semaines apres le traitement,
tandis que la métastase inguinale (E) diminue en taille. Mier et al., 2014
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II. Radiothérapie interne vectorisée avec des
nicotinamides

Les molécules nicotinamides différent des dérivées benzamides par leur groupement
nicotine qui remplace le groupement benzamide. L’amine tertiaire permettant la liaison a la

mélanine est en revanche inchangée.
1. Les radiotraceurs MEL

Malgré des structures chimiques tres similaires, le MEL050 (F-6-fluoro-N-((2-
(diethylamino)ethyl)pyridine-3-carboxamide) et le MELOO8 (I-N-(2-(diethylamino)ethyl)-
5-iodonicotinamide) se différencient par 'isotope radioactif couplé (Figure 50) (Greguric
et al.,, 2009; Liu et al., 2008). En effet, le MEL050 peut étre radiomarqué uniquement avec le
fluor 18 pour une imagerie au PET tandis que le MELOO8 peut étre marqué a I'iode 123 ou

131 pour une utilisation théranostique de la molécule.
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18F-MELO50 123]-MEL008
Figure 50 : Structure des nicotinamides MEL développés pour I'imagerie et/ou la radiothérapie du
mélanome. D’apres Greguric et al, 2009 et Liu et al, 2008
La biodistribution des MEL a été évaluée sur deux modeles murins : I'un porteur de
tumeur mélanique B16F0 et 'autre de tumeur amélanique A375. La fixation tumorale a été
significativement plus forte dans le modele B16F0, démontrant ainsi la spécificité de ces

radiotraceurs pour la mélanine (Liu et al., 2008).

2. L'iochlonicotinamide

o Le 6-chloro-N-(4((2-(diethylamino)ethyl)carbamoyl)-
o I]i:fLN/\/N\/ . - . . .
~u T 2-iodo-5-methoxyphenyl)nicotinamide (Figure 51), appelé
J H [
it I'iochlonicotinamide est un nouveau dérivé nicotinamide qui
Figure 51 : Structure de

I'iochlonicotinamide. Changet  peut étre marqué a I'iode 123/131 (Chang et al,, 2015). En
al, 2015
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comparant la captation de I'123]-iochlonicotinamide par SPECT chez deux modeéles de
tumeurs B16F0 (pigmentée) et A375 (amélanique), la fixation est spécifique a la mélanine
(13,48 £ 1,77 vs 1,67 = 0,31 %DI/g au temps 1 heure, respectivement) (Figure 52). Malgré
des propriétés similaires, ce composé possede une rétention tumorale moins importante
que celle d'ICF01012. En effet, alors qu'ICF01012 est a 21,7 %DI/g au temps 24h dans le
modele B16, I'iochlonicotinamide n’est qu’a 7,03 + 1,52 %DI/g au méme temps dans les
mémes tumeurs. On retrouve également une fixation importante au niveau des yeux des
animaux C57Bl6 (16,84 + 2,18 %DI/g ). L'extrapolation chez I'homme de la dosimétrie n’a

pas été effectuée sur cet organe.

Figure 52 : MicroSPECT de souris C57BL/6 porteuses de mélanome pigmenté B16F0 sur I’épaule
droite (A) et de souris BALB/c porteuses de mélanome amélanotique A375 (B). Les images sont
réalisées 1, 4 et 24 heures apres l'injection i.v. de 11,1 MBq/0,1 ml d’123I-lochlonicotinamide. D’aprés
Chang et al, 2015
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III. Anticorps radiomarqués

Les immunoglobulines (Ig) radiomarquées peuvent étre utilisées pour le diagnostic
et le traitement de tumeur (Navarro-Teulon et al., 2013). La radioimmunothérapie (RIT)
permet un ciblage spécifique grace a la haute affinité antigéne-anticorps, délivrant ainsi les
irradiations uniquement aux cellules ciblées. Les premieres applications cliniques ont
démontré le potentiel de la RIT, notamment I'utilisation d’anticorps monoclonaux anti-
CD20 marqués a I'°Yttrium (ibritumomab) ou I'131Jode (tositumomab) pour le traitement

du lymphome (Milenic et al., 2004).
1. Anticorps ciblant la mélanine

Historiquement, dans le cas du mélanome, la mélanine n’était pas considérée comme
une cible potentielle pour la RIT car elle est principalement localisée en intracellulaire dans
les mélanosomes, hors de portée des anticorps. Cependant, le mélanome possede des zones
hypoxiques, entralnant la nécrose des cellules tumorales et le relargage des composants
cellulaires. La mélanine ainsi libérée dans le milieu extracellulaire va pouvoir étre ciblée par
un anticorps marqué. La RIT va entralner a son tour une destruction des cellules saines,

augmentant ainsi la quantité de mélanine en extracellulaire (Figure 53), (Klein et al., 2013).
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Figure 53 : Schéma récapitulatif des mécanismes de la RIT ciblant la mélanine. D’aprés Jandl et al,, 2013
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Un anticorps anti-mélanine, le 6D2, a été développé ces dernieres années par
I’équipe du Pr. Dadachova. Cet anticorps, couplé a un émetteur {3 : le rhénium 188, a montré
une capacité de liaison a '’eumélanine mais également a la phéomélanine. En effet cet
anticorps a montré une fixation similaire dans les cellules MNT1, qui sont eumélaniques, et
les cellules SK-Mel 28 qui sont phéomélaniques (Dadachova et al., 2004). Cette aptitude a
cibler les différentes mélanines permet au 6D2 d’étre utilisé pour traiter les mélanomes
pigmentés, quel que soit leur composition en mélanine. La biodistribution de I'anticorps
6D2 est caractérisée par une clairance rapide de la circulation sanguine. Il est également
important de noter que sur des souris C57BL/6, aucune présence d’188Re-6D2 n’a été
détectée dans les organes pigmentés tels que la rétine, la peau ou les follicules pileux. En
effet, la mélanine présente dans ces organes n’était pas accessible en raison de sa
localisation intracellulaire, limitant ainsi les effets secondaires liés a l'irradiation de ces
tissus, notamment au niveau rétinien (Dadachova et al., 2004). L’efficacité de la RIT a été

prouvée sur des xénogreffes de mélanomes humains MNT1 et A2058 (Figure 54)

(Dadachova et al., 2004; Jandl et al., 2013).
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Figure 54 : Effets de I'anticorps 188Re-6D2 sur des mélanomes métastatiques humains MNT1 (A)
(Dadachova et al, 2004) ou A2058 (B). Les animaux ont été séparés en 4 groupes et ont recu en i.p.
1,5 mCi d’'188Re-6D2 (100 pg), ou 1,5 mCi d’188Re-IgM, ou 100 pg de 6D2 froid ou du PBS. Une
diminution significative du volume tumoral a été observée dans le groupe traité avec le 188Re-6D2
Jandl etal, 2013
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L’effet du 188Re-6D2 a également été testé sur les cellules souches de mélanome
identifiées par les marqueurs ABCB5 et JARID1B. Le pourcentage de ces cellules est
identique chez les animaux controles et traités. Ceci démontre que, contrairement a la
chimiothérapie, la radiothérapie a 'avantage de ne pas cibler préférentiellement un type
cellulaire. Elle n’enrichit pas la tumeur en cellules souches et détruit uniformément les

cellules tumorales (Jandl et al., 2013).

Devant ces résultats précliniques, 'anticorps monoclonal 6D2 est passé récemment
en étude clinique en phase I. Sur des patients atteints de mélanome métastatique pigmenté,
la médiane de survie des patients traités avec 188Re-6D2 est d’environ 13 mois, tandis qu'il
n’est que de 8,5 mois pour des sujets ayant recu le traitement contréle (Figure 55). Aucune
fixation dans les tissus sains mélanisés n’est observée, ces résultats sont similaires au
modele animal. L’anticorps 188Re-6D2 n’induit pas d’effets secondaires graves, plusieurs
facteurs y contribuent. 1) la clairance rapide de la circulation sanguine prévient I'irradiation
de la moelle osseuse, 2) la demi-vie physique du 188Re (17 heures) en comparaison avec le
90Y et 131] (2,8 et 8 jours respectivement), 3) I’élimination rapide par le rein du 18¢Re, 4)
I'absence de fixation du 6D2 dans les tissus non-cibles. En conclusion, I’étude préclinique du
188Re-6D2 a démontré un ciblage de la tumeur, une absence d’effet secondaire du
traitement, ainsi qu’un allongement de la survie des patients. Cette radioimmunothérapie

pourrait donc étre administrée seule ou en combinaison avec d’autres thérapies pour le

traitement du mélanome (Klein et al., 2013) .

Figure 55 : Réponse tumoral au 188Re-6D2 chez un patient atteint de mélanome métastatique
pigmenté ayant recu 0,74 GBq/16 mg d’188Re-6D2. A. 18FDG PET/CT 10 jours apres le traitement. B.
18FDG PET/CT 24 semaines apres le traitement. Le patient est toujours en vie 17 mois apreés le traitement
avec une stabilisation de la croissance tumorale. Klein et al.,, 2013
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2. Anticorps ciblant la MCSP

La MCSP (melanoma-associated chondroitin sulfate proteoglycan), aussi appelée
CSPG4 (Chondroitin sulfate proteoglycan 4), est une protéine transmembranaire identifiée
a l'origine comme un antigene tumoral a la surface des cellules de mélanome. Bien que la
MCSP ne soit pas oncogene, son expression active directement ou indirectement, plusieurs
voies de signalisation associées a la progression tumorale. Les voies qui sont touchées par
la MCSP comprennent la survie (PI3K, AKT et NFkB), I'adhérence (FAK et les intégrines), et
la croissance/motilité (RTK et les voies en aval, y compris ERK 1,2) (Figure 56). La MCSP
module donc de nombreux aspects de la progression tumorale. Elle est associée a la

formation de mélanome ainsi qu’a un pronostic défavorable (Price et al., 2011).
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Figure 56 : Voies de signalisation activées par la MCSP. A) Voies des intégrines/kinases d’adhésion. B)
Voie des MAPK. Price etal, 2011
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L’expression de la MCSP a été retrouvée dans plus de 90 % des lignées cellulaires
(Allen et al.,, 2011). Il n’est donc pas surprenant qu’elle soit considérée comme une cible
potentielle pour le traitement du mélanome. L’a-thérapie vectorisée (ATV) est une nouvelle
approche thérapeutique utilisée pour cibler le mélanome et contréler ou limiter son
développement. L’ATV développée par une équipe (Allen et al, 2011; Raja et al,, 2007)
implique la combinaison, via le chelateur cDTPA, du radio-isotope 213Bi émetteur o avec
I'anticorps monoclonal spécifique de MCSP: 9.2.27. L’ a-immunoconjugué 213Bi-cDTPA-
9.2.27 a été testé pour la spécificité, l'efficacité et la cytotoxicité sur des cellules de
mélanome in vitro et in vivo (Rizvi et al., 2005). Les résultats ont montré une spécificité
importante pour I'antigene MCSP, exprimé uniquement dans le mélanome, ainsi qu’une
localisation spécifique dans la tumeur. Les effets secondaires sont limités par la non-
fixation aux organes non-cibles, en revanche, la chelation de cet anticorps entraine la
formation d’agent cytotoxique (Allen et al, 2011). Dans une étude de phase I, aucun
dommage au niveau rénal n’a été observé jusqu'a 12 mois apres l'injection de 592 MBq
d’anticorps (Raja et al., 2007). Cette étude s’est prolongée jusqu’en 2011 (Allen et al.,, 2011)
et in fine 39 patients avec des métastases de mélanome ont été inclus. Parmi les patients, 6
d’entre eux (15%) ont montré une survie supérieure a 3 ans. La réponse au traitement n’est
pas compleéte ; il y a plutdt une stabilisation de la progression de la maladie. En conclusion,
I’ATV n’est pas seulement indiquée pour les cancers non-tumoraux (leucémie) ou les

micrométastases mais également pour le traitement palliatif de cancer avancé.
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IV. Peptides radiomarqués ciblant MC1R

Les récepteurs a la mélanocortine-1 (MC1-R) appartiennent a la superfamille des
récepteurs de protéines G et ils sont exprimés dans les mélanomes mélanotiques et
amélanotiques. Plus de 80% des échantillons humains de mélanome métastatique ont
présenté les récepteurs MC1R (Miao et al, 2003). Il s’agit donc d’'une cible moléculaire
intéressante pour cibler spécifiquement le mélanome pour l'imagerie ou la thérapie. Le
ligand de MC1-R est une hormone appelée a-melanocyte stimulating hormone (a-MSH), qui
stimule la production de mélanine. Des analogues de «a-MSH (Figure 57), couplés a des

éléments radioactifs, vont se fixer au récepteur MC1-R et irradier spécifiquement le

mélanome. HOOC—, /= /—COOH
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Figure 57 : Structures de deux analogues d’a-MSH. Miao and Quinn 2008

Les différentes études précliniques ouvrent une perspective optimiste pour
l'utilisation des peptides analogues de a-MSH. Le traitement au 188Re-(Arg!!)CCMSH
(Figure 58) ou au [?12Pb]DOTA-Re-(Arg!!)CCMSH a déja prouvé son efficacité avec une
diminution du volume tumoral associée a une augmentation de la durée de vie des animaux

(Miao and Quinn, 2008).
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Figure 58 : Effet du traitement 188Re-(Arg11)CCMSH sur la croissance (A) de mélanome humain
TXM-13 a différentes doses (de haut en bas : excipient, 2x14,8 MBq, 22,2 MBq et 38 MBq) et la
survie des animaux (B). Miao and Quinn, 2008
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Radiosensibilisation du mélanome

Dans certains cas, la radiothérapie ne suffit pas pour détruire completement une
tumeur et augmenter les doses pour augmenter 'efficacité n’est pas toujours une solution
appropriée car de sérieux effets secondaires peuvent apparaitre. Plusieurs approches
permettant d’améliorer la radiosensibilité tumorale sont actuellement en cours de

développement.

I. Le coDbait: Leurre de la réparation
1. Structure et mécanismes

Le coDbait est une séquence d’ADN double brin de 32 paires de base couplée a une
molécule de cholestérol, de maniere covalente en son extrémité 5’, afin de faciliter son
absorption cellulaire (Figure 59). Cette nouvelle molécule cible les voies de réparation
double-brin de 'ADN dans le but de sensibiliser les cellules a la radiothérapie (Quanz et al,,
2009a) ou a la chimiothérapie (Devun et al., 2012). Le coDbait agit comme un substrat
mimétique principalement dans la voie de la jonction d’extrémité non homologue et leurre
dans un premier temps la poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) (Croset et al., 2013). La
cascade de signalisation s’active avec la phosphorylation de I'histone H2AX sur la sérine
139 (YH2AX) suivit par la suite d’'une hyperactivation de I'’enzyme DNA-PK (Quanz et al.,
2009b). Ce leurre désorganise et séquestre les mécanismes de réparation en amont, les
cassures de I'’ADN induites par une radiothérapie ne sont pas détectées et donc non

réparées favorisant la mort cellulaire.

OH H O
o 0 h CTGTGCCCACAACCCAGCAAACAAGCCTAGA OO N

S0 T T 97 7 %3 CGACACGGGTGTTGGGTCGTTTGTTCGGATCT g~

Figure 59 : Structure du coDbait. La molécule de Dbait est composée d'un double brin d’ADN de 32 paires
de bases relié en épingle a cheveux. Afin de la protéger des exonucléases et des hélicases, les extrémités
libres (nucléotides soulignés) sont substituées avec des nucléotides phosphorothioates. Afin de faciliter le
passage membranaire, le Dbait est lié au moyen du triéthyléneglycol a du cholestérol, cette molécule est
alors appelée coDbait. Schlegel et al., 2012
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2. Tests précliniques

Les premiers tests précliniques ont été effectués en 2009 sur les tumeurs
radiorésistantes Hep2, Lu1205 et SK28. L’association du Dbait, en injection intratumorale,
avec une irradiation externe au césium 137 inhibe significativement la croissance tumorale
par rapport a la radiothérapie seule (Figure 60). Par ailleurs, 12% des animaux traités
présentent une nécrose complete de la tumeur suivie d’'une guérison sans rechute (Quanz et

al., 2009a).
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Figure 60 : Radiosensibilisation de Hep2, Lu1205 et SK28 avec du Dbait. Evolution de la croissance
tumorale aprés différents traitements (NT: Non Traité; IR: Radiothérapie; 32Hc: Dbait; 32Hc+IR:
traitement combiné du Dbait et de la radiothérapie). Quanz et al, 2009a

Le Dbait a aussi été combiné a un traitement de chimiothérapie. Administré par voie
orale, il augmente significativement la survie des animaux transgéniques dans le cancer
colorectal, indépendamment de leur statut KRAS (Devun et al., 2012). Dans le glioblastome,
le coDbait est associé a 2 irradiations de 6 Gy de cobalt 60. Le volume tumoral est
nettement diminué chez les animaux doubles traités (Coquery et al., 2012). Par ailleurs, le
coDbait ne présente aucune toxicité au niveau du cerveau. La derniere étude menée sur le
mélanome SK-Mel 28 confirme son efficacité de radiosensibilisateur (Figure 61) (Biau et

al, 2014).
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Figure 61 : Radiosensibilisation des tumeurs SK-Mel 28 par le coDbait (DT01) associé a la
radiothérapie externe. A. Calendrier d’injection du protocole « traitement radical » (RT4w : 20 x 3
Gy ; DT014v: 12 x 4 mg). B et C: La croissance tumorale et la survie sont significativement contrélées
chez les animaux doubles traités. Biau et al., 2014

3. Etude de la toxicité

Les mécanismes de réparation sont importants pour le maintien de l'intégrité
génétique, les inhiber n’est pas anodin et l'injection de coDbait pourrait entrainer des
altérations. Des études de toxicité ont été menées chez deux especes: le rat et le singe
(Schlegel et al., 2012). Elles consistaient a injecter en sous-cutanée douze doses de coDbait
de 8, 16 ou 32 mg par dose. Les animaux ont bien toléré le traitement et aucune mort n’a été
rapportée. Cependant une réponse inflammatoire dose dépendante est apparue au niveau
des sites d’injection, elle a été réversible sur une période de 2 semaines. Pour limiter ces
effets secondaires, il est préférable d’administrer le coDbait en plusieurs points d’injection.
Une administration systémique du coDbait est peu envisageable, une vectorisation de la
molécule permettrait un adressage spécifique mais n’empécherait pas sa diffusion et ses

conséquences dans les tissus non ciblés.
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4. Etude de Phase I

La tolérance et I'efficacité d’'une administration locale de la molécule associée avec la
RT est en essai de phase 1 chez des patients atteints de métastases de mélanome non
résecables. Chaque patient a recu une RT de 3 Gy/5 jours par semaine pendant 2 semaine
sur toutes les lésions tumorales, alors que seulement une ou deux lésions ont été associées
avec du coDbait (DT01) 3 fois par semaine pendant 2 semaines. La plupart des effets
secondaires étaient réversibles et limités au site d’injection. Les analyses
pharmacocinétiques suggerent un passage systémique du DT01 de fagon non-linéaire. Les
taux de réponses globales étaient de 68 et 48 % pour les 1ésions tumorales traités avec RT +
DTO1 et RT seule, respectivement. Ces premiers résultats suggerent une activité anti-
tumorale, ainsi qu'une absence de toxicité et une distribution systémique du DTO1
(Letourneau et al, 2015). Cette approche peut fournir une option innovante dans le

traitement du mélanome.

II. Les nanoparticules

Les nanoparticules sont des agents multifonctionnels pour I'imagerie et la thérapie
en pleine émergence dans le domaine de la recherche anticancéreuse. Avec I'avancée des
technologies, il est maintenant possible de proposer des nanostructures, contenant des
éléments avec un numéro atomique élevé, qui sont utilisés pour la radiosensibilisation
tumorale. Jusqu'a présent, les nanoparticules d’or ont été les plus employées (Mesbahi,
2010) mais d’autres nanoparticules existent avec un cceur métallique telles que les

nanoparticules de gadolinium.

1. Structure et caractéristiques des nanoparticules a base de

gadolinium

Les nanoparticules a base de gadolinium (GBN) ont un diametre hydrodynamique
moyen de 2,9 + 0,2 nm. Elles sont constituées d’'un noyau d’oxyde de gadolinium entouré
d’'une enveloppe de polysiloxane (Figure 62) (Lux et al.,, 2011). Les propriétés du cceur de

gadolinium permettent une utilisation multimodale des GBN. En effet, elles peuvent étre

107



détectées par IRM et également étre utilisées pour la radiosensibilisation. Les propriétés
radiosensibilisantes des GBN proviennent du numéro atomique élevé du gadolinium (Z=
64) qui leur confére une densité électronique importante. Les GBN sont activées par les
radiations ionisantes émises par la radiothérapie. Les électrons de haute énergie induisent
la production d’électrons secondaires de faible énergie et parcours ainsi que la production
de ROS. Ces effets secondaires sont impliqués dans la radiosensibilisation (Calugaru et al,,

2015).

D’autres composés peuvent étre greffés sur I'enrobage des GNB. Ainsi, 'ajout de
cage DOTA permet d’insérer directement des isotopes radioactifs. Des vecteurs, tels que
ICF01012, peuvent également compléter les GBN pour un adressage vers une cible
spécifique. Pour finir, des fluorophores organiques complétent les caractéristiques des GBN

pour une utilisation en imagerie optique.

1) Cceur: gadolinium 2) Enrobage polysiloxane

IRM 7/,/ HOZCTN/—\N oo
Radiosensibilisant [ j
Supportpourgreffage

3) Fonctionnalisation chimique

Ciblage 4) Fluorophores organiques

Imagerie optique

Figure 62 : Structure et caractéristiques des nanoparticules de gadolinium.

Les GBN ont une biodistribution intéressante avec une excrétion rénale rapide apres

une administration intraveineuse ainsi que le passage de la barriere hémato-encéphalique
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(Miladi et al., 2013). Il a également été démontré que les GBN pénetrent dans les cellules

par diffuse passive et macropinocytose (Miladi et al., 2014).
2. Efficacité des GBN

Les propriétés radiosensibilisantes des GBN ont été testées in vivo sur un modele de
rat porteur de gliosarcome murin. Une augmentation de la survie des animaux a été
observée lorsque ceux -ci ont été traités avec des rayons-X d’'une énergie moyenne de 90
keV, associés aux GBN (Le Duc et al,, 2011). Récemment, une étude in vivo avec des GBN
marquées avec Cy5-5 a montré qu’elles diffusaient immédiatement dans la totalité de la
tumeur et persistant jusqu’a 15 min apres l'injection (Figure 63A). De plus, une diminution
du volume tumoral des cellules SQ20B (Figure 63B) et de la prolifération cellulaire (Figure
63C) ainsi qu'une augmentation de I'apoptose (Figure 63D) ont démontrées lorsque
I'irradiation externe de 10 Gy a été combinée avec des GBN (Miladi et al., 2014). Sur des
cellules de gliome U87 in vitro, il avait également été démontré une augmentation du

nombre de cassures simple-brin (Mowat et al., 2011).
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Figure 63 : Effet radiosensibilisant des GBN combinées avec irradiation externe de 10 Gy sur des souris
porteuses de tumeur SQ20B. A) Image optique des tumeurs SQ20B apres injection des GBN marquées avec la
Cy5-5. B) Volume tumoral aprés les different traitements. C) Détection de la proliferation cellulaire par
marquage au Ki67 sur des tumeurs prélevées 7 semaines apres traitement. D) Détection de 'apoptose par un
marquage TUNEL. Miladi et al, 2014
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III. Inhibiteurs de protéines impliquées dans la
réparation

1. Les inhibiteurs de PARP

A ce jour, 17 isoforms de PARP (poly (ADP-ribose) polymérase) avec des domaines
et des fonctions différentes ont été identifiées. Elles sont divisées en 5 sous-groupes, la
PARP1 et 2 étant impliquées dans le maintien de I'intégrité génomique (Otto et al., 2005).
Elles détectent les cassures doubles et simples brin de ’ADN et activent les systémes de
réparation. La PARP1 est une protéine nucléaire qui se lie aux extrémités des cassures grace
au zinc present sur sa partie N-terminale. Apres la liaison a ’ADN, le domaine catalytique
hydrolyse NAD* pour synthétiser des chaines linéaires et ramifiées de poly(ADP-ribose) et
qui se lient a PARP1 et a d’autres protéines impliquées dans la réparation (Figure 64) (Amé

et al., 2004).

Olaparib

Figure 64 : Mécanisme d’action de PARP et inhibition par I'Olaparib. D’apreés Bixeland Hays, 2015

L’Olaparib est un inhiteur de PARP1, PARP2 et PARP3 utilisé chez les patients
BRCA1 et BRCAZ mutés dans le cancer du sein ou des ovaires (Oza et al., 2015) et il possede
plusieurs modes d’action (Figure 64). L’Olaparib compromet la capacité des PARP a
produire des chaines PAR en entrant en compétition avec NAD*. L’absence des chaines PAR
entraine une incapacité de recruter les acteurs de la réparation d’ADN. De plus ; 'Olaparib

peut se lier au site actif de la PARP associé a '’ADN. Il empéche la dissociation de la PARP et
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la piege sur ’ADN, bloquant aisni le processus de réparation.Les inhibiteurs de PARP
affectent donc les cellules cancéreuses en inhibant leur capacité de réparer leur génome

(Bixel and Hays, 2015; Yap etal., 2011).

En association avec une radiothérapie sur un modele de cancer du poumon, des
inhibiteurs PARP ont montré une augmentation des lésions double-brins d’ADN, quantifiées
par le taux d'yH2AX. Les répercussions in vivo se sont traduites par une diminution du
volume tumoral (Albert et al., 2007). Dans le cas du mélanome, les inhibiteurs de PARP ont
été associés avec des agents alkylants tels que le temozolomide. La croissance tumorale des
animaux traités avec le temozolomide seul était 40 fois supérieure a celle des animaux

traités avec temozolomide et les inhibiteurs PARP (Toshimitsu et al., 2010).
2. Les inhibiteurs du cycle cellulaire

Les traitements anti-cancéreux (radiothérapie, chimiothérapie) agissent pour la
plupart en endommageant 1'ADN des cellules cancéreuses. En présence d’'une cassure de
I’ADN, les cellules arrétent leur prolifération en stoppant leur cycle cellulaire, ce qui leur
fournit le temps de réparer I’ADN. Inhiber les protéines de contrdle permet l'entrée en
mitose de la cellule malgré la présence de 1ésions de I’ADN et conduit ainsi a une sensibilité
aux traitements augmentée (Lord and Ashworth, 2012). Les nombreux inhibiteurs étudiés
ciblent différentes protéines de contrdle a différents stades (Figure 65) (Aleem and Arceci,

2015).

La protéine Wee est une kinase nucléaire qui stoppe la progression du cycle
cellulaire en G2/M. Les composés PD0166285 et AZD-1775 de la kinase Wee inhibent son
activité et obligent la cellule a continuer son cycle cellulaire malgré des cassures double-
brin d’ADN (Bridges et al, 2011), entrainant ainsi une mort cellulaire par catastrophe
mitotique et une sensibilité accrue a 'irradiation. Le PD0166285 est un inhibiteur de Wee
testé sur la lignée de mélanome B16. Il induit précocement la division du cycle cellulaire
ainsi qu'un diminution de la transcription de la cycline D (Hashimoto et al., 2006). Plus
récemment, (Vera et al., 2015) a montré sur des cellules SK-Mel 28 et SK-Mel 147 que
I'association d'un inhibiteur de Wee avec la doxorubicine augmentait la quantité de

cassures double-brin de 'ADN.
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Figure 65 : Liste non exaustive des différents composés développés et utilisés en clinique ciblant
les acteurs du cycle cellulaire. D’aprés Allem and Arceci, 2015
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Les cellules souches cancéreuses du

meélanome

La résistance a la radiothérapie peut aussi étre expliquée par la présence de cellules
souches cancéreuses. En effet, ces cellules quiescentes et rares sont résistantes aux
traitements anti-cancéreux et possédent la capacité de régénérer l'ensemble de la
population tumorale a partir d’'une seule cellule. C’est pourquoi il est intéressant de

connaitre I'efficacité de la radiothérapie interne sur cette population spécifique.

I. Définition des cellules souches cancéreuses

En 2006, 'AACR (American Association of Cancer Research) a standardisé la
définition des cellules souches cancéreuses : « Une cellule souche cancéreuse est une cellule
située dans une tumeur qui posséde la capacité de s’auto-renouveler et qui est capable de
produire toutes les cellules qui composent une tumeur hétérogene ». D’apres cette
définition les propriétés essentielles des cellules souches cancéreuses (CSC) sont donc:
I'auto-renouvellement et la capacité de donner naissance a une descendance qui peut
croitre et se différencier. Ceci implique que les CSC possedent une nature hiérarchique.
Cependant, cette théorie est opposée au modele stochastique, ou toutes les cellules
tumorales sont équivalentes et sont capables de produire une tumeur hétérogene (Clarke et

al., 2006).

II. Modeles pour le développement et la
croissance tumorale

Les tumeurs sont hétérogenes, subissent une prolifération incontrélée et présentent
des propriétés d'auto-renouvellement. Deux grands modeles proposent une théorie sur la

croissance et le développement tumoral (Figure 66).

Dans le modele stochastique, toutes les cellules tumorales sont équivalentes, leurs

destins sont régis par des signaux intrinseques ainsi que des facteurs environnementaux.
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Non seulement tous les descendants de ces cellules tumorales sont capables de se

comporter comme des CSC, mais ils conservent également une certaine plasticité.

Dans le modele hiérarchique, les CSC sont biologiquement distinctes, peuvent se
renouveler, et donner lieu a diverses cellules filles qui n’ont pas de capacité d'auto-

renouvellement. Dans ce modele, le phénotype des CSC est une caractéristique stable.

Le modeéle hiérarchique est souvent considéré comme le « modele de cellules
souches cancéreuses » pour la propagation de la tumeur, alors que le modele stochastique
suppose l'existence de nombreuses cellules qui peuvent agir comme des CSC. De plus, le
modele stochastique ne prend pas en compte certaines caractéristiques étroitement liées
aux CSC, telles que la rareté et la quiescence. Cette derniere faculté permet aux cellules
souches cancéreuses de résister a des traitements anticancéreux classiques, pouvant

conduire a une récidive apres une réponse initiale aux traitements.

Modeéle Modele
hiérarchique stochastique

/AN

©C @ 0 @
|11

I Facteurs extrinseques l
Seul un sous-ensemble de cellules a Toutes les cellules ont une certaine
la capacité d’auto-renouvellement capacité d'auto-renouvellement et
et de mulipotentialité a travers des de multipotentialité régipar des
propriétés intrinséques signaux intrinseques et extrinséques

Figure 66 : Deux modeles de progression tumorale. Dans le modele hiérarchique, il existe un sous-
ensemble de cellules qui sont capables de s’auto-renouveler et de donner naissance a des cellules filles. Cette
qualité est unidirectionnelle, et si cette population est épuisée, le tissu sera incapable de se reconstituer.
Dans le modéle stochastique, toutes les cellules sont capables de se comporter comme une cellule souche en
termes d'auto-renouvellement et de multipotence. Les facteurs extrinseques, comme les protéines
extracellulaires ou les facteurs de croissance, régulent les cellules en termes d'entretien, de différenciation
ou de mort cellulaire. Lang etal, 2013
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d’'intérét sur un modele de souris immunodéficientes. Ce procédé révélera si les cellules
transplantées possedent a la fois la capacité de s’auto-renouveler et de générer une

descendance in vivo (Lang et al., 2013).

III. Marqueurs de CSC de mélanome

Un des principaux objectifs de la recherche sur les cellules souches de mélanome est
l'identification de marqueurs spécifiques de cette population. Un grand nombre des
marqueurs identifiés ont I'avantage d’étre des protéines de surface, permettant ainsi de
séparer les cellules au cytomeétre de flux apres un marquage avec un anticorps fluorescent.
Chaque type de cancer possede ses propres marqueurs spécifiques, ainsi pour un cancer
des poumons, le marqueur CD177 est caractéristique des CSC tandis que CD44 a été
identifié dans le cancer colorectal. Dans le cas du mélanome, les principaux marqueurs

identifiés sont : CD20, CD133, CD271 et les transporteurs ABCG2 et ABCB5.

1. CD20

Le marqueur membranaire CD20, normalement retrouvé sur les lymphocytes B, a
été associé a des CSC de mélanome. Ces cellules CD20+ présentent les caractéristiques
décrites par I’AACR, a savoir la multipotentialité et I'auto-renouvellement. Une étude menée
sur des sphéroides enrichis avec des cellules CD20+ a montré un degré plus élevé de

multipotentialité en comparaison avec une population CD20- (Lang et al., 2013).

Actuellement, des traitements anti-CD20 sont utilisés pour cibler spécifiquement les
CSC. Le rituximab est un anticorps anti-CD20 qui a été utilisé avec succes dans le traitement
des lymphomes. Le rituximab a également été testé chez 9 patients présentant des exéreses
de mélanome avec des taux importants de récidive. Chez 5 patients sur 9, aucune tumeur ne

s’est développée dans les 42 mois suivant le traitement (Pinc et al,, 2012).
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2. CD133

Le marqueur CD133 est une glycoprotéine transmembranaire également connu sous
le nom de Prominin-1. Elle est normalement exprimée sur les cellules non différenciées
telles que les cellules progénitrices ou les cellules souches hématopoiétiques. Dans des
biopsies de mélanome humain, CD133 est exprimé dans 17% des naevus, 39% dans les

mélanomes primaires et 46% dans les mélanomes métastatiques (Klein et al., 2006).

Une étude a montré que les cellules CD133+ et CD133- étaient toutes deux capables
d’initier des tumeurs (Quintana et al., 2008). Une étude contradictoire a montré que seules
les cellules CD133+ ont induit une tumeur, a I'inverse des CD133- (Monzani et al., 2007).
En revanche, I'expression de CD133 a été reliée a une progression de la maladie, tandis que
I'inhibition de ce marqueur conduisait a une diminution de la croissance des cellules

tumorales (Rappa et al., 2008).
3. Les transporteurs ABC

Les transporteurs ABC (transporteurs a I’ATP Binding Cassette) forment un
ensemble de protéines transmembranaires. Leur role est de transporter divers substrats a
travers la membrane cytoplasmique en utilisant I'énergie fournie par I'’hydrolyse de I’ATP.
Les protéines de transport ABCGZ et ABCB5 sont connues dans la résistance aux
traitements anti-cancéreux et ont été identifiées dans les CSC de mélanome (Schatton et al,,

2008).

Le transporteur ABCG2 est impliqué dans la résistance a une grande variété de
meédicaments, d’antibiotiques et d’'inhibiteurs. Dans la lignée WM115, ABCG2 est coexprimé
avec le marqueur CD133 (Monzani et al.,, 2007). A I'heure actuelle, les données sont trop

préliminaires pour lier fortement ABCG2 aux cellules souches de mélanome.

ABCBS5 a été détecté dans des mélanocytes primaires, des cellules de mélanome en
culture, des tissus de mélanome humain (Schatton et al.,, 2008). De plus, ABCB5 a été
observé dans des cellules de mélanome indifférenciées et non pigmentées. Son expression

est corrélée avec la progression du mélanome. Lors d’'une transplantation a des souris
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NOD/SCID, la population ABCB5+ a été en mesure d’induire des tumeurs et de recréer
I’hétérogénéité cellulaire caractéristique du mélanome. Par ailleurs, l'utilisation d’'un
anticorps monoclonal dirigé contre ABCB5 a permis d’inhiber la croissance tumorale de
mélanome implanté a des souris Nude (Schatton et al., 2008). De plus, une équipe a identifié
ce marqueur sur des cellules tumorales circulantes (CTC) (Ma et al, 2010). Leur
transplantation a des souris NOD/SCID/IL2-/- a montré que les cellules tumorales
circulantes ABCB5+ ont généré des métastases, démontrant ainsi que les CTC ont un

potentiel tumorigene et une capacité invasive (Ma et al., 2010).
4. CD271

S’appuyant sur le concept que les CSC de mélanome présentent les caractéristiques
des cellules souches de la créte neurale, le récepteur membranaire CD271 a récemment été
identifié comme un marqueur de mélanome. CD271, appelé également p75NTR est le
récepteur du facteur de croissance neuronal (NGFR, Nerve Growth Factor Receptor). Les
cellules CD271+ ont montré une capacité d’initiation de la tumeur plus élevée que les
cellules CD271-, et, en plus, ont donné lieu a des métastases lors de la transplantation sur
un modele murin (Civenni et al, 2011; Shakhova and Sommer, 2013). Une autre étude
(Redmer et al.,, 2014) a montré que des cellules de mélanome transfectées avec des shRNA
ciblant CD271 perdaient leur capacité tumorogénique. Les cellules CD271+ surexpriment

les genes caractéristiques des cellules souches : 0CT4 et NANOG (Cheli et al,, 2014).

IV. Traitement ciblant les cellules souches
cancéreuses

Les thérapies anticancéreuses conventionnelles ciblent principalement la masse
tumorale et la sous-population des CSC avec des propriétés différentes représente un pool
de cellules résistantes. Par conséquent, un traitement conventionnel combiné avec un
ciblage thérapeutique spécifique des CSC pourrait améliorer le controle de la croissance

tumorale et diminuer le risque de récidive.
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Ces approches thérapeutiques pourraient avoir différentes conséquences sur les
CSC : bloquer I'auto-renouvellement, induire une réponse immunitaire anti-CSC, inverser la

résistance aux médicaments ou perdre le statut CSC (Figure 67) (Murphy et al., 2014).

A B.
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Figure 67 : Stratégies potentielles pour cibler les CSC. A) Cibler la voie d’auto-renouvellement pour
supprimer la réplication des CSC. B) Bloquer les transporteurs (ABCB5) et combiner avec une
chimiothérapie standard pour sensibiliser les CSC au traitement. C) Initier la différenciation des CSC en
cellules « classiques » qui serait ensuite soumis a une chimiothérapie. D) Utiliser les antigénes spécifiques
des CSC pour développer des vaccins et améliorer la réponse. D’aprés Murphy et al, 2014

Une cible moléculaire clé est ABCB5 car il est non seulement un biomarqueur des
CSC mais il est également a l'origine de chimiorésistance. Des anticorps monoclonaux
ciblant ABCB5 ont déja été utilisés comme thérapie potentielle (Frank et al., 2005; Schatton
et al., 2008) et ont montré une diminution de la résistance des cellules de mélanome a la
doxorubicine. Ils ont ainsi démontré que le ciblage d’ABCB5 peut avoir un effet additif sur la
sensibilité a une chiomiothérapie. En utilisant les capacité des LT pour identifier et détruire

les cellules CD20+, (Schmidt et al.,, 2011) a éradiqué des mélanomes humaines xénogreffés.
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Objectifs de these

Objectifs de these

Le mélanome cutané est le cancer de la peau le plus agressif en raison de sa forte
capacité de dissémination. Une fois métastasé, les options thérapeutiques restent encore
insuffisantes. Malgré d’importants progrés dans la prise en charge thérapeutique du
mélanome métastasé, la recherche de nouvelles stratégies se poursuit pour les patients non
éligibles a la chimiothérapie ciblée ou non répondeurs aux thérapies actuelles. La
pigmentation du mélanome métastasé est une caractéristique retrouvée dans 90% des cas
de lésions primitives et environ 50% des métastases. Le laboratoire UMR990 travaille sur
une stratégie de radiothérapie interne vectorisée (RIV) utilisant des ligands ciblant
spécifiquement et durablement la mélanine (ICF01012). Cette molécule théranostique est
marquée avec différents isotopes radioactifs pour une utilisation en imagerie (Iode 123) ou
en radiothérapie (lode 131). Des études ont précédemment montré qu’[131[]ICF01012
induisait une inhibition significative de la croissance tumorale de tumeurs murines et de
xénogreffes humaines, associée a un allongement de la médiane de survie des animaux.
Cependant, ce traitement est moins performant sur les modeles de xénogreffes (Bonnet et
al, 2010) que sur les modeles B16 (Bonnet-Duquennoy et al., 2009). Les objectifs de la
these ont eu pour but i) de réaliser des études de dosimétrie dans un modele de mélanome
humain ii) d’approfondir les mécanismes de réponse a la RIV dans les modeles murins et
humains iii) de potentialiser 'effet de cette stratégie par la co-injection de molécules
servant de leurres pour le systéeme de réparation de I'’ADN (coDbait) ou de nanoparticules a
base de gadolinium, atome lourd dont les électrons périphériques peuvent, apres

irradiation, augmenter les lésions oxydatives.
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Matériels et Méthodes

I. Lignées cellulaires

Les différentes lignées de mélanome utilisées possédent des conditions de culture,
des origines et des caractéristiques différentes (Tableau 8). Le milieu est supplémenté avec
4 ng/ul de gentamycine quelle que soit la lignée. Les cellules sont incubées a 37° dans une

étuve a atmosphére humide et 5% de CO,.

Pression
Lignées de Milieu de Quantité de
mélanome Origine Provenance culture de SVF sélection
) Melan.ome ng.mente Dr. Fidler
B16Bl6 métastasiant dérivant de la (Texas, USA) DMEM 10 %
lignée B16F0 ’
Transfection
B16BIl6-Luc réliséeparle  DMEM 109 0o M&/mide
i éocine
laboratoire
Mélanome spontané
B16F0 retrouvé chez la souris ATCC DMEM 10 %
C57Bl6
Mélanome humain pigmenté
SK-Mel 3 dérivé d’'une métastase de ATCC McCoy’s 5A 15 %
ganglion lymphatique
SK-Mel 28 Mélanome humain ATCC MEM 10 %

amélanique

Dr. Berthier

Mélanome humain tres
Inserm Lyon

M2Gen mélanique issu d’'un McCoy’s 5A 10 %

épanchement pleural (Laboratoire
DORE)
Métastase ganglionnaire
humaine obtenue en 1975 Dr. Doré
M4Beu par curetage ganglionnairea  Inserm U218 DMEM 10 %
partir d'un mélanome Lyon

foudroyant

Tableau 8 : Conditions de culture et caractéristiques des différentes lignées de mélanome. ATCC :
American Type Collection (Biovalley, Marnes la Vallée), DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France), McCoy’s 5A (Invitrogen), MEM : Minimum Essential Media
(Invitrogen).
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1. Culture en sphéroide

Les sphéroides sont cultivés dans le milieu de culture adapté supplémenté avec 0,5%
de méthylcellulose (MC). Afin de bien homogénéiser le milieu + MC, les aliquots sont placés
sous agitation une nuit a 4°C. Le milieu + MC est versé dans un puits de prélévement stérile
puis le volume de suspension cellulaire nécessaire est ajouté pour avoir une concentration
de 10 000 cellules/ml. A l'aide d’'une pipette multicanaux, 100 pl de cette solution sont
distribués dans une plaque 96 puits a fond conique stérile et non traitée pour la culture. Le
contour de la plaque est complété avec du PBS. Les sphéroides sont ensuite incubés a 37°

dans une étuve a atmosphere humide et 5% de CO-.
2. Invasion et migration

L’invasion est évaluée par le passage de cellules a travers une matrice de matrigel
(BDpharmigen, Dutscher), tandis que la migration se traduit par le déplacement des cellules
d’'une chambre a I'autre. La veille du dép6t des cellules, les inserts (0,8 pm, Greiner Bio-One,
Dutscher) doivent étre coatés avec 50 pl de matrigel 1/100 dilué dans de I'Optimen
(Invitrogen) sans Ca2*. Le matrigel doit étre réparti au fond de l'insert uniformément et
sans bulle. Les cellules sont préparées dans de I'Optimen + Ca?*, a une concentration qui
varie en fonction du type cellulaire (100 000 Cellules/500 pl/insert pour les B16Bl6 par
exemple). Les inserts sont plongés dans 750 pl de milieu classique puis placés a I'étuve (24
heures pour les B16B16).

Apres la période d’incubation, l'intérieur des inserts est gratté avec un coton tige et
plongé dans de I’éthanol 100 % pour fixer les cellules. Une fois sec, le fond des inserts est
découpé et monté sur lame avec du Vectashield-DAPI (Figure 68) (Fluoroshield, Sigma-
Aldrich). Les cellules sont visibles par fluorescence et sont comptées avec le logiciel : NIS-

Analysis (Nikon, Lisse, France).
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Figure 68 : Visualisation par fluorescence DAPI des cellules B16Bl6.
3. Colony Forming

La radiotoxicité in vitro est déterminée a l'aide d'un test d’efficacité de clonage
(Colony Forming) permettant de mesurer la capacité de survie d'une cellule isolée apres
traitement. Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits a raison de 200 cellules
B16Bl6/2 ml/puits afin d’obtenir des cellules isolées. Les plaques sont placées 16 heures a
I’étuve avant le début du traitement. Le milieu contenant [131[]ICF01012 est ajouté pendant
24 heures. Apres cette période d’'incubation, le traitement est stoppé et les cellules sont
laissées en culture, le temps que les colonies se développent (environ 10 divisions). Apres
fixation a I’éthanol 100%, les cellules sont colorées par une solution de cristal violet (0,2%
dans H20) permettant ainsi de dénombrer les colonies comportant plus de 50 cellules. La

survie cellulaire est calculée selon la relation suivante :

% survie = 100 x (nbr de colonies traitées/nbr de colonies contrdles)

4. Transfection avec le vecteur Luc ou ShRNA

a. Tester la sensibilité des cellules a I'antibiotique

Avant de commencer une transfection, il est nécessaire de connaitre la sensibilité
des cellules a I'antibiotique de sélection. Les cellules sont donc ensemencées en plaque 6
puits (200 000 cellules/puits) pendant 24h puis incubées avec différentes concentrations
d’antibiotique (Tableau 9). Afin de bloquer les transporteurs membranaires qui éjectent
'antibiotique hors du cytoplasme, il peut étre utile de placer les plaques 3 heures au frigo

avant de les mettre a I’étuve.

Lignées et ADN transfecté Antibiotique Concentration Provenance de I’ADN transfecté
B16BIl6 et Luc Zéocine 2000 pg/ml InvivoGen, Lab. Dr. Eschalier
B16Bl6 et ShTyrosinase Puromycine 5 pg/ml OriGen, Cliniscience
SK-Mel 3 et ShTyrosinase Puromycine 0,5 pg/ml OriGen, Cliniscience

Tableau 9 : Concentration des différents antibiotiques nécessaires pour la sélection des cellules
- transfectées.



b. Transfection et sélection des cellules avec le vecteur d’intérét

Le kit JET PRIME (Polyplus) permet d’incorporer I’ADN dans des micelles qui
pénéetrent ensuite dans les cellules. Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits et la
solution (2 pg d’ADN de vecteur + 200 pl de tampon commercial + 2 pl de JET PRIME) est
répartie par petites gouttes sur le tapis cellulaire. Les cellules sont remises 24 heures a
I'étuve avant de subir la pression de sélection. Le milieu contenant I'agent de transfection
est 0té et remplacé par le milieu contenant I'antibiotique. Les cellules mortes qui n’ont pas
intégrées le vecteur sont enlevées régulierement, la pression de sélection peut également
étre diminuée au fur et a mesure jusqu’a I'obtention d’ilots de cellules ayant intégrées le
vecteur. Les cellules finales obtenues sont cultivées de fagon « classique », la pression de

sélection est maintenue dans les premiers temps puis enlevée apres quelques passages.
5. Traitement pour la dépigmentation

Le N-phenylthiourée (PTU) est une molécule qui entre en compétition avec la
tyrosine dans le site catalytique de la tyrosinase. Les cellules traitées avec le PTU
présentent une forte diminution de la quantité de mélanine. La solution de mere de PTU est
préparée dans du DMSO 100 % a une concentration de 15 mg/ml. Cette derniere est ensuite
diluée au 1/1000 dans le milieu de culture cellulaire. Quatre divisions cellulaires sont

nécessaires pour obtenir des cellules amélaniques.
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II. Cellules souches
1. Mise en évidence des marqueurs de cellules souches

Sur la lignée de mélanome SK-Mel 28, les antigénes CD133 et CD271 sont mis en
évidence par la fixation d'un anticorps spécifique marqué avec un fluorophore. Les
anticorps suivants ont été commandés (Miltenyi Biotec, Paris): CD133/1(AC133)-APC,
human (ref 130-090-826) et CD271(LNGFR)-VioBright FITC, human (ref 130-104-847).
Afin de faire des controles négatifs, des anticorps marqués FITC ou APC ont été également
utilisés : Mouse IgG1-APC (ref 130-092-214) et Mouse IgG1- VioBright FITC (ref 130-104-
513).

Les cellules SK-Mel 28 cultivées en 2D sont récupérées avec du « Cell dissociation
buffer-Enzyme Free-Hanks’based » (Gibco). Il est important de ne pas utiliser de trypsine,
car cette solution est agressive et détruit les marqueurs membranaires. Lors de culture en
3D, les sphéroides sont poolés, centrifugés et le surnageant est éliminé. Les cellules sont

ensuite dissociées dans de la collagénase 0,2% diluée dans du PBS pendant 30 min a 37°C.

Apres dissociation, les cellules sont centrifugées et remises en suspension dans 20 pl
de PBS (pour 2 millions maximum de cellules). On ajoute alors 2 pl d’anticorps ou de
marqueur de mort cellulaire (Iodure de propidium (Sigma) ou 7-AAD (Tonbo Biosciences,
Clinisciences) et on incube 10 min dans le noir a 4°C. Plusieurs marquages peuvent étre
réalisés sur le méme échantillon a condition que les fluorophores n’émettent pas dans la
méme longueur d’onde. Les cellules sont ensuite lavées dans 2 ml de PBS, centrifugées et

remises en suspension dans un volume adéquat pour 'analyse en cytometre de flux.

2. Irradiation externe et évaluation de la radiosensibilité

par colony forming

Les flasques de cellules cultivées en 2D sont entierement remplies de milieu de
culture, les plaques 96 puits de sphéroides sont complétées avec 100 pl de milieu + MC. Les
flasques et plaques sont traitées avec une irradiation a 2,5 Gy. Le supplément de milieu des

flasques est enlevé et les cellules sont remises a I’étuve pendant 4 heures.
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Les cellules souches sont marquées selon la méthode décrite précédemment puis
triées au cytometre de flux en plaque 6 puits (1200 cellules/2ml/puits) pour faire un test
de colony forming. Les cellules sont divisées en 4 groupes (n=3/groupe) : cellules totales,
cellules CD133+, cellules CD271+ et cellules CD133-/CD172-. Apres 10 jours a I'étuve 37°C,

les cellules sont fixées a I’éthanol puis colorées au cristal violet.
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III. Animaux

Les xénogreffes de mélanomes humains sont réalisées sur des souris Swiss Nude
agées de 6 semaines. Ces souris sont choisies en raison de leur statut immunitaire
(déplétion en lymphocytes T), qui permet la croissance des cellules tumorales humaines.
Pour le modele syngénique, des souris C57BL/6] sont utilisées. Les animaux proviennent de
Charles River Laboratories (L’abresle, France) ou de Janvier (Le Genest St Isle, France).

Les animaux sont élevés dans des conditions standards avec un cycle
diurne/nocturne de 12 heures, une température constante de 21°C et un acces libre a 'eau
et la nourriture. Les souris traitées avec [131[]ICFO01012 sont hébergées dans un
confinement plombé et en cage individuelle afin d’éviter les irradiations croisées. Toutes les
manipulations sont effectuées en conformité avec les recommandations du guide pour le
soin et l'utilisation des animaux de laboratoire. Les protocoles ont été validés par les

instances locales (C2E2A) et le ministere de I'enseignement supérieur et de la recherche.
1. Inoculation des cellules aux animaux

Les cellules sont préparées afin de pouvoir étre inoculées aux animaux. Apres
rincage du tapis cellulaire au PBS, les cellules sont trypsinées, comptées en cellule de
Malassez puis centrifugées pendant 8 minutes a 461 g a température ambiante. Le

surnageant est éliminé et le culot est repris dans du PBS a la concentration souhaitée.

a. En sous-cutanée

Les animaux sont anesthésiés par inhalation d’isoflurane. Le flanc droit est rasé et
les cellules sont injectées en sous-cutanée (100 pl/souris) a raison de 5x109, 4x106, 3x106,
pour les cellules SK-Mel 3, M2Gen et M4Beu respectivement et 3x10> pour les cellules B16.
Les animaux sont identifiés par un marquage a 'oreille et répartis de facon a obtenir des

groupes homogenes.

127



b. En intraveineuse

Les animaux sont placés 10 min sous une lampe chauffante afin de dilater les veines.
IIs sont ensuite placés dans une boite de contention et les cellules sont injectées dans la

veine caudale a raison de 150 000 cellules B16/200 pl de PBS.

2. Techniques d’'imagerie in vivo

a. Imagerie scintigraphique plane

Le radiotraceur ICF01012 est marqué a l'iode 123 (émetteur y, demi-vie: 13,2
heures). La solution (100 pl) est injectée en intraveineuse avec une activité radioactive

d’environ 3,7 MBgq.

Les souris sont anesthésiées par une injection intra-péritonéale (200 pl/animaux)
avec un mélange 4 :1 de kétamine (Imalgene 500®; Rhone mérieux, Lyon, France) et de
xylazine (Rompun® 2% ; Bayer, France), et sont soumises a trois séries d’acquisitions
scintigraphiques a 3, 20 et 44 heures aprés l'injection du radiotraceur. L’'imagerie est
réalisée au moyen d’'une gamma-caméra dédiée au petit animal (y-IMAGER®, Biospace
Mesures, Paris, France) et l'acquisition est enregistrée avec le logiciel y-acquisition. Les
animaux sont placés en décubitus ventral sur le collimateur de la gamm-caméra et la durée
de l'acquisition est de 10 minutes, avec une fenétre d’énergie réglée sur le pic
photoélectrique de l'iode 123 (160 Kev * 15%). Apres acquisition, une analyse semi-

quantitative des images est réalisée au moyen du logiciel Gamma Vision +.

b. Imagerie optigue

Les cellules transfectées avec vecteur codant pour la luciférase peuvent étre
détectées par imagerie. La luciférase est une enzyme qui oxyde la luciférine en
oxyluciférine. Cette réaction émet un photon qui peut étre détectée par une caméra optique

spécifique (IVIS Spectrum, PerkinElmer).

La solution de luciférine est préparée dans du PBS stérile a une concentration de 25

mg/ml. Les animaux sont rasés, endormis par inhalation d’isoflurane et injectés avec 150 pl
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de luciférine en intra-péritonéale. Apres 5 min de diffusion du produit les animaux sont
placés un par un sous le masque de I'lVIS Spectrum. Les durées d’acquisitions se font
automatiquement par l'appareil. Lors de la détection de métastase, les tumeurs primitives

sont « cachées » par du tissu occultant. La quantification des images se fait en radiance.

3. Traitements et radiosensibilisation du mélanome

a. Radiothérapie vectorisée avec [131[]ICF01012

Le vecteur ICF01012 est marqué a I'iode 131 avec une haute activité spécifique selon

la méthode publiée (Chezal et al., 2008).

Apres différents temps de pousse tumorale (Tableau 10), la molécule
[131[]ICF01012 est injectée en intraveineuse sur animal vigile a raison de 25 MBq/200
ul/animaux. L’activité radioactive par injection est de 18,75 MBq pour le modeéle
syngénique et 25 MBq pour les modeles de xénogreffes. Pour les lignées humaines, cette

injection est réalisée 3 fois a une semaine d’intervalle.

Jours de traitement post- Moyenne du volume tumoral
Lignées de mélanome inoculation cellulaire (mm3)
SK-Mel 3 35 155+ 15
M2Gen 85 239+ 124
M4Beu 17 54 + 41
B16Bl6 10 56 +7

Tableau 10 : Jours et moyenne des volumes tumoraux lors de la premiére injection avec
[131]ICF01012.

b. Injection de coDbait et de nanoparticules de gadolinium

Le coDbait est fourni par les laboratoires du Dr. M. Dutreix (UMR 1021, CNRS,
Institut Curie) et du Pr. JS. Sun (DNA Therapeutics). La solution de coDbait est préparée
dans du Glucose a 5% et la premiere injection (100 pl) est réalisée 5 heures avant la
radiothérapie. Les animaux porteurs de tumeurs B16Bl6 recoivent 4 injections

supplémentaires de coDbait a 1, 4, 6 et 8 jours apres la radiothérapie (2 mg par injection,
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total de 10 mg injecté). Pour le modele SK-Mel 3, les animaux recoivent 2 injections
supplémentaire a 24 et 48 heures suivant chaque injection de radiothérapie (1 mg par

injection, total de 9 mg injecté) (Figure 69). Les animaux témoins regoivent dans les

mémes conditions 'excipient, soit une solution stérile de glucose 5%.

A. coDbait (2mg) (IT; PT) (ou Glucose 5%)
[1311]1CFO1012 (18,75MBq) (IV) (ou 0,9% NaCl)

IR

Jo 1 14 16 18

3x10° cellules B16BI6
Injection sous-cutanée
(J-10)

coDbait (1mg) (IT; PT) (ou Glucose 5%)
[1311]1CF01012 (25 MBq) (IV) (ou 0,9% NaCl)

2y ULl oy

) 2
L4

10 11 12 17 18 J9 J14 J15 116

5%106 cellules SK-Mel 3
Injection sous-cutanée
(J-35)

Figure 69 : Protocole de I'étude associant [131[]ICF01012 avec le coDbait sur le modéle murin
B16B16 (A) ou le modele de xénogreffe SK-Mel 3 (B).

Les nanoparticules de gadolinium sont fournies par le Dr. Tillement (ILM UMR5306,
Université Lyon 1). La solution de nanoparticule est diluée une premiere fois a 200 mM
dans de I'’eau MilliQ puis une seconde fois a 40 mM dans du PBS. Les GBN sont injectées en
intratumoral, 50 pl de la solution a 40 mM, immeédiatement apres linjection
d’[131]]ICF01012. Les injections se répetent les 4 jours suivants la radiothérapie (Figure

70). Les animaux controles regoivent I'excipient dans les mémes conditions.
[1311]1CFO1012 (18,75MBq) (IV) (ou 0,9% NaCl)

Nanoparticules de gadolinium (50 pl d’une solution a40 mM) (IT) (ou
excipient)

IR

JO J1 12 13 Ja

3%10° cellules B16BI6
Injection sous-cutanée
(J-10)

Figure 70 : Protocole de I’étude associant [131[]ICF01012 avec les nanoparticules de gadolinium sur
le modéle murin B16BI6.
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4. Controle des différents parametres et prélevements

a. Suivi de la croissance et prélevement tumoral

Afin de déterminer l'influence du traitement sur la croissance tumorale, les tumeurs
sont mesurées régulierement: trois fois par semaine pour les modeles de mélanome
humain et tous les jours pour le modéle syngénique. Les deux dimensions, longueur (L en
mm) et largeur (I en mm) sont relevées au moyen d’'un pied a coulisse permettant ainsi

d’évaluer le volume tumoral (V en mm3) :
V=(Lx12)/2

Pour des raisons éthiques, les animaux sont sacrifiés lorsque le volume tumoral
atteint 2000 mm3. Les tumeurs sont alors prélevées, pesées et scindées en deux morceaux.
Le premier est plongé dans de I'azote liquide a -180°C puis conservé a -80°C afin d’étudier
I'expression de différentes protéines, I'autre est conservé dans de I'alcool formolé acétique
(AFA) dans le but de réaliser une étude anatomopathologique ainsi que des marquages en

immunofluorescence/histochimie.

b. Evaluation du nombre de métastase

Le modele B16BIl6 a la particularité de métastaser a partir de la tumeur primitive
pour former des colonies pulmonaires (Poste et al, 1980). Afin d’augmenter la
dissémination des cellules, des injections intratumorales de PBS (50 pl) peuvent étre
réalisées a intervalle régulier lorsque la tumeur est visible (par exemple : J11, J13 et J15).

Lors du sacrifice des animaux porteurs de tumeur B16Bl6, les poumons sont
prélevés, pesés et le nombre de métastase pulmonaire est compté sous loupe binoculaire

(Figure 71). Les poumons sont ensuite plongés dans I'AFA.

Figure 71 : Photographie de poumon envahi par des métastases spontanées de cellules B16Bl6-
Luc.
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Lors d’une injection des cellules B16BI6 en i.v,, il est parfois difficile de déterminer
le nombre de métastase. Dans ce cas 13, le poids des poumons sert de critére d’évaluation de
I'envahissement.

c. Prélevement de sang et guantification de la luciférase par PCR

La détection de cellules circulantes est un aspect important dans 1’évaluation de la
dissémination des cellules tumorales dans l'organisme. Les cellules B16Bl6-Luc sont
porteuses du gene codant pour la luciférase, cette derniere n’existe pas a I'état sauvage dans
I'organisme des animaux. Sa présence dans le sang des animaux est donc le témoignage de

la dissémination des cellules de la tumeur primitive dans le sang.

Prélévements sanguins :

Les animaux sont placés 10 minutes sous la lampe chauffante afin de dilater les
veines. Ils sont ensuite placés dans une boite a contention et piqués au niveau de la veine
caudale avec une seringue héparinée dont le piston a été retiré. Le sang, environ 10 pl, va

monter dans la téte de la seringue et sera récupéré pour réaliser la PCR.

Préparation des échantillons de sang :
Ajouter 200 pl de tampon de Lyse (0,32 M Sucrose, 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 5 mM

MgCI2, 1% Triton X-100) dans chaque tube, vortexer pour remettre en suspension et
centrifuger 30 secondes a 16 000 g pour obtenir un culot. Enlever le surnageant et répéter
les premieres étapes 2 fois ou plus, jusqu’a I’élimination de I'hémoglobuline. Resuspendre le
culot dans 100 pl de PBND (PCR Buffer with Nonionic Detergents) (50 mM KCI, 10 mM Tris-
HCI (pH 8,3), 2,5 mM MgCl2, 0,1 mg/ml gelatin, 0,45 % Nonidet P40, 0,45% Tween 20,
conserver a -20°) et 60 pg/ml de protéinase K. Incuber a 55°C pendant 60 min. Chauffer les

échantillons a 97°C pendant 10 minutes pour inactiver la protéinase K.

Préparation des échantillons pour la PCR :

10 pl de mix KAPA
0,4 pl de PRIMER forward (d’'une solution a 10 uM)
0,4 ul de PRIMER reversed (d’une solution a 10 pM)
8,2 ul d’eau MilliQ

Ajouter a la fin et en dehors de la piece de préparation pour éviter des

contaminations éventuelles : 1 ul d’échantillon.
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IV. Analyses moléculaires

1. Analyse de I'’expression des protéines

a. Préparation des lysats tumoraux

Les fragments de tumeur (10 mg) sont broyés sans décongélation dans 300 pl de
tampon de lyse Urée (6 M Urée, 5 mM NaF, 2,5 mM pyruvate de sodium, 1 mM EDTA, 1 mM
Orthovanadate de Na, 0,5% Triton X-100, 1X d’anti-protéase) au moyen d'un broyeur
GentleMACS Dissociator (MACS; Miltenyi Biotech). Les cellules sont traitées avec du
tampon RIPA (50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1% NP40, 0,5% sodium
desoxycholate, 0,1% SDS, 1 mM Orthovanadate de Na, 1X d’anti-protéase, 1 mM NaF). Les
lysats sont ensuite centrifugés a 14 000 g pendant 10 minutes a 4°C. Les surnageants

contenant les protéines solubles sont recueillis et conservés a -20°C.

b. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est réalisé suivant la méthode de Bradford (Bradford, 1976).
Un étalon d’Albumine de Sérum de Beeuf (BSA, Sigma-Aldrich) est dilué dans de I'’eau milliQ
pour obtenir une gamme allant de 5 a 80 pg/ml. Les échantillons sont dilués dans de I'eau
milliQ (1/150) et déposés en duplicata en plaque 96 puits (50 ul/puits). Le réactif Bleu de
Coomassie (Interchim) (150 pl) est ajouté. L’absorbance est mesurée a 595 nm sur un
spectrophotometre. La concentration en protéine est déterminée en pug/ml par rapport a la

gamme étalon.

c. Dosage du VEGF par la technique ELISA

La technique « Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay » (ELISA) est une technique
biochimique utilisée pour détecter et/ou doser la présence d'une protéine dans un

échantillon.

Le kit ELISA VEGF utilisé (Raybio®) est composé d'une plaque 96 puits ou
I'anticorps de capture anti-VEGF est déja fixé. Les échantillons a tester ainsi que la gamme

étalon sont déposés et incubés une nuit a 4°C sous agitation. Apres lavage, 'anticorps de
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détection, couplé a la biotine, est rajouté pendant 1 heure sous agitation. Un deuxiéme
lavage est réalisé et I'enzyme HRP (Horseradish peroxidase) couplée a la streptavidine est
ajoutée pendant 45 minutes. Son substrat TMB (Tetramethylbenzidine) est incubé pendant
20 minutes a 'abri de la lumiére. Aprés ajout de la solution stop, la lecture se fait a 450 nm.
La concentration en VEGF est exprimée en pg de VEGF/mg de protéines totales dans les

échantillons.

d. Détection de I'expression des protéines par Western Blot

Pour réaliser les analyses en western blot, 30 a 50 pg de protéines préparées dans
un tampon Laemmli + -mercapto sont déposées sur des gels de polyacrylamide 4-15%
(BioRad). Les protéines migrent a 20 mA/gels pendant environ 1 heure. Apres la migration
des protéines, le transfert est réalisé sur une membrane de nitrocellulose (Millipore) a 75V
pendant 1h30. La qualité du transfert et des dépdts est vérifiée par une coloration au Rouge
Ponceau. La membrane est ensuite saturée dans une solution de TBS 1X (25 mM Tris pH8,
125 mM Na(l, 0,01% Tween) /lait en poudre 5% pendant 1 heure a température ambiante,
puis incubée toute la nuit sous agitation a 4°C avec des anticorps primaires spécifiques
(Santa Cruz, Abcam ou Cell Signalling). Apreés trois ringages de 5 minutes au TBS 1X, les
membranes sont hybridées 1h30 avec un anticorps secondaire, de lapin ou de souris,
couplé a 'HRP (Southwestern, Cliniscience, Nanterre). Les membranes sont ensuite rincées
trois fois au TBS 1X pendant 10 minutes et la liaison anticorps-antigéne est détectée
immédiatement par chimioluminescence (ECL, GE Healthcare, Saclay, France). La révélation
se fait par ChemiDoc (BioRad) et les signaux sont analysés avec le logiciel ImageLab®

(BioRade).

e. Marquage immunoflorescent de yYH2AX in vitro

Les cellules sont cultivées en labtake (Thermo Scientific, Fisher). Le tapis cellulaire
est rincé avec du PBS puis les cellules sont fixées avec 200 pl de paraformaldéhyde (PFA)
pendant 10 minutes a 4°C. Les cellules sont ensuite rincées avec du PBS puis incubées 3 fois
5 minutes avec du tampon PLA (PBS, BSA 3%, lait écrémé 3%). Les membranes sont

perméabilisées pendant 3 minutes avec le tampon de perméabilisation (20 mM HEPES (pH
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7), 50 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 30 mM sucrose, 0,5% Triton X-100). Pui