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Résumé

Le mélanome, cancer développé a partir des mélanocytes, est le cancer cutané le plus agressif.
Les traitements du mélanome par immunothérapie et chimiothérapie sont associés a de faibles
avantages thérapeutiques, notamment suite au développement de mécanismes de résistance.
L’implication des ABC transporteurs dans la chimiorésistance a été mise en évidence par
plusieurs études. Le transporteur ABC le plus caractérisé est ABCBI1. Cependant, ce
transporteur est faiblement exprimé au sein des cellules de mélanomes, au contraire du
transporteur ABCBS. 11 a été montré que ce transporteur est un marqueur de la progression du
mélanome. Néanmoins ABCBS5 est peu caractérisé.

Afin de comprendre le role d’ABCBS dans la cellule saine et dans la tumeur, sa localisation
subcellulaire doit étre identifiée. Afin d’aboutir a ce projet, I’objectif de mon mémoire a
consisté en la validation d’un anticorps dirigé contre le transporteur ABCBS en western blot et
en immunofluorescence.
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I) Introduction

1) Lapeau
L’épiderme est constitué de quatre couches cellulaires. La plus profonde est la couche basale.

Elle est majoritairement composée de kératinocytes, cellules responsables du renouveélement
mitotique de la peau, et de mélanocytes, cellules pigmentaires. Au-dessus de la couche basale
se trouve la couche épineuse, constituée d’une superposition cellulaire, essentiellement
composée de kératinocytes mais également de cellules de Langerhans et de Merkel,
respectivement cellules dendritiques et mécanorécepteurs. Les kératinocytes de la couche
épineuse sont caractérisés par la présence de desmosomes, prolongements cytoplasmiques, et
de corps lamellaires, granules riches en lipides. Au-dessus de la couche épineuse se trouve la
couche granuleuse caractérisée par la superposition de kératinocytes remplis de kératohyaline,
précurseur de la kératine. La couche la plus superficielle est la couche cornée. Elle est
caractérisée par la superposition de kératinocytes pratiquement dépourvus d’organites et
contenant des filaments de kératine. Les cellules de cette dernieére couche sont éliminées au
méme rythme qu’elles sont renouvelées grace a I’activité mitotique des deux premicres
couches. Sous I’épiderme se trouve le derme, principalement constitué de tissus conjonctifs
dont le collagene de type I et les fibres €lastiques, de terminaisons nerveuses et de vaisseaux
sanguins (Figure I) (consulter revues "?).

Stratum
corneum

!

Stratum
granulosum

Stratum basale

Figure 1 : Les différentes couches de I’épiderme et leur composition cellulaire. Du bas vers le haut :
la couche basale, la couche épineuse, la couche granuleuse et la couche cornée (source image’).

2) La peau et les cancers associés
Il existe trois types de cancers cutanés : le mélanome, se développant a partir des mélanocytes
et deux cancers cutanés non-mélanotiques (CCNM) comprenant le carcinome basocellulaire, se
développant a partir des kératinocytes de la couche basale et le carcinome spinocellulaire se
développant a partir des kératinocytes de la couche épineuse*. Ces deux types de cancers
représentent respectivement 75 et 25% des CCNM et présentent un faible taux de mortalité’.

7
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Le mélanome, quant a lui, représente moins de 5% des cancers cutanés®. Néanmoins, il est
caractérisé comme le cancer cutané le plus agressif et est associé a un taux de mortalité élevé’.

Le carcinome spinocellulaire se développe majoritairement au niveau des zones exposées aux
UV telles que le visage, les oreilles et les membres. Le développement de carcinomes
spinocellulaires serait la conséquence d’une exposition aux UV cumulative jusqu’a I’dge adulte.
Au contraire, le mélanome et le carcinome basocellulaire ne se développent pas au niveau des
zones fortement exposées aux UV. Néanmoins, une exposition solaire excessive ainsi que la
survenue de coups de soleil lors de I’enfance uniquement semble étre un facteur de risque
important pour le développement de ces derniers®.

En Europe, plus de 1 million et 20 mille déces, respectivement dus aux cancers non-
mélanotiques et mélanotiques, étaient estimés en 20128, L’incidence des cancers cutanés est en
constante augmentation. L’évolution de la carcinogenése peut, en partie, étre reliée a
I’augmentation de I’exposition aux UV par la destruction de la couche d’ozone mais aussi par
I’extension des activités extérieures de I’homme®. Une multitude d’autres facteurs, considérés
comme carcinogénes, sont également responsables du développement de cancers cutanés'’.
Seule la photocarcinogenése, cause primaire du développement des cancers cutanés, est traitée
dans mon manuscrit.

3) La photocarcinogenese

Les rayons solaires atteignant la terre comprennent les ultra-violets (UV) (A : 200-400 nm), les
rayons visibles (A : 400- 760 nm) et les infrarouges (A : 760-10° nm). Les UV sont les rayons
lumineux les plus énergétiques et sont subdivisés en UVA (A : 320-400 nm), UVB (& : 290-320
nm) et UVC (A : 100-290 nm). Les UVA représentent 95% des UV qui atteignent la terre alors
que les UVB en représentent 5%''. Les UVC, quant a eux, sont absorbés par la couche d’ozone.
Malgré les effets bénéfiques des UV, tels que la synthése de vitamine D ou la stimulation
d’hormones du cycle circadien, I’exposition aux UV peut étre néfaste pour la peau'?'*. En effet,
les expositions aigués au soleil ont pour conséquences les coups de soleil, I’'inflammation et le
bronzage alors que les expositions chroniques au soleil ont pour conséquences le
photovieillissement, I’immunosuppression et la photocarcinogenése'>.

Lors de I’exposition de la peau aux UV, ces derniers peuvent réagir de deux maniéres
différentes avec les biomolécules aux détriments de I’ADN. Premiérement, les UV peuvent
interagir directement avec I’ADN et créer des modifications structurelles telles que la formation
de dimeres de pyrimidines et cytosines ou autres photoproduits. Deuxieémement, les UV peuvent
interagir indirectement avec certaines biomolécules intracellulaires telles que le NADH, la
mélanine ou I’acide urocanique qui transferent I’énergie des rayons UV a des molécules
chromophores contenant de I’oxygéne. Ce processus forme des dérivés réactifs de I’oxygene
(ROS) responsables des dommages créés a I’ADN!!,

Les UVB sont trés énergétiques, ils pénétrent le derme en profondeur et sont directement
responsables des dommages créés a I’ADN alors que les UVA sont moins énergétiques et
provoquent des dommages a I’ADN de maniére indirecte'!. Il a été démontré que I’induction
de carcinomes spinocellulaires par irradiation était 1000X plus fréquente lors de I’utilisation
d’UVB plutot que les UVA. Les UVB sont deés lors pergus comme les principaux agents
carcinogénes'®.
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Les dommages de I’ADN créés par les UV sont généralement réparés par la surexpression de
P53, un facteur de transcription responsable de I’arrét du cycle cellulaire et de I’activation des
systemes de réparation tels que BER (base excision repair) et NER (nucleotides excision repair).
Lorsque les dommages sont trop séveres, la voie apoptotique est activée et les cellules
endommagées sont éliminées. Néanmoins, des mutations géniques peuvent survenir lorsque les
systémes de réparation font défaut*. La mutation de génes suppresseurs de tumeurs ou de génes
impliqués dans la régulation du cycle cellulaire suite a I’exposition aux UV est fortement liée
au développement de cancers cutanés®.

4) Le mélanome

4. 1. Introduction

Le mélanome est un cancer cutané qui se développe a partir des mélanocytes'’. Le phototype
de la peau est un facteur de risque majeur menant au développement de ce dernier'®.
Parallelement, I’incidence du mélanome varie géographiquement. En effet, il est extrémement
rare dans les populations africaines, caractérisées par un phototype élevé, alors qu’il est fréquent
dans les populations caucasiennes, caractérisées par un phototype faible'®. Le risque de
développer des mélanomes varie également en fonction du nombre et de la taille des névus,
plus couramment appelés les grains de beauté. En effet, le risque de développer un mélanome
est 1,5 fois plus élevé chez les personnes possédant entre 11 et 25 névus et semble doubler tous
les 25 névus supplémentaires?®. La probabilité de développer un mélanome augmente
également considérablement lorsque le nombre de névus dysplasiques est supérieur a 4%, Un
névus est défini comme dysplasique lorsqu’il présente un diamétre supérieur a 6 mm, des bords
irréguliers, une couleur hétérogéne et une asymétrie??.,

Bien que 95% des mélanomes cutanés se développent aléatoirement suite a I’exposition aux
UV, 5% des mélanomes sont familiaux®*. Trois génes ont été identifiés comme acteurs majeurs
dans le développement de mélanomes cutanés familiaux : CDKN2A (cycline dependant kinase
inhibitor 2A), CDK4 (Cyclin dependant kinase 4) et MC1-R (melanocortin-1-receptor). Le plus
caractérisé de ces geénes est CDKN2A. En effet, plus de 25% des mélanomes contiennent une
mutation génique qui résulte a la perte de fonction de ce géne®®. L’implication de ces génes
dans la mélanomagenese est évoquée prochainement.

4.2. La physiologie des mélanocytes

Les mélanocytes proviennent embryologiquement des cellules de la créte neurale. Ces derniéres
appartiennent a un groupe de cellules mésenchymateuses qui quitte la plaque neurale lors de la
neurulation. Dans un premier temps, les cellules de la créte neurale sont totipotentes, elles se
spécifient par la suite en une lignée cellulaire définie en fonction de leur direction de
migration’*?*. Le développement embryonnaire des mélanocytes est dirigé par I’activation de
voies de signalisation. En effet, les voies Notch et Wnt semblent importantes dans le devenir
des cellules de la créte neurale en mélanocytes et la voie Snail/Slug semble favoriser la

migration des mélanocytes et maintenir la viabilité de ces derniers®.

Les mélanocytes sont majoritairement responsables de la synthese de la mélanine déterminant
la pigmentation et le phototype de la peau®’. La mélanine synthétisée par les mélanocytes est
transférée aux kératinocytes afin d’absorber les rayons UV et limiter tout dommage a I’ADN
suite a I’exposition de la peau aux UV. Deux types de mélanine sont synthétisés : I’eumélanine
et la phéomélanine. L.’eumélanine est plus foncée et plus protectrice vis-a-vis des UV que la

ﬁ
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phéomélanine®®. C’est le rapport eumélanine/phéomélanine qui détermine le phototype de la
28
peau”®.

La mélanine est produite a partir de la tyrosine. Dans un premier temps, la tyrosine est
hydroxylée en L-3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA) puis oxydée en DOPAquinone. Ensuite,
si la cystéine est présente, la DOPAquinone réagit avec cette derniere formant du
cysteinylDOPA qui oxydé et polymérisé forme la phéomélanine. Par contre, en absence de
cystéine, la DOPAquinone subit une cyclisation spontanée en DOPAchrome. Pour terminer,
soit le DOPAchrome perd spontanément son acide carboxylique formant du 5,6-
dihydroxyindole (DHI) qui est polymérisé et oxydé pour former I’eumélanine, soit la formation
d’eumélanine est catalysée par les enzymes TRP1 et TRP2 (Tyrosinase Related Proteins)
passant par I’intermédiaire de DHICA (DHI-2-carboxylic acid) et DHICA-mélanine (Figure
2)%,

Tyrosine

lm

L-DOPA

lm

DOPAquinone

Lack of cystiV w\eine

DOPAchrome CysteinylDOPA

Oxidation

TRP/ \ l polymerization
DHICA DHI Pheomelanin
yellow to red

TRPll l
DHICA-melanin DHI-melanin
Eumelanins

brown to black

Figure 2 : Voie de synthése de la mélanine. Deux types de mélanine sont produits : I’eumélanine et la
phéomélanine. Ces deux types de mélanine sont produits a partir de la tyrosine par des enzymes
tyrosinases et selon la disponibilité en cystéine (source image”’).
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Les intermédiaires lors de la synthése de la mélanine sont des agents cytotoxiques. C’est
pourquoi la synthése de la mélanine se déroule au sein des mélanosomes, organelles spécifiques
des mélanocytes trés semblables aux lysosomes et probablement originaires du réticulum
endoplasmique. En plus de la compartimentation créée par les mélanosomes, les mélanocytes
ont une synthése augmentée de la protéine anti-apoptotique BCL-22%°,

Les mélanosomes passent par quatre stades de développement. Le premier est caractérisé par
de petites vésicules dépourvues de matrice fibrillaire. Le deuxiéme est caractérisé par une
matrice fibrillaire principalement formée de la protéine GP100 et par I’acquisition des
tyrosinases, enzymes de syntheése de la mélanine. Le troisiéme est caractérisé par la capacité
des mélanosomes a synthétiser de la mélanine et le quatriéme correspond a des mélanosomes
remplis de mélanine*'*2. Ce sont les mélanosomes qui assurent le transport de la mélanine a
partir des mélanocytes aux kératinocytes®?.

Afin d’atteindre les kératinocytes, les mélanosomes sont transportés jusqu’a I’extrémité des
dendrites des mélanocytes par les microtubules et les protéines motrices associées : la dynéine
et la kinésine®. Le mécanisme par lequel les mélanosomes atteignent I’espace périnucléaire des
kératinocytes n’est pas encore bien déterminé. Les mélanosomes semblent étre exocytés dans
I’espace intercellulaire et phagocytés par les kératinocytes voisins (Figure 3)**. Cependant,
I’observation de filopodes chez les mélanocytes par photographie de haute résolution envisage
I’hypothése que ces derniers puissent fusionner avec les kératinocytes voisins afin de leurs

transférer les mélanosomes>>.

Epidermis:

Stratum corneum

Stratum granulosum

Epidermal melanin unit
Stratum spinosum -

Stratum germinativum
(basal layer)

Melanocytes

Figure 3 : Localisation des mélanosomes dans I’épiderme. Les mélanosomes semblent étre exocytés
par les mélanocytes dans I'espace intercellulaire et phagocytés par les kératinocytes voisins (source
. 34

image’).

Le développement des mélanocytes a partir des cellules de la créte neurale ainsi que la
mélanogenese impliquent la communication entre kératinocytes et mélanocytes par
I’intermédiaire de facteurs de croissance menant principalement & I’activation du facteur de
transcription MITF (microphthalmia-associated-transcription-factor) et la voie MAPK

115
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(mitogen-activated-protein-kinases). MITF et MAPK sont respectivement impliqués dans la
mélanogenése et la prolifération des mélanocytes**** (figure 4).

o-MSH
PGFzd ACTH* ET-1
ACTI-Vragmem* ET-2**

—
-

melanocyte

Proliferation
\ < Differentiation
M_?;;":“ Melanin synthesis
TRP-2 / Dendritogenesis

Figure 4 : Role des facteurs délivrés par les kératinocytes dans la mélanogenése. Les prostaglandines
PGE2 et PGF2, les hormones a-MSH et ACTH et les endothélines ET1, ET2 et ET3, en liant
respectivement leur récepteur spécifique en surface des mélanocytes, activent MITF par |'intermédiaire
de la voie de la Phospholipase C, la protéine kinase A ou la protéine kinase C. L activation de MITF
méne a l’augmentation de la mélanogenése et de la dendritogenese des mélanocytes. Les facteurs SLF,
bFGF, LIF, HGF et GM-CSF activent la voie MAPK menant a la prolifération des mélanocytes
lorsqu’'ils lient leur récepteur spécifique en surface des mélanocytes. (source image™).

4. 3. Impact des UV sur la mélanogenése

L’exposition de la peau aux UV induit d’une part I’augmentation de la mélanogenése et d’autre
part la prolifération des mélanocytes*>*¢. Ces deux processus sont reliés a I’augmentation de la
libération de facteurs paracrines par les kératinocytes. En effet, une augmentation de
I’expression de BFGF, ET-1, ACTH, a-MSH, PGE2, PGF2 et NGF a été démontrée apres
I’exposition des kératinocytes aux UV (Figure 4)*’. . augmentation de la mélanogenése est
¢galement la conséquence de la transcription augmentée de MITF. En effet, les dommages
causés a I’ADN par les UV semblent favoriser I’expression de P53, impliqué dans I’induction
de la transcription de MITF par I’intermédiaire de POMC, a-MSH, I’adénylate cyclase, la
protéine kinase A (PKA) et CREB (Figure 5)*.
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UVB, Sunlight

Figure 5 : Régulation de la mélanogenése par les UV. Les dommages cellulaires causés par les UV
activent P53 qui favorise la transcription du géene POMC responsable de la sécrétion de I’hormone a-
MSH. Cette derniére, en liant son récepteur, MC1-R, active la transcription de MITF par l'intermédiaire
de I’adénylate cyclase, la protéine kinase A et CREB. L'augmentation de la transcription de MITF
augmente la mélanogenése. (source image™).

4. 4. Le développement du mélanome
Le modele de Clark décrit les modifications menant au développement du mélanome a partir
de mélanocytes sains. Ce modele est divisé en 5 étapes'”.

La premiére étape est le développement du mélanocyte en névus (Figure 6)'”. Le névus, plus
couramment appelé grain de beauté, est une tache brunatre cutanée résultant de la prolifération
des mélanocytes et de ’augmentation de la mélanogenése®®. Certaines études ont démontré
I'importance de [’activation constitutive de la voie de signalisation MAPK dans le
développement de névus a partir de mélanocytes'’. Ce phénomeéne a été associé a la mutation
des protooncogénes NRAS et BRAF respectivement dans 15 et 50% des mélanomes™.
Néanmoins, il est rare que le névus progresse en mélanome’!. Cela est dii 4 I’induction de la
sénescence par I’activité des oncogénes®2. D’autres mutations sont donc nécessaires pour qu’un
névus progresse en mélanome'”.

La deuxiéme étape, I’immortalisation des mélanocytes, est principalement liée a la perte de
fonction de génes suppresseurs de tumeurs tels que PTEN, P53 et CDKN2A (p16 et p14). Ce
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processus mene a la troisieme étape du développement d’un mélanome, la croissance radiale,
caractérisée par I’invasion de 1’épiderme par les mélanocytes immortels 7.

La quatrieme étape est la croissance verticale. Durant cette phase, les mélanocytes acquiérent
la capacité d’envahir le derme!”. Des modifications perturbatrices de 1’adhésion cellulaire ont
été relices a cette étape. En effet, il a été démontré que la transition de la direction de I’invasion
était associée a la perte de I’expression des E-cadhérines et du gain de I’expression des N-
cadhérines®®. Ces derniéres permettent I’invasion du derme par I’interaction avec d’autres N-
cadhérines localisées sur des cellules dermiques telles que les fibroblastes et les cellules de
I’endothélium vasculaire®®. L’invasion cellulaire verticale est également reliée a I’expression
de I'intégrine aV3. Cette derniere active la protéine collagénase MMP2 responsable de la
dégradation de la membrane basale®-°. La cinquiéme et derniére étape est la formation de
métastases caractérisée par I’atteinte des vaisseaux sanguins et lymphatiques par les cellules
cancéreuses'’.

Néanmoins, uniquement 36% des mélanomes se développent a partir d’un névus préexistant®’.
Plusieurs études ont démontré I’existence de cellules souches dans les mélanomes cutanés’®.
Lors de biopsies de patients, le marqueur cellulaire de cellules souches CD133 a été identifié
au sein des mélanomes. Les cellules souches semblent avoir un role majeur dans la
mélanomagenése. En effet, il a également été¢ démontré qu’en présence de cellules exprimant
ce marqueur, la tumorigenése du mélanome était augmentée®®. Ces cellules sont identifiées
comme les cellules souches tumorales, elles constituent une sous-population de cellules capable
de renouvellement et différenciation cellulaire. L’induction de mutations au sein du génome
de cellules souches somatiques adultes et de cellules progénitrices capables de réactiver des
voies de signalisation impliquées dans 1’auto-renouvélement ou la dédifférenciation cellulaire
pourrait étre impliquée dans le développement de cellules souches tumorales®,

Epiderme

Derme

Figure 6 : Altérations génétiques menant au développement de mélanomes. Les mutations de BRAF
et NRAS sont impliquées dans la formation de névus (phase 1). Néanmoins, cela n'est pas suffisant. En
effet, les mutations de génes suppresseurs de tumeurs tels que pl4, pl16, P53 et PTEN sont également
nécessaires pour [ 'immortalisation (phase II) et [ 'invasion des mélanocytes dans 1'épiderme (phase III).
L’invasion du derme nécessite la modification de 1'expression de molécules d’adhésion telles que les
cadhérines et les intégrines (phase IV). Les métastases sont caractérisées par l’atteinte des vaisseaux
sanguins et lymphatiques par les cellules cancéreuses (phase V). La diminution de I’expression des
genes MITF et KIT, acteurs de la mélanogenése, semble également importante dans le développement
de mélanomes a partir d’un névus. (source image').
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4.5. Les génes impliqués dans la mélanomagenése et leur fonction physiologique

4.5.1. Acteurs de la voie MAPK

Au sein de la voie MAPK, [I’interaction facteur de croissance/récepteur a tyrosine kinase
transmembranaire est suivie par la dimérisation et la transphosphorylation du récepteur. Suite
a ce processus, ce dernier convertit la protéine RAS-GDP en sa forme active, RAS-GTP?
(Figure 7).

Premiérement, la forme active de RAS est capable de phosphoryler la protéine RAF-GDP en
RAF-GTP phosphorylant par la suitt MEK-GDP en MEK-GTP. Dans ce cas, MEK-GTP
phosphoryle ERK-GDP en ERK-GTP. Une fois activé, ERK est transloqué vers le noyau afin
de favoriser la formation du complexe de cyclines 4/6 et D1, menant a la prolifération cellulaire
(Figure 7. a)23,63.

Deuxiemement, I’activation de RAS favorise I’activité de la phosphatidylinositol-3-phosphate
kinase (PIP3K), enzyme responsable de I’activation de la voie AKT par la production de PIP3.
La protéine PDK1 peut également activer la voie AKT, indépendamment de RAS, par
phosphorylation. L’activation de la voie AKT peut d’une part inhiber la protéine TSC (tuberus
sclerosis protein), régulant la traduction protéique*. Néanmoins ce processus n’est pas encore
compris®!. D’autre part, I’activation de cette derniére peut activer la voie mTOR (mammalian
target of rampamycin) menant a I’activation de deux protéines impliquées dans la progression
du cycle cellulaire, 4EBP1 et P7056K. Le role de I’activation de la voie mTOR par RAS est
encore sujet d’étude. La voie mTOR peut également étre activée par la protéine Rheb,
régulateur négatif de BRAF?. L’activation de la voie AKT est limitée lorsque la protéine PTEN
est activée. Cette derniere est une phosphatase qui convertit le phosphatidylinositol-3-
phosphate (PIP3) en phosphatidylinositol-2-phosphate (PIP2)%2.

4.5.2. Le géne CDKN2A

Le géne CDKN2A a un role majeur dans la régulation de la prolifération cellulaire. Ce dernier
code pour deux protéines : pl6™EA* et pl14ARF, p16™KA4 arréte le cycle cellulaire entre les
phases G1 et S de la réplication lorsque les cellules possédent un ADN endommagé. En fait,
p16™KA* Jie les cyclines CDK4 et CDK6 (cyclin-dependant kinase 4 et 6) afin d’empécher la
formation du complexe CDK4/CDK6/CD1 et la phosphorylation de Rb (rétinoblastome). De
cette maniere, le rétinoblastome reste li€¢ a la protéine E2F et ne peut activer I’expression de
génes codant pour des protéines nécessaires a la phase de réplication de I’ADN (S). p14ARF
favorise I’arrét du cycle cellulaire et la mort cellulaire lors de la présence d’ADN endommagé
et d’oncogenes activés. En fait, pl4RF lie la protéine MDM2 (mouse double minute 2) afin
d’empécher que celle-ci favorise la dégradation de P53, facteur de transcription favorisant la
transcription de génes impliqués dans I’arrét du cycle cellulaire et I’apoptose®® (Figure 7. b).

Les mutations observées au niveau des genes CDKN2A et NRAS chez les patients développant
un mélanome non familial montrent une signature UV, caractérisée par la présence de diméres
de pyrimidines®*.

4.5.3. Le géne MITF

MITF est un facteur de transcription favorisant I’expression de génes impliqués dans la
mélanogenese et la différenciation des mélanocytes. Ce dernier est activé par différents signaux
intracellulaires. Le signal intracellulaire majeur activant la transcription de MITF est
I’interaction de o-MSH, hormone libérée par les kératinocytes, avec son récepteur
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membranaire, MC1-R. Une fois transcrit, MITF transloque dans le cytoplasme ou il est activé
par ERK-GTP, kinase de la voie MAPK activée par I’interaction du récepteur membranaire C-
KIT avec son ligand, et favorise I’expression de génes impliqués dans la mélanogenese et la
dendritogenése (Figure 7. ¢)'7.

A Transcription 1| Transcription

Figure 7: Les genes impliqués dans la mélanomageneése et leur fonction physiologique. a. Voies
MAPK et AKT. b. CDKN2A : P16™* et P14** ¢. MITF. (Source image®)
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4. 6. Classement des mélanomes et pronostics

Les différents stades du mélanome peuvent étre identifiés par la classification TMN qui se base
sur 3 critéres majeurs : T, N et M (Table 1)%. Ce classement a été révisé en 2001 par le comité
américain contre le cancer et appliqué en 2010,

Le critére T classe premi¢rement, les mélanomes selon leur épaisseur. Plus I’épaisseur de la
tumeur est importante moins le pronostic est bon. L’épaisseur est < 1 mm pour les mélanomes
T1, 1-2 mm pour les mélanomes T2, 2-4 mm pour les mélanomes T3 et > 4 mm pour les
mélanomes T4. Le taux de survie a 5 ans est de 93% pour les patients atteints de mélanomes
T1 et descend a 39% pour les patients atteints de mélanomes T4. Ensuite, les mélanomes sont
classés selon la présence d’ulcération et le taux mitotique. Une corrélation entre un taux
mitotique €levé et une espérance de vie faible a été démontrée par les données fournies par le
comité américain contre le cancer. Les mélanomes sans ulcération et un taux mitotique < 1 mm
appartiennent a la classe T1-4a et les mélanomes présentant des ulcérations et un taux mitotique
> 1 mm font partie de la classe T1-4b. L espérance de survie a 5 ans est respectivement de 79%
et 71% pour les patients atteints de mélanomes T3a et T4a alors qu’elle diminue a 68% et 53%
pour les patients atteints de mélanomes T3b et T4b%’.

Le second critére, N, informe premierement sur la présence et le nombre de nodules
métastatiques. La classe NO reprend les tumeurs ne présentant pas de nodule. Les tumeurs
présentant des nodules sont classées dans les catégories N1, N2 et N3 lorsqu’elles présentent
respectivement 1, 2-3 et > 4 nodules métastatiques. Le taux de survie a 5 ans passe de 70% pour
les patients atteints de mélanomes N1 & 39% pour les patients atteints de mélanomes N3.
Ensuite, le critere N informe sur la présence et I’importance des métastases. Les mélanomes
présentant des micrométastases (< 2 mm?) sont classés dans la catégorie Na, ceux présentant
des macrométastases (> 2 mm?) dans la catégorie Nb et ceux présentant des métastases en transit
dans la catégorie Nc®’.

Le dernier critére, M, classe les mélanomes selon la localisation des métastases distantes. Les
mélanomes MO ne présentent pas de métastases distantes contrairement aux mélanomes M1.
Ces derniers sont classés en différentes catégories selon la localisation des métastases. Les
mélanomes M1a présentent des métastases cutanées et sous-cutanées. Les mélanomes M1b
présentent des métastases au niveau des poumons et les mélanomes Mlc présentent des
métastases a tout autre endroit®’.

Les mélanomes sont répertoriés en 4 stades selon leur score TMN. Les mélanomes des
catégories TONOMO-T2aNOMO font partie du premier stade. Les mélanomes des catégories
T2bNOMO-T4bNOMO font partie du second stade. Les mélanomes des catégories T4BNOMO-
T4N3MO font partie du troisieme stade. Les mélanomes de catégorie T4AN3M1 font partie du
quatrieme stade®’” (Table 2).

Les mélanomes de stade I et II ont un bon pronostic. Les taux de survie relatifs a 5 ans de ces
derniers sont respectivement de 89% a 95% et 45% a 77%. L’espérance de vie décroit
néanmoins avec la présence de métastases. En effet, chez les patients atteints de mélanomes de
stade III et IV, les taux de survie relatifs a 5 ans sont respectivement de 27% a 69% et de 9% a
15%5°.
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Critére T Epaisseur Statut d’ulcération et taux
mitotique

Ti <1 mm a= sans ulcération/ taux

T 1-2 mm mitotique <1 mm

T3 2-4 mm b= avec ulcération / taux

T4 >4 mm mitotique < 1 mm

Critere N Nombre de nodules | Taille des nodules
métastatiques

NIl 1 a= micrométastases (<2mm?)

N2 2-3 b=macrométastases (>2 mm?)

N3 4 et+

Critére M Sites des métastases

Mla Cutané et sous-cutané

Milb Poumons

Mlc Autres sites

Table 1 : Classification TMN des mélanomes. Le critéere T renseigne sur [’épaisseur et le taux

d’ulcération et mitotique de la tumeur. Le critére N renseigne sur la présence de nodules métastatiques,

leur nombre et leur taille. Le critere M renseigne sur la présence de métastases distantes et leur

localisation (Source image”).

Stade du mélanome | Critére T Critére N Critére M
IA Tla NO MO
IB Tlb NO MO
ITA T2b NO MO
T3a NO MO
11B T3b NO MO
T4a NO MO
1IC T4b NO MO
1ITA T1-4a Nla-N2a MO
I1IB T1-4b Nla—N2a MO
T1-4a Nl1b-c MO
IIC T1-4b N1b-N2b MO
1A% T1a-T4b N1la-N3b Mla-c

Table 2 : Classement des mélanomes en fonction de leur score TNM. Le classement TMN permet de

classer les mélanomes selon leur gravité et ainsi de prédire le pronostic du patient.
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5) Les traitements
Le traitement du mélanome cutané dépend du stade de ce dernier. En effet, les mélanomes de
stade I sont principalement traités par résection chirurgicale, ceux de stade II et III par résection
chirurgicale complémentée par I’immunothérapie et ceux de stade IV par résection chirurgicale
complémentée par la chimiothérapie. Les mélanomes étant hautement résistants a la
radiothérapie, cette technique est réservée aux soins palliatifs ou lorsque les métastases sont
inaccessibles pour la résection chirurgicale®®.

5. 1. L’exérese chirurgicale

L’exérése chirurgicale vise a retirer la Iésion et une fine bande de peau appelée marge de
sécurité. La lésion est envoyée a un laboratoire d’anatomopathologie afin d’étre analysée. Les
ganglions peuvent également étre excisés dans le cas de détection de micrométastases. Le taux
de survie global a 5 ans est de 20% pour les patients atteints de mélanomes non métastatiques
aprés résections chirurgicales®”.

5. 2. L’immunothérapie

Certaines immunothérapies ont montré des réponses complétes et durables pour un petit nombre
de patients’”’. Les immunothérapies principalement utilisées pour traiter les mélanomes sont
I'IL-2, IFN-a et anti-CTLA-4. IL-2 est une cytokine nécessaire pour la prolifération et
’activation des lymphocytes T et des natural killers (NK) ainsi qu’a la libération d’autres
cytokines comme TNF et IFN-Y°, De cette maniére, le traitement de tumeurs par IL-2
permettrait de créer une réponse inflammatoire anti-tumorale. Cependant, uniquement les
traitements a haute dose d’IL-2 ont montré des réponses durables. La thérapie a partir de hautes
doses d’IL-2 flt acceptée en 1998 par I’administration américaine de contrdle des produits
pharmaceutiques et alimentaires (FDA)®. Lors d’une analyse portée sur 270 patients atteints
de mélanomes traités par IL-2, le taux de réponses global était de 16%. Parmi ces 16%, 60%
des réponses étaient complétes et 40% des réponses étaient durables’'. L’immunothérapie par
IL-2 comporte néanmoins une toxicité majeure, c’est pourquoi il est important de préalablement
identifier les patients susceptibles de répondre a ce type de thérapie’.

L’immunothérapie par les interférons IFN-a favorise une réponse immunitaire anti-tumorale
comme la thérapie IL-2. Cependant, la thérapie par IFN-a n’apporte pas plus de réponses
positives que la thérapie IL-2 et est liée a une grande toxicité. Celle-ci est donc réservée pour
les mélanomes de stade IV comme traitement adjuvant a la chimiothérapie et lorsqu’IL-2 ne
démontre pas de réponse positive®.

CTLA-4 est un récepteur localisé en surface des lymphocytes T qui, tout comme CD28, peut
se lier au récepteur B7 sur la membrane plasmique des cellules présentatrices d’antigenes. De
cette maniere, en fonction de la liaison de CD28 ou CTLA-4, le signal agit respectivement de
maniere positive ou négative sur I’activité et la prolifération du lymphocyte T lié. La thérapie
anti-CTLA4 empéche la liaison de CTLA-4 a B7 et favorise ainsi la prolifération des
lymphocytes T7. Le taux de réponses des patients traités par des anticorps anti-CTLA4
(ipilimumab ou tremelimumab) est similaire a celui observé lors du traitement avec IL-2 et IFN-
a. Cependant, les effets secondaires observés avec cette thérapie semblent plus légers que ceux
observés avec I’IL-2 et IFN-a®.

5. 3. La chimiothérapie
Des résultats décevants ont été démontrés par un grand nombre d’essais cliniques lors de
traitements de mélanomes avec des agents chimiothérapeutiques. Le seul agent
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chimiothérapeutique approuvé par la FDA est la dacarbazine®. Par une série de réactions, la
dacarbazine libére un agent alkylant trés réactif pour ’ADN : CH3". Ce dernier est susceptible
de méthyler les guanines (G) de I’ADN. Cette modification, si elle n’est pas prise en charge par
les systémes de réparation de I’ADN, engendre le remplacement de la guanine modifiée (G) par
une thymine (T) et plus tard la substitution G : C = T : A lors de la réplication de ’ADN. Ce
phénoméne est hautement mutagéne®’. Des analyses ont démontré que seuls 4% des patients
atteints de mélanomes atteignaient une réponse compléte aprés un traitement a la dacarbazine.
C’est pourquoi la chimiothérapie est réservée aux patients atteints de mélanomes de stade 1V¢°.
Des essais cliniques ont été réalisés avec d’autres agents chimiothérapeutiques. Par exemple la
témozolomide, un analogue de la dacarbazine. Cependant, cette molécule ne semble pas plus
bénéfique que la dacarbazine. Des agents anti-microtubulaires comme le paclitaxel ou des
agents alkylants comme la fotemustine et la carmustine montrent des résultats encourageants
lors des essais cliniques. Ces molécules n’ont cependant pas été approuvées par la FDA37%,

Aucune chimiothérapie ne semble améliorer hautement la survie globale des patients atteints
de mélanomes métastatiques. Malheureusement, le traitement de mélanomes métastatiques n’a
plus évolué depuis 40 ans. Cependant, récemment, le traitement contre les mélanomes
métastatiques a pu enfin progresser grace au développement de thérapies ciblées’”.

5. 4. La thérapie ciblée

Le geéne le plus fréquemment muté chez les patients atteints de mélanomes est BRAF. Parmi
les patients portant ce géne muté, 74% portent une substitution de I’acide glutamique par une
valine au codon 600 du géne engendrant une activité constitutive de la voie de signalisation
MAPK”®, Vemurafenib et dabrafenib sont deux molécules inhibitrices ciblant BRAF V600E
approuvées par la FDA’?. Ces nouveaux traitements ont montré de meilleures réponses que la
dacarbazine lors d’essais cliniques. En effet, le taux de réponses objectives de 19% lors du
traitement a la dacarbazine est passé a 53% lors du traitement a la dabrafenib. Néanmoins, en
plus de la toxicité liée a ces traitements, certains patients ont développé un carcinome
spinocellulaire secondaire. De plus, une résistance est rapidement observée chez les patients
traités par ces deux inhibiteurs de BRAF’?. Afin de limiter I’activité constitutive de BRAF,
d’autres protéines de la cascade MAPK, en aval de RAF, peuvent également étre ciblées’. Le
trametinib est une molécule inhibitrice ciblant MEK. Cette molécule montre des effets plus
encourageants que la dacarbazine lors du traitement de mélanomes. De plus, le traitement de
mélanomes avec cette molécule n’est pas lié au développement de néoplasmes secondaires et
aucune résistance a ce traitement n’a encore été identifiée’>. La mutation de C-kit activant la
voie de signalisation MAPK de maniére constitutive a été identifiée dans 36% des mélanomes
non familiaux. L’imatinib mésylate est un inhibiteur compétitif de plusieurs tyrosines kinases,
dont C-Kit. Les essais cliniques de cette molécule montrent des résultats encourageants.
Néanmoins, une résistance est également rapidement identifiée chez les patients traités avec
I’imatinib”. La thérapie ciblée est en plein essor, d’autres inhibiteurs de BRAF, MEK, C-kit
ciblant différentes voies impliquées dans la progression du mélanome sont actuellement a
Iessai et d’autres cibles pharmacologiques sont également recherchées’.
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6) La chimiorésistance du mélanome
La chimiorésistance est responsable du faible index thérapeutique lié au mélanome. La
mélanogenese et les ABC transporteurs semblent avoir un réle majeur dans la chimiorésistance
du mélanome’®,

La chimiorésistance dépendrait du stade de maturation des mélanosomes’’. Les cellules
mélanotiques, riches en mélanosomes matures, semblent posséder une sensibilité plus élevée
aux agents chimiothérapiques que les cellules amélanotiques, pauvres en mélanosomes
matures. En effet, il a été démontré que les mélanosomes de stades II et III favorisaient la
résistance aux agents chimiothérapeutiques et au contraire, que les mélanosomes de stade IV
favorisaient la sensibilité a ces mémes traitements. En fait, les mélanosomes matures (stade I'V)
semblent étre responsables de I’induction d’une cytotoxicité, limitant la croissance cellulaire,
par la libération de mélanine dans le cytoplasme. Au contraire, les mélanosomes précoces
(stades II et I1I), semblent capturer les composés cytotoxiques et fusionner avec les lysosomes
pour former un phagolysosome ainsi que dégrader les composés cytotoxiques (Figure 8). Afin
de confirmer ce mécanisme, une étude a comparé la différence de sensibilité d’un type cellulaire
issu de mélanomes et d’un type cellulaire issu de carcinomes a un méme agent
chimiothérapeutique. Par apres, en couplant I’agent chimiothérapeutique a une sonde
fluorescente, cette équipe a comparé la localisation de la molécule marquée au sein des deux
types cellulaires. Chez les cellules de mélanomes, la molécule était observée dans le cytoplasme
et non dans le noyau alors que chez les cellules de carcinomes, elle était majoritairement
observée dans le noyau”’.

Ensuite, un co-marquage de I’agent chimiothérapeutique et des mélanosomes de stade II a été
réalisé grace a I’anticorps anti-HMb45, un marqueur spécifique des mélanosomes de stade II.
Ce co-marquage a confirmé le fait que, au sein des cellules mélanotiques, le traitement était
capturé dans les mélanosomes de stade II (Figure 8)"”%. En fait, certains ABC transporteurs
semblent étre impliqués dans la capture de composés cytotoxiques au sein des mélanosomes de

stade II et dans la chimiorésistance associée. Cependant, la localisation subcellulaire de ces
79p
!

derniers n’a pas encore été identifiée (Figure 9
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Figure 8: Role de la mélanogenése dans la chimiorésistance du mélanome. Implication des
mélanosomes précoces dans la chimiorésistance des mélanomes par la capture des agents
chimiothérapeutiques. Augmentation de la sensibilité aux agents chimiothérapeutiques suite a la
libération de mélanine et intermédiaires cytotoxiques dans le cytoplasme par les mélanosomes matures
(Source image”).
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Figure 9 : Localisation possible des ABC transporteurs au niveau des endosomes, mélanosomes et
lysosomes. La localisation des ABC transporteurs en membrane des endosomes, mélanosomes et
lysosomes permettrait la capture et I’élimination des composés cytotoxiques. Les ABC transporteurs
pourraient également étre localisés au niveau de la membrane nucléaire afin d’éliminer les composés
cytotoxiques du noyau et protéger le matériel génétique (source image’).

7) Les ABC transporteurs

Cinquante-six génes codant pour des ABC transporteurs ont été répertoriés chez les vertébrés.
Cependant, seulement quarante-huit de ces génes seraient fonctionnels chez I’homme®. Les
ABC transporteurs sont des transporteurs transmembranaires actifs qui transportent leur
substrat contre le gradient de concentration aux dépends de I’ATP. La topologie typique de ces
derniers est caractérisée de deux domaines de liaison a ’ATP (NBD) et de deux domaines
transmembranaires (TMD) formant un seul nucléotide (Figure 10). Les domaines NBD sont
constitués d’un walker A et d’un Walker B séparés par le motif de signature des ABC
transporteurs, d’une séquence LSGGQ et des queues D, H et Q¥'. C’est le walker A qui lie
I’ATP et c’est I’interaction entre le walker A et le walker B du premier NDB avec le motif de
signature des ABC transporteurs et la queue D du deuxieéme NBD qui permet la dimérisation
de ces derniers®?®*, Les domaines TMD sont composés de 6 hélices transmembranaires formant
un entonnoir transmembranaire responsable de la liaison et du transport actif du substrat®!.

Figure 10 : Structure d’un ABC transporteur typique. Les ABC transporteurs typiques sont composés
de deux domaines NBD liant les molécules d’ATP et de deux domaines TMD contenant 6 hélices
transmembranaires s'assemblant pour former un entonnoir responsable de la liaison et du transport du
substrat contre le gradient de concentration (source image®).
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Deux modeéles ont été proposés pour expliquer le cycle catalytique des ABC transporteurs®**>.
Selon le premier modele, la liaison du substrat au niveau des TMD engendre un changement de
conformation augmentant 1’affinité des walker A pour I’ATP. Deux molécules d’ATP se lient
alors au niveau des walker A et permettent la dimérisation des deux NBD. Ce processus
engendre un changement de conformation de perte d’affinité¢ au sein des TMD, libérant le
substrat. L’hydrolyse des deux molécules d’ATP apporte I’énergie nécessaire au retour a 1’état
initial du transporteur. Dans ce mode¢le, ¢’est la dimérisation des deux domaines NBD suite a
la liaison de I’ATP qui permet le transport du substrat®. Selon le deuxiéme modéle, le substrat
a besoin de I’hydrolyse d’un ATP afin d’étre transporté. En effet, suite a la liaison du substrat
aux TMD, I’hydrolyse d’un ATP par les NBD engendre un changement de conformation des
TMD libérant le substrat. La liaison et I’hydrolyse d’un deuxiéme ATP permettent le retour a
I’était initial du transporteur (Figure 11)%.

111 l hydrolysis

(B)

Figure 11 : Mécanisme de fonctionnement des ABC transporteurs. Il existe deux modeles. A) modele
selon lequel la dimérisation des deux domaines NBD permet le transport du substrat contre le
gradient de concentration. B) Modeéle selon lequel I'hydrolyse de I’ATP permet le transport du
substrat contre le gradient de concentration (source image®).

ABCBI1 est ’ABC transporteur de forme typique le plus caractérisé’®. Tous les ABC
transporteurs ne possédent pas une structure typique. Certains contiennent un domaine TMD
additionnel composé de 5 segments transmembranaires (ABCC1-3, ABCC6 et ABCC10).
D’autres, sont des demi-transporteurs composés d’un domaine TMD et d’un domaine NBD
(ABCG2 et ABCDI)’® Les demi-transporteurs seraient capables de s’assembler en
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hétérodimeres (deux transporteurs différents) ou homodimeéres (deux transporteurs identiques)
pour étre fonctionnels®’.

Les ABC transporteurs sont répartis en 7 familles, de la classe A a G en fonction de ’homologie
de leur séquence®’. Les ABC transporteurs ont une variété de roles au sein de la cellule. Certains
d’entre eux régulent la perméabilité au niveau des barrieres physiologiques telles que la barriére
hémato-encéphalique, le placenta et la barriere hémato-testiculaire par I’efflux des composés
toxiques. D’autres ABC transporteurs favorisent I’élimination des composés nocifs au niveau
des organes d’élimination comme le foie et les reins ainsi que le transport de différents substrats
comme les lipides, les protéines et les nucléotides’®.

L’importance de I’expression des ABC transporteurs a été démontrée dans la chimiorésistance
de certains cancers, notamment le mélanome. En effet, ces protéines transmembranaires
seraient impliquées dans le transport actif des agents chimiothérapeutiques administrés lors du
traitement de patients atteints de mélanomes’®.

L’implication des ABC transporteurs dans la chimiorésistance par I’efflux des agents
chimiothérapeutiques a ét¢ démontrée pour les ABC transporteurs suivants : ABCA2-3,
ABCBI1, ABCB4, ABCBS5, ABCB11, ABCCI1-6, ABCC10, ABCC11, ABCC12, ABCDI et
ABCG2'®.

7.1. ABCBS

ABCBS fait partie de la famille B des ABC transporteurs®’. L’expression constitutive de
différentes formes d’ABCBS a été observée dans différents types cellulaires tels que les
mélanocytes, les testicules, ainsi que dans les tissus mammaires et I’épithélium rétinien®*!. 11
existe une forme typique d’ABCBS5 et deux isoformes, ABCB5o et ABCB5B”'. La forme
typique d’ABCBS, 138 KDa, est spécifique des testicules. L’isoforme ABCBS5B est un
transporteur tronqué de 90 KDa composé d’un domaine TMD et de deux domaines NBD dont
un est incomplet puisqu’il ne possede pas de Walker A. L’isoforme ABCBS5a est une protéine
soluble de 15 KDa plutdt associée & une fonction régulatrice qu’a une fonction de transport®”-
%1, Seule la forme typique d’ABCBS5 serait fonctionnelle et capable de I’efflux de composés
cytotoxiques®. En effet, il a été démontré que lorsque les cellules de mélanomes exprimant ce
transporteur €taient traitées a la doxorubicine, ces derniéres rejetaient la doxorubicine sur une
période de temps de courte durée alors qu’aucun efflux de doxorubicine n’était observé chez
les cellules de mélanomes traitées avec des inhibiteurs de la forme typique d’ABCB5%’.

L’expression de la forme typique d’ABCBS semble étre favorisée chez certains cancers tels que
le mélanome malin, le cancer du sein, le cancer colorectal et le carcinome hépatocellulaire. En
fait, sous cette forme, le transporteur ABCBS5 est défini comme marqueur de progression
tumorale chez le mélanome. Plus précisément, I’expression de ce dernier définit les cellules
initiatrices du mélanome, cellules permettant la progression tumorale, et a été corrélée avec la
coloration de mélanotransferrine, renseignant sur la progression tumorale®>%*,

La forme typique d’ABCB5 semble physiologiquement empécher la fusion des cellules
progénitrices menant a leur différenciation par hyperpolarisation de la membrane cellulaire. En
effet, en contrecarrant la dépolarisation cellulaire, la forme typique d’ABCBS favoriserait le
phénotype cellule souche de la tumeur®. La forme typique d’ABCBS semble également jouer
un r6le physiologique dans la mélanogenese. En effet, ce transporteur semble moduler
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I’homéostasie des mélanocytes en captant les intermédiaires cytotoxiques de la mélanine au
sein d’organelles telles que les endosomes, lysosomes et mélanosomes. Ce dernier semble
également étre localisé dans la membrane nucléaire ou il expulserait les composés cytotoxiques
hors du noyau’®.

7.2. Les ABC transporteurs : cibles pharmacologiques

ABCBI fit le premier ABC transporteur identifié. ABCBI est I’ABC transporteur impliqué
dans la chimiorésistance le plus étudié’®. Les premiéres thérapies ciblant les transporteurs ABC
ont donc été congues pour cibler ce dernier. Ces thérapies impliquent des peptides ou des
anticorps visant a bloquer I’activité de ce transporteur. Les premiers inhibiteurs d’ABCBI, le
verapamil, la quinine et la Cyclosporine A, furent identifiés en 1981. La combinaison d’une
molécule de premiére génération a haute dose a un traitement chimiothérapeutique intensif
augmente le taux de rémission compléte®®. Cela prouve que I’inhibition des ABC transporteurs
est un projet prometteur contre la chimiorésistance’. Des inhibiteurs d’ABCB1 de seconde
génération, le valspodar et S9788 principalement, ont été générés. Ces molécules sont des
dérivés des molécules de premiére génération®”. Néanmoins, le traitement avec ces derniéres
interfére avec le métabolisme et est lié a une cytotoxicité €levée suite a la diminution de la
clairance”™’. Des inhibiteurs d’ABCB1 de troisiéme génération ont alors été congus de
maniére a limiter toute interaction pharmacodynamique responsable de la cytotoxicité liée aux
traitements précédants®. Les inhibiteurs de troisiéme génération comprennent le laniquidar,
I’0c144-093, le Zosuquidar et le tariquidar”’. La réduction de la masse tumorale a été démontrée
lors du traitement avec ces derniéres molécules®®. De plus, I’espérance de vie de souris
xénographes transplantées avec du tissus de tumeurs résistantes aux agents
chimiothérapeutiques semble augmenter suite au traitement avec ces inhibiteurs d’ABCB1 de
troisiéme génération. Les résultats des essais cliniques de phase I et Il réalisés furent
prometteurs, néanmoins ces derniers ont été interrompus a cause de la toxicité élevée de ces
molécules’.

Suite au manque de succes dans la thérapie visant les ABC transporteurs, d’autres approches
ont été¢ envisagées telles que I’utilisation de sondes antisens pour inhiber I’expression
d’ABCBI. Le ciblage de transcrits d’ABCBI1 par des ribozymes ou des ARN interférents. Ces
techniques semblent peu cytotoxiques. Cependant, leur fonctionnement n’est pas encore
parfaitement élucidé”®.

Le probléeme majeur reste toutefois I’inhibition du rdle physiologique des ABC transporteurs
dans les tissus sains®®. Par exemple, il a été démontré que le knock-out d’ABCB1 favorisait la
pénétration des agents chimiothérapeutiques dans le cerveau et que le knock-out d’ABCG2
conduisait a des effets myélotoxiques’®. L’inhibition d’ABCBS5 pourrait mener a la mort des
cellules saines suite a la cytotoxicité due a la mélanogenése’”.
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[I) Objectifs du mémoire

Afin de comprendre le role d’ABCBS dans la cellule saine et dans la tumeur, sa localisation
subcellulaire doit étre déterminée. Cependant, avant d’accomplir ce projet, un anticorps dirigé
contre le transporteur ABCBS doit étre validé. L’objectif majeur de mon mémoire a consisté en
la validation d’un anticorps dirigé contre le transporteur ABCBS5 en western blot et en
immunofluorescence. Afin d’atteindre cet objectif, mon mémoire s’est déroulé selon trois axes.

Le premier axe consistait en I’acquisition d’un contrdle négatif, primordial pour la validation
d’un anticorps. Tout d’abord, différentes lignées cellulaires ont été infectées d’une part avec
des particules lentivirales exprimant des shARNs dirigés contre le transporteur ABCBS5, d’autre
part avec des particules lentivirales exprimant une forme du géne ABCBS5 porteuse d’une
mutation STOP.

Le deuxiéme axe consistait en la validation d’un anticorps dirigé contre le transporteur ABCBS5
en western blot. L’acquisition d’un contrdle négatif nous a permis de tester la spécificité de
deux anticorps différents, I’'un délivré par la société Rockland. Inc et I’autre par Abcam.

Le troisitme axe consistait en la validation d’un anticorps permettant le marquage
immunofluorescent du transporteur ABCBS. L’acquisition d’un contrdle négatif nous a permis
de tester la spécificité d’un anticorps monoclonal fourni par notre collaborateur P. Ferrone
(anticorps F2) en immunofluorescence.
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[IT) Matériels et méthodes

1) Culture cellulaire

Les lignées cellulaires A375, UACC-257 (mélanome) et 293T (cellules embryonnaires du rein)
ont été cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Invitrogen,
Carlsbad, USA) supplémenté¢ par 10% de FBS (fetal bovine serum) et 1% de
pénicilline/streptomycine (Invitrogen, Carlsbad, USA). Les cellules 63T (mélanome) ont été
cultivées dans du milieu RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium) (Invitrogen,
Carlsbad, USA) supplémenté par IM d’HEPES, 10% FBS, 1% de pénicilline/streptomycine et
de 2 mM de L-Glut (Invitrogen, Carlsbad, USA). Les cellules A375, UACC-257 et 63T
transduites ont été cultivées dans leur milieu respectif supplémenté par de la puromycine (3 pg/
mL).

2) Acquisition d’une lignée cellulaire négative pour I’expression d’ABCBS5

2.1. Transfection cellulaire avec des shARNs

Le vecteur lentiviral pGIPZ encodant une résistance a la puromycine, la GFP et un shARN
dirigé contre les transcrits d’ABCBS5 (clone Id : V2LSH 100516) (GE Healthcare, Diegem,
Belgium) a été utilisé pour invalider I’expression cellulaire d’ABCBS5. Ce méme vecteur
encodant un shARN ne ciblant aucun transcrit a également été utilis€ comme contréle négatif
(clone Id: RHS4346) (GE Healthcare, Diegem, Belgium). Tout d’abord, les cellules
d’empaquetage, 293T, ont été ensemencées en boites T25 de maniere a étre confluentes apres
24H. Le lendemain, le milieu a été remplacé par du DMEM supplémenté par 10% de FBS sans
antibiotique (Invitrogen, Carlsbad, USA). Apres cette étape, les 293T ont été incubées avec 10
uL de I’agent de transfection Lipofectamine 2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA), 1 pg du plasmide d’enveloppe pMD.G (Addgene, Cambridge, MA, USA), 1 pg du
plasmide d’empaquetage psPAX2 (Addgene, Cambridge, MA, USA) et | ng de pGIPZ-shARN
(GE Healthcare, Diegem, Belgium). Pour une transfection optimale, les cellules ont été
incubées toute la nuit avec ce mix. Le lendemain, le milieu a été remplacé par du DMEM
supplémenté par 10% de FBS, 1% de pénicilline et streptomycine pour une incubation durant
toute la nuit. En paralléle, les cellules cibles (A375, UACC-257 et 63T), ont été ensemencées
en boites T25 de maniére a obtenir une confluence proche de 50 a 60% apres 24H. Une fois
cette confluence atteinte, les cellules cibles ont été infectées avec les particules virales. Pour
cela, le milieu des cellules d’empaquetage a tout d’abord été récolté et passé dans un filtre de
45 pm. Ensuite, un mix contenant 4 mL du filtrat précédemment obtenu, 1 mL. de DMEM et 40
uL de polybréne (Sigma, Diegem, Belgium) a été déposé sur les cellules cibles. Ces derniéres
ont été incubées toute la nuit dans ce mix. Pour terminer, les cellules exprimant de maniére
stable les sShARNSs ont été sélectionnées a la puromycine (3 pg/ ml).

2.2. Transfection cellulaire

Les cellules 63T ont été transduites avec le vecteur viral CMV51p encodant ABCBS tagué par
un FLAG et une résistance a la puromycine. D’une part, ce vecteur encodait la forme sauvage
du gene ABCBS et correspondait au contrdle positif. D’autre part, le vecteur CMVp51 encodait
une forme mutée du géene ABCBS composée d’une mutation STOP (Q187*) (Frederick
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National Laboratory, MD, USA). Cette mutation correspond a une mutation ponctuelle au
niveau d’un nucléotide du codon 187 substituant ce codon qui code pour la glutamine en un
codon stop, signal d’arrét de la traduction. En parallele, les cellules ont été transduites avec le
vecteur viral pGIPZ codant pour la TurboGFP afin d’évaluer I’efficacité de I’infection
lentivirale. Tout d’abord, les cellules d’empaquetage, 293 T, ont été ensemencées en boites T25
de maniére a étre confluentes aprés 24H. Le lendemain, le milieu a été remplacé par du DMEM
supplémenté par 10% de FBS sans antibiotique (Invitrogen, Carlsbad, USA). Apres cette étape,
les cellules 293T ont été incubées avec 10 pL. de I’agent de transfection Lipofectamine 2000
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), 1 pg du plasmide d’enveloppe pMD.G
(Addgene, Cambridge, MA, USA), 1 pg du plasmide d’empaquetage psPAX2 (Addgene,
Cambridge, MA, USA) et 1 pg de pGIPZ-shARN (GE Healthcare, Diegem, Belgium). Pour
une transfection optimale, les cellules ont été incubées toute la nuit avec ce mix. Le lendemain,
le milieu a été remplacé par du DMEM supplémenté par 10% de FBS, 1% de pénicilline et
streptomycine pour une incubation durant toute la nuit. En parallele, les cellules cibles (63T),
ont été ensemencées en boites T25 de maniere a obtenir une confluence proche de 50 a 60%
apres 24H. Une fois cette confluence atteinte, les cellules cibles ont été infectées avec les
particules virales. Pour cela, le milieu des cellules d’empaquetage a tout d’abord été récolté et
passé dans un filtre de 45 um. Ensuite, un mix contenant 4 mL du filtrat précédemment obtenu,
1 mL de DMEM et 40 pL de polybréne (Sigma, Diegem, Belgium) a été déposé sur les cellules
cibles. Ces derniéres ont été incubées toute la nuit dans ce mix. Pour terminer, elles ont été
trypsinisées et transférées en boites T75 contenant du milieu DMEM supplémenté par de la
puromycine (3 pg/ ml) afin de sélectionner les clones cellulaires exprimant de fagon stable la
forme sauvage ou mutée d’ABCBS5. L’intégration du vecteur dans le génome des cellules cibles
a été confirmée par séquencage (Beckman Coulter Genomics, Suarlée, Belgium) grace a un
couple d’amorces élaboré au laboratoire (Pf CTGATGGACTGGACATCACA ; Pr
CCTCTTGGTCTGTCGTGCT

2.3. Contrdle du niveau d’expression des transcrits ABCBS par PCR quantitative

Afin de quantifier le niveau d’expression des transcrits codant pour ABCBS, I’ARN total des
différentes lignées cellulaires étudiées a tout d’abord été extrait par la méthode phénol-
chloroforme. La phase aqueuse contenant I’ARN total a été prélevée et purifiée avec le kit
« RNeasy Mini Kit » (Qiagen, Venlo, Pays-Bas) ainsi que quantifiée en utilisant le lecteur de
plaque SpectraMax i3. Ensuite, la transcription inverse a été réalisée a partir d° 1 pg d’ARN
dans un volume final de 20 pLL composé de tampon de transcription inverse 10X, d’amorces
aléatoires 10X, d’un mix de dNTP (100 mM) et de I’enzyme transcriptase inverse
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Le mix ARN/tampon de réaction a été incubé
10 minutes a 25°C, 120 minutes a 37°C et 5 minutes a 85°C. Les ADNCc¢ ainsi obtenus ont €té
conservés a 4°C jusqu’a leur utilisation.

L’expression d’ABCBS5S a été quantifiée par PCR quantitative sur base des ADNc
précédemment obtenus a I’aide des deux sondes Tagman suivantes : Hs03676539 ml et
Hs00698751 ml, respectivement nommées sonde 1 et sonde 2 (GE Healthcare, Diegem,
Belgium). La quantification de I’expression du geéne domestique 18S par la sonde
HS99999901 1 (GE Healthcare, Diegem, Belgium) a permis la normalisation du niveau
d’expression d’ABCBS par rapport au niveau d’expression de ce géne. Pour la quantification,
100 ng d’ADNc ont été mélangés a 2X « Tagman Universal PCR Master Mix », 2X sondes
Tagman et H20 sans nucléase (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Ce mix a été
déposé dans une plaque 96 puits et analysé par « The real time PCR system viia 7 ». Le niveau
d’expression d’ABCBS a été défini par la méthode 2742,
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3) Validation d’un anticorps dirigé contre le transporteur ABCBS

3. 1. Homogénéisation cellulaire

Les cellules ont été ensemencées dans des boites de culture T75 afin d’étre confluentes apres
24H. Le lendemain, les cellules ont été rincées deux fois au sucrose 0,25M avant d’étre
récupérées a I’aide d’un rateau. Les cellules récupérées ont été homogénéisées par 15 passages
dans I’homogénéisateur de Dounce. La quantité de protéines a été dosée par le lecteur de plaque
SpectraMax i3 selon la procédure du Kit Bicinchoninic Acid Protein Assay (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

3.2. Western blot

Les homogénats, contenant 30 pg de protéines, ont été déposés sur gel SDS-PAGE 8%. Les
protéines ont été séparées selon leur poids moléculaire grace a une €lectrophorése SDS-PAGE
a 120 V. Les membranes totales des cellules d’insectes Hi5 ont été utilisées comme contrdle
négatif (HiS-) et les membranes totales de ces mémes cellules transduites avec le géne
d’ABCBS ont été utilisées comme contrdle positif (Hi5+). La migration terminée, les protéines
ont été transférées sur des membranes de nitrocellulose (Biorad, Hercules, CA, USA) durant 2
heures a 110V. Les membranes ont été bloquées avec du PBS-TWEEN 0,1%-LAIT 2% et
incubées toute la nuit a 4°C avec ’anticorps primaire. Aprés cela, elles ont été lavées 3 x 10
minutes avec du PBS-TWEEN 0,1% et incubées avec I’anticorps secondaire pendant 45
minutes a température ambiante. Pour terminer, les membranes ont été lavées 3 x 20 minutes
avant révélation. Afin de révéler les bandes immunoréactives, les membranes ont tout d’abord
été incubées avec le révélateur « The Super Signal West Pico Chemiluminescent »
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) durant 5 minutes. Ensuite, les membranes ont
été exposées a un film photographique durant des temps variés (GE Healthcare, Diegem,
Belgium). Ces films ont été révélés par le processeur « Imager Fugifilm FM 100A desktop
processor ».

Deux anticorps primaires ont été testés afin de révéler la forme protéique d’ABCBS5 : un
anticorps primaire polyclonal lapin (Rockland, Gilbertsville, PA, USA) dilué 1 :1000, identifié
comme anticorps Rockland, et un anticorps primaire polyclonal chevre dilué 1 :1000 (Abcam,
Cambridge, UK), identifié comme anticorps Abcam. Les anticorps secondaires utilisés étaient
un anticorps anti-lapin pour I’anticorps primaire polyclonal Rockland et un anticorps secondaire
anti-chévre pour I’anticorps polyclonal Abcam. Ces anticorps (Dako, Glostrup, Danemark)
étaient couplés a la peroxydase de raifort « horseradish peroxydase » et ont été dilués 1 :1000.

3.3. Immunoprécipitation

La premiére étape de I’immunoprécipitation consistait a ajouter 40 pl. de billes protéine G-
agarose (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) et 800 pL. de tampon de solubilisation
1x (20 mM MES, 0,1 M NaCl, 5SmM EDTA, 1% TX-100 et 5% glycérol - pH7) par eppendorf.
Ces derniers ont ensuite été centrifugés 3 x 3 minutes a 5000 rpm afin de laver les billes. La
seconde étape consistait a fixer I’anticorps d’intérét aux billes. Il est important de réaliser un
contrdle de spécificité pour chaque anticorps utilisé. 1 pg d’anticorps polyclonal Abcam
(Abcam, Cambridge, UK) ou d’IgG chevre (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) ont
été ajoutés dans des eppendorfs distincts contenant des billes préalablement lavées. Afin de
fixer les anticorps aux billes, les deux mix ont été incubés sur roue tournante pendant 4H a 4°C.
Un lavage a été effectué par deux centrifugations de 3 minutes a 5000 rpm pour éliminer les
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anticorps non liés aux billes. La derniere €tape consistait en la précipitation de la protéine
d’intérét. Pour cela, 1 mg d’homogénat préalablement centrifugé pendant 15 minutes a 14000
rpm et 500 pL de tampon de solubilisation 1X supplémenté par des inhibiteurs de protéases
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) ont été ajoutés aux billes + anticorps.
L’ensemble a été incubé sur roue tournante toute la nuit a 4°C. Le lendemain, les billes ont été
lavées avec du tampon de solubilisation 1x par 5 centrifugations de 1,5 minute a 8000 rpm. La
protéine précipitée a été éluée de I’anticorps en ajoutant 30 pL. de tampon Laemmli 2X
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), avant de chauffer les échantillons 30 minutes
&3PG,

3.4. Marquage radioactif

Les cellules ont été déposées en plaques 6 puits afin d’étre confluentes aprés 24H. Le
lendemain, les cellules ont été rincées avec du DPBS (Invitrogen, Carlsbad, USA). Ensuite, du
milieu DMEM 10% FCS supplémenté par 4mM de L-glut composé de méthionine et cystéine
radioactives *>S a été ajouté aux cellules (Perkin Elmer, Zaventem, Belgique). Les cellules ont
été incubées dans ce milieu durant 4H & 37°C. Pendant ces 4H, les billes de protéine G- agarose
ont été couplées a I’anticorps Abcam ou IgG cheévre comme décrit pour I’immunoprécipitation.
Apres les 4H d’incubation, les cellules ont été lavées trois fois avec du DPBS (Invitrogen,
Carlsbad, USA) et récupérées en grattant les puits avec un rateau. Les cellules ont été
centrifugées 1 minute a 13000 rpm a 4°C afin d’éliminer les cellules flottantes et les débris. Le
surnageant a été éliminé et les cellules ont été resuspendues dans 500 uL. de tampon de
solubilisation 1x glacé et supplémenté avec des inhibiteurs de protéases (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Le mix a été passé 5 fois a travers des seringues 21G, incubé
15 minutes sur glace et centrifugé 15 minutes a 14 000 rpm & 4°C. Le lysat cellulaire obtenu a
été déposé sur les billes couplées a I’anticorps préalablement lavées avec du tampon de
solubilisation 1x. Ce mix a incubé toute la nuit a 4°C. Le lendemain, comme décrit lors de
I’immunoprécipitation, le mix billes-anticorps-lysat a été lavé avec du tampon de solubilisation
Ix par 5 centrifugations 1,5 minutes a 8000 rpm. Lors du dernier lavage, I’enti¢reté du
surnageant a €té éliminée et 30 uL de bleu, tampon laemmli 2X (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA), ont été ajoutés. Les protéines immunoprécipitées ont été éluées des billes
+ anticorps en chauffant les eppendorfs 30 minutes a 37°C. Apres cela, les eppendorfs ont été
centrifugés afin de culoter les billes et le surnageant a été¢ déposé sur gel de polyacrylamide 9%.
Apres migration, le gel a incubé dans une solution de fixation (30% méthanol, 10% acide
acétique) durant 15 minutes a température ambiante. Pour terminer, le gel a été séché sur papier
whatman. Le signal a été révélé par un cyclone phosphoimager aprés 24-48h (Packard
Bioscience Compagny, Meriden, US).

3.5. Immunofluorescence

Les cellules ont été déposées sur lames couvre-objets en plaques 24 puits dans le but d’obtenir
une confluence entre 50 et 70% apres 24H. Le lendemain, les cellules ont été lavées au PBS (8
mM NA>HPOs, 1.9 mM KH2POs, 2.7 mM KCI, 0.14 M NaCl), fixées avec du PFA-4% durant
10 minutes et perméabilisées avec du PBS-Triton 1% durant 5 minutes. Aprés perméabilisation,
les cellules ont été lavées au PBS-BSA 1% et incubées avec I’anticorps primaire durant 2H a
température ambiante. Ensuite, les cellules ont été incubées avec I’anticorps secondaire durant
1H a température ambiante. Enfin, les cellules ont été incubées a I’obscurité avec le DAPI dilué
1 :1000 durant 5 minutes a température ambiante. Pour terminer, les cellules ont été lavées au
PBS-BSA 1% et les lames couvre-objets ont été récupérées afin d’étre déposées sur lames porte-
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objets. Ce montage a été effectué avec du Moviol chauffé a 56°C. Les lames ont été stockées a
4°C jusqu’a leur observation au microscope confocal.

L’anticorps primaire utilisé était un anticorps monoclonal souris fourni par notre collaborateur,
Professeur Ferrone (Massachussetts General Hospital, Boston, MA, USA). Cet anticorps est
identifié comme I’anticorps F2. Suite aux recommandations du Professeur Ferrone, il a été dilué
1 :20. L’anticorps secondaire dilué 1 :1000 utilisé était un anticorps anti-souris conjugué a
’alexa-568 dirigé contre I’anticorps primaire monoclonal F2 (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA).
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IV) Résultats

1) Acquisition d’une lignée cellulaire négative pour I’expression d’ABCBS
Afin de valider un anticorps dirigé contre le transporteur ABCBS, I’obtention d’un controle
négatif fiable est une étape primordiale. Dans le but de remplir cet objectif, trois lignées
cellulaires différentes (63T, UACC-257 et A375) ont premierement été infectées par des
particules lentivirales dont le génome code pour des shARNs dirigés contre les transcrits
d’ABCBS5 (63T, UACC-257 et A375 shARNSs). Les cellules ont également été infectées avec
des particules lentivirales dont le génome code pour des shARNs contrdles, ne ciblant aucun
transcrit (63T, UACC-257 et A375 NT shARNs). Une fois I’infection terminée, les cellules
exprimant les divers sShARNs ont été sélectionnées par traitement a la puromycine. Ensuite, le
niveau d’expression des transcrits codant pour ABCBS a été quantifié¢ par RT-qPCR. Lors de
cette technique, deux sondes Tagman différentes ont été utilisées (Figure 12). Le niveau
d’expression des transcrits codant pour ABCBS5 a été évalué par la méthode des delta-delta-Ct.
Le Ct correspond au nombre de cycles nécessaires pour que le signal fluorescent dépasse le
seuil de fluorescence définissant le bruit de fond pour chaque transcrit. Le Ct des transcrits
codant pour ABCBS5 a d’abord été normalisé avec le Ct des transcrits du géne 18S, le géne
domestique, (ACt). Ensuite le ACt des cellules invalidées pour I’expression d’ABCBS5
(shARNSs) a été normalisé avec le ACt des cellules contréles (NT shARNSs) (AACY).

La RT-qPCR nous a révélé que le niveau d’expression des transcrits d’ABCBS5 a pu étre
fortement inhibé au sein des cellules 63T infectées avec les particules lentivirales encodant des
shARNs dirigés contre les transcrits ABCBS. En effet, le pourcentage de diminution
d’expression était proche de 100% pour ces cellules. Au contraire, I’expression d’ABCBS5 n’a
pu étre invalidée avec succeés au sein des cellules A375 et UACC-257 infectées avec les
particules lentivirales encodant des shARNs dirigés contre les transcrits ABCBS. En effet, au
sein des cellules A375, ’expression des transcrits d’ABCBS était encore supérieure a 80% lors
de I'utilisation des deux sondes durant la RT-qPCR. Au sein des cellules UACC-257,
I’expression des transcrits d’ABCBS5 a pu étre diminuée de moitié mais uniquement en utilisant
la sonde 1 lors de la RT-qPCR, la sonde 2 révélant une augmentation supérieure a 2X du niveau
d’expression des transcrits d’ABCBS5 (Figure 13).
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Figure 12 : Représentation des différents transcrits du géne codant pour ABCBS. Le géne codant pour
ABCBS est localisé sur le chromosome 7p21.1. Les fleches indiquent la position des deux sondes
Tagman testées. Ces derniéres chevauchent les exons 1-2 et 22-23.
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Figure 13 : Analyse du niveau d’expression des transcrits du géne codant pour ABCBS au sein des
cellules A375, UACC-257 et 63T. La RT-qPCR a été réalisée avec deux sondes Taqman différentes.
La formule 2744 a été utilisée pour évaluer le niveau d’expression des transcrits ABCBS5 pour chaque
lignée cellulaire. L expression des transcrits ABCBS n’a pu étre invalidée au sein des cellules A375 lors
de I’utilisation des deux sondes (A). L’expression des transcrits ABCBS5 a pu étre diminuée au sien des
UACC-257 mais uniquement avec la sonde 1 (B). Par contre, I’expression des transcrits ABCBS a pu
étre invalidée avec succes au sein des cellule 63T avec les deux sondes (C).

Une technique alternative a I’utilisation d’ ARNs interférents de type shARNSs a été utilisée dans
le but d’invalider I’expression d’ABCBS. Pour cela, les cellules 63T ont été transduites par
infection virale avec le vecteur CMV51p, exprimant d’une part la forme sauvage du gene
ABCBS (contrdle positif) et d’autre part une forme mutée du gene ABCBS porteuse d’une
mutation STOP (Q187%*) résultant en une forme tronquée et non-fonctionnelle de la protéine.
Ces cellules ont respectivement été identifiée comme 63T ABCBS et 63T Q187*. Au sein du
vecteur CMVS51p, la forme sauvage et la forme mutée d’ABCBS étaient taguées par un FLAG.
L’intégration du vecteur au sein du génome des cellules 63T a été confirmée en testant
I’expression du FLAG par séquengage au sein du génome de ces dernieres (résultats non
montrés).

2) Validation d’un anticorps dirigé contre le transporteur ABCBS
2.1 Validation de I’anticorps polyclonal Rockland

Les deux contrdles négatifs préalablement obtenus ont premiérement permis la validation de
I’anticorps polyclonal Rockland par western blot. Pour cela, une électrophorese SDS-PAGE a
été réalisée d’une part a partir des homogénats des cellules 63T transduites avec un shARN
contréle (63T NT shARN) ou dirigé contre les transcrits ABCB5 (63T shARN), d’autre part
avec les homogénats des cellules 63T transduites avec le géne sauvage (63T ABCBS) ou muté
d’ABCBS5 (63T Q187*). Apres transfert des protéines sur membranes, ces derniéres ont été
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incubées avec I’anticorps primaire polyclonal Rockland et un anticorps secondaire anti-lapin.
La révélation a été réalisée avec le révélateur « super signal west PICO chemiluminescent
substrate » (Figure 14). De cette maniere, concernant I’utilisation d’ ARNs interférents de type
shARNs, une bande correspondant a la taille attendue de 138 KDa a été observée pour les
homogénats extraits a partir des cellules exprimant les sShARNs controles (63T NT shARN).
Une bande de taille semblable mais d’intensité nettement diminuée a été également observée
pour les homogénats extraits des cellules exprimant les shARNs dirigés contre ABCBS (63T
shARN). Concernant la transduction des cellules 63T avec la forme sauvage ou mutée du gene
ABCBS, une bande a été observée a la taille attendue de 138 KDa pour les homogénats extraits
des cellules 63T exprimant la forme sauvage d’ABCBS (63T ABCBS). Une bande d’intensité
trés légere a également été observée a cette taille pour les homogénats extraits des cellules 63T
exprimant la forme mutée d’ABCBS (63T Q187*) (Figure 14).

A B
HI5+  HI5- 63T NT ShARN 63T ShARN HI5+ HIS- 63T ABCBS 63T Q187*

Figure 14 : Validation de anticorps polyclonal Rockland par western blot. Les membranes totales
extraites des cellules d’insectes Hi5 ont servi de contréle négatif (Hi5-). Les membranes totales issues
de ces mémes cellules transduites avec un vecteur codant pour ABCB5 ont servi de contréle positif
(Hi5+). Les révélations ont été effectuées avec le révélateur « super signal west PICO chemiluminescent
substrate ». Un contréle de charge a été réalisé par le marquage de la tubuline avec un anticorps
primaire anti-tubuline (55 KDa). Une bande a la taille attendue de 138 kDa a été observée avec les
homogénats extraits des cellules 63T NT shARN et 63T shARN. L’intensité de cette bande est nettement
diminuée pour les 63T shARN (A). Une bande est observée a la taille attendue de 138 KDa pour les
homogénats extraits des cellules 63T ABCBS. Une bande d'intensité trés légére est observée a cette
taille pour les homogénats extraits des cellules 63T Q187* (B).

Tubuline

2.2 Validation de I’anticorps polyclonal ABCAM

L’anticorps polyclonal Abcam n’a pu étre validé par western blot. En effet, aucune bande
correspondant a la taille attendue de 138 KDa n’a pu étre révélée suite a I’utilisation de cet
anticorps en western blot (résultats non présentés). Afin d’approfondir notre travail, le
marquage radioactif suivi d’une révélation par autoradiographie a été effectué dans le but de
tester la sensibilité de cet anticorps pour le transporteur ABCBS. Pour cela, les cellules UACC-
257 confluentes ont tout d’abord été incubées dans un milieu contenant de la méthionine et
cystéine *°S radioactives. Durant le temps d’incubation, les billes de protéine G-agarose ont été
couplées a I’anticorps correspondant (Abcam). Un contrdle de spécificité a été effectué en
couplant les billes a un anticorps IgG chevre. Une fois I’incubation terminée, les cellules ont
¢été lysées et le lysat cellulaire a été¢ déposé sur les billes couplées aux anticorps. Le lendemain,
les protéines précipitées ont €té éluées. Ensuite, une électrophorése en condition non-
dénaturante a été réalisée a partir de ces échantillons et directement apres la migration, le gel a
été plongé dans une solution de fixation avant d’étre révélé par autoradiographie.
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Une fine bande entre 100 et 150 kDa a ¢été observée pour les cellules UACC-257
immunoprécipitées avec I’anticorps polyclonal Abcam. De plus, cette bande était absente pour
les UACC-257 immunoprécipitées avec I’anticorps IgG. Ce résultat nous a confirmé la
spécificit¢é de [D’anticorps polyclonal Abcam pour le transporteur ABCB5 en
immunoprécipitation (Figure 15).

Abcam 1gG

Figure 15: Western blot réalisé a partir de lysats cellulaires des cellules UACC-257 marquées
radioactivement immunoprécipités avec I’anticorps Abcam. Une bande a été observée entre 100 et 150
kDa. De plus, cette bande était absente lors du contréle de spécificité, immunoprécipitation du lysat
cellulaire des UACC-257 avec les IgG. Cette protéine pourrait correspondre au transporteur ABCBS.

2.3 Validation d’un anticorps dirigé contre le transporteur ABCBS en immunofluorescence
Dans le but de valider un anticorps dirigé contre le transporteur ABCBS en immunoflorescence,
un marquage immunofluorescent a été réalisé au sein des cellules 63T avec I’anticorps primaire
monoclonal F2, fourni par le Pr. Ferrone, et un anticorps secondaire anti-souris couplé a I’alexa-
568. L’intensité du signal fluorescent obtenue a été comparée entre les cellules transduites avec
un shARN dirigé contre les transcrits d’ABCBS5 (63T shARN) et les cellules transduites avec
un shARN contrdle (63T NT shARN).

Suite aux résultats obtenus en western blot, nous nous attendions a une diminution du signal
fluorescent pour les cellules 63T shARN par rapport a celui observé dans les cellules 63T NT
shARN. Cependant, un signal diffus dans ’entiereté des cellules a tout d’abord été observé.
Ensuite, aucune différence au niveau de I’intensité du signal n’a pu étre mise en évidence entre
ces deux lignées cellulaires (Figure 16).
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A. Marquage des noyaux au DAPL B. Fluorescence de la GFP C. Marquage d"ABCBS par

I'anticorps monodional F2 1:20

63T NT shARN

637 shARN

D. Contréies anticorps primaire E. Contrdles anticorps secondaire

el

63T NT shARN

63T shARN

Figure 16 : Marquage immunofluorescent d’ABCBS5 avec ’anticorps monoclonal F2 chez les cellules
63T NT shARN et les cellules 63T shARN. A) marquage des noyaux au DAPI chez les 63T NT shARN
(A.1) et les 63T shARN (A.2). B) Fluorescence de la GFP chez les 63T NT shARN (B.1) et les 63T shARN
(B.2). C) Marquage d’ABCBS par I’anticorps monoclonal F2 dilué 1 :20 chez les 63T NT shARN (C.1)
et les 63T shARN (C.2). D) Contréle de I’anticorps primaire monoclonal F2 chez les cellules 63T NT
ShARN (D.1) et chez les 63T shARN (D.2). E) Contréle de ['anticorps secondaire chez les cellules 63T
NT shARN (E.1) et chez les 63T shARN (E.2).
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V) Discussion
1) Acquisition d’une lignée cellulaire négative pour 1’expression d’ABCBS

L’observation d’une bande a la taille attendue en western blot pour I’échantillon d’intérét et
I’absence de cette bande pour I’échantillon contrdle négatif est une indication positive
concernant la spécificité de I’anticorps”. L’acquisition d’un controle négatif était donc
nécessaire pour la validation d’un anticorps dirigé contre le transporteur ABCBS5.

Le controle négatif le plus fiable afin de valider un anticorps dirigé contre le transporteur
ABCBS était d’éteindre ’expression de ce dernier dans une lignée cellulaire I’exprimant de
maniére constitutive®. L’utilisation d’ARNs interférents de type siARNs ou shARNs est une
voie prometteuse pour éteindre I’expression d’un geéne d’intérét et est couramment utilisée en
biologie pour cet usage'°%!%!. En fait, les siARNs et shARNs ont un mécanisme trés similaire.
Ce sont des molécules d’ARN doubles brins qui sont découpées par la protéine DICER et liées
par le complexe RISC qui désapparie les deux brins et meéne le brin anti-sens sur la séquence
cible de ’ARNm complémentaire pour le dégrader ou inhiber sa transcription'®1°!, I.’usage de
siARNs comporte différents désavantages. En effet, les siARNs sont directement délivrés dans
le cytosol par transfection cellulaire. Une concentration trop élevée en siARNs dans le
cytoplasme augmente considérablement le risque d’effets non-spécifiques, I’altération de
I’expression d’autres geénes non-cibles et est responsable d’une toxicité élevée diminuant I’effet
SiIARN'®101 e plus gros désavantage des siARNs reste toutefois la diminution de leur
concentration puisqu’ils sont dilués lors de chaque division cellulaire. Un effet & long terme
n’est donc pas envisageable avec ces derniers. L’étude d’un géne nécessite alors de multiples
transfections de siARNs engendrant la diminution de la reproductibilité des résultats. Ces
désavantages ne sont pas rencontrés lors de I’'usage des shARNs. Contrairement aux siARNS,
ces derniers sont délivrés dans le noyau et directement insérés dans le génome de la cellule par
infection virale. L’expression stable des shARNs augmente la reproductibilité des résultats.
Néanmoins, 1’obtention d’une lignée cellulaire stable pour I’expression de shARNs ciblant un
geéne d’intérét peut prendre plusieurs mois et est plus judicieuse que la transfection de cellules
avec des siRNA!%101,

Dans le but d’obtenir un contrdle négatif fiable et durable, la technique d’ARNSs interférents de
type shARNs a préférentiellement été choisie plutét que la technique siARNs. En effet, les
lignées cellulaires A375, UACC-257 et 63T sauvages exprimant ABCBS5 de maniere
constitutive ont été infectées avec des particules lentivirales dont le génome code pour des
shARNs ciblant les transcrits d’ABCBS ou aucun transcrit (contrdle). Apres sélection a la
puromycine, I’expression du transporteur ABCBS5 au sein des différentes lignées cellulaires
testées a été quantifiée par RT-qPCR. L’invalidation de I’expression d’ABCBS5 a été confirmée
uniquement au sein des cellules 63T infectées avec des particules lentivirales encodant des
shARNs dirigés contre les transcrits d’ABCBS. Une technique alternative aux ARNs
interférents a également été utilisée dans le but d’acquérir un contréle négatif. En effet, les
cellules 63T ont été transduites par infection virale avec un vecteur composé du gene ABCBS
porteur d’une mutation STOP. Cette mutation perturbe la traduction et engendre
majoritairement une forme tronquée de la protéine. La transduction des cellules 63T avec le
méme vecteur mais composé de la forme sauvage du géne ABCBS a servi de contrdle positif.
Le vecteur transduit étant porteur d’un FLAG, I’intégration de ce dernier au sein du génome
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des cellules 63T a été confirmée par la présence du FLAG au sein du génome des cellules
transduites par séquencage.

2) Validation d’un anticorps dirigé contre le transporteur ABCBS
2.1 Validation d’un anticorps dirigé contre le transporteur ABCBS en western blot
Suite au succes de I’acquisition d’un controle négatif, la validation d’un anticorps dirigé contre
le transporteur ABCBS a été envisagée. Deux anticorps primaires polyclonaux différents ont
été testés en western blot. Le premier a été fourni par la société Rockland. Inc et le second par
la société Abcam.

Premiérement, concernant I’anticorps polyclonal Rockland, lors de la réalisation d’un western
blot a partir des homogénats extraits des cellules 63T transduites avec des shARNs controles (
63T NT shARN) ou des shARNSs dirigés contre les transcrits ABCBS5 (63T shARN), une bande
a la taille attendue de 138 KDa a été obtenue dans les deux conditions. Cependant, |’intensité
du signal chemiluminescent était nettement diminuée pour les homogénats extraits des cellules
63T shARN par rapport a celui obtenu pour les cellules 63T NT shARN. Ce résultat confirme
les résultats obtenus par RT-qPCR. Lors de la réalisation d’un western blot a partir des
homogénats extraits des cellules 63T transduites avec la forme sauvage (63T ABCBS5) ou mutée
du géne ABCBS5 (63T Q187%*), une bande a la taille attendue de 138 KDa a également été
obtenue pour les homogénats extraits de ces deux lignées celllulaires. L’intensité du signal
chemiluminescent était nettement diminuée pour les homogénats extraits des cellules 63T
QI187* par rapport a celui obtenu pour les cellules 63T ABCBS. Ces résultats valident la
spécificité de I’anticorps polyclonal Rockland pour le transporteur ABCBS en western blot.

Deuxiémement, concernant I’anticorps polyclonal Abcam, aucune bande a la taille attendue de
138 KDa n’a pu étre mise en évidence en western blot pour les homogénats extraits des cellules
positives pour I’expression d’ABCB5 (63T sauvages et 63T NT shARN). Une technique
alternative, la migration sur gel de produits d’immunoprécipitation marqués radioactivement, a
alors été utilisée dans le but de tester la spécificité de cet anticorps pour le transporteur ABCBS.
Suite a la révélation par autoradiographie, une bande a été observée entre 100 et 150 KDa. De
plus, cette bande était absente au niveau du contréle de spécificité (immunoprécipitation avec
les IgG). Ces résultats indiquent que I’anticorps Abcam peut étre utilisé pour précipiter le
transporteur ABCBS de maniére spécifique. Afin de confirmer cette hypothése, cette technique
devrait étre recommencée avec un contrdle négatif, les cellules 63T transduites avec des
shARNSs ciblant les transcrits ABCBS5 ou avec une forme mutée d’ABCBS (63T shARN ou 63T
Q187*). L’obtention de résultats par autoradiographie et non en western blot ne peut pas étre
expliquée par I’augmentation de la sensibilit¢ de la technique puisque le marquage
chemiluminescent est plus sensible que la radioactivité'’?. En fait, la migration précédant la
révélation de la radioactivité par autoradiographie, contrairement au western blot, se réalise en
condition non-dénaturante. La spécificité¢ de I’anticorps pour la forme native de la protéine et
non pour la conformation dénaturée de cette derniere peut expliquer I’absence d’une bande a la
taille attendue de 138 KDa lors des western blot et la présence de cette bande lors
d’autoradiographies révélées avec [’anticorps Abcam. Par exemple, la survenue de
modifications post-traductionnelles, telles que la phosphorylation, peut engendrer un
changement de conformation de la protéine ou la survenue d’intercations interprotéiques
menant a la mise a disposition de I’épitope ciblé par I’anticorps. Dans ce cas, la réalisation d’un
western blot, en condition dénaturante, ne permettra pas I’identification de la protéine d’intérét
par I’anticorps %1%,
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L’identification d’ABCBS par chemiluminescent ou marquage radioactif est un avancement
majeur pour la validation d’un anticorps dirigé contre le transporteur ABCBS. Cependant, afin
de confirmer la spécificité des deux anticorps testés, une spectrométrie de masse a partir de ces
dernier doit étre réalisée. Afin de pouvoir réaliser cette téchnique, la coloration de la bande
d’intérét sur le gel SDS-PAGE, afin de pouvoir la découper et analyser son contenu protéique
par la suite, doit tout d’abord étre mise au point.

2.2 Validation d’un anticorps dirigé contre le transporteur ABCBS en immunofluorescence.
Un marquage immunofluorescent avec [I’anticorps monoclonal F2, fourni par notre
collaborateur Ferrone, a été réalisé sur les cellules 63T transuites avec des shARNs dirigés
contre les transcrits ABCBS5 (63T shARN) ou contréles (63T NT shARN). Nous nous
attendions a une diminution de I’intensité du signal fluorescent au niveau des cellules 63T sh
ARN par rapport a celui observé pour les cellules 63T NT shARN, comme observé en western
blot. Néanmoins, un signal fluorescent a été observé pour ces deux lignées cellulaires et aucune
distinction de I’intensité du signal n’a pu étre mise en évidence entre ces derniéres. Suite a cette
observation nous avons conclu que nous obtenions un marquage aspécifique avec 1’anticorps
F2 et que ce dernier ne pouvait étre utilisé pour déterminer la localisation subcellulaire
d’ABCBS. Il serait donc interessant de réaliser le marquage immunofluorescent d’ABCBS avec
un autre anticorps dirigé contre ABCBS au sein des cellules 63T. Dans le cas ou aucun anticorps
ne pouvait étre validé, 1’étiquetage d’ABCBS par une sonde fluorescente serait une premicre
alternative pour localiser ABCBS5 dans la cellule!®. Néanmoins, cette alternative nécessite la
production d’une lignée cellulaire exprimant de maniére stable ABCBS marqué par une sonde
fluorescente. Cela demande un travail judiceux de plusieurs mois et ne semble pas étre la
technique la plus appropriée pour déterminer la localisation subcellulaire d’ABCBS.
Premi¢rement, une surexpression de la protéine est inévitablement consatée lors de cette
technique. Cette surexpression est responsable de I’obtention de faux-positifs mais aussi d’une
cytotoxycité cellulaire liée a 1’aggrégation de la protéine surexprimée'®. De plus, il a été
démontré que le marquage d’une protéine avec une sonde florescente avait un impact sur la
structure et la fonction de la protéine altérant ainsi le role physiologique de cette derniere et que
cela engendrait également une relocalisation de la protéine!®. Une seconde alternative
interessante, serait de développer une lignée cellulaire exprimant stablement ABCBS5 tagué avec
un Flag et de réaliser un marquage immunofluorescent avec un anticorps dirigé contre le FLAG.
Cependant, cette alternative semble rencontrer les mémes problématiques que celle
précédemment proposée. Toutefois, I’impact sur la structure et la localisation de la protéine
serait diminué lors de la fusion de la protéine d’intérét avec des molécules de petites tailles
comme un FLAG'®. Si ces techniques étaient envisagées pour identifier la localisation
subcellulaire d’ABCBS, les risques d’une éventuelle relocalisation et destructuration de la
protéine doivent étre considérés.

Finallement, la réalisation de fractionnements et sous-fractionnements avec un gradient a partir
de la lignée cellulaire 63T sauvage et la réalisation d’un western blot a partir des différentes
fractions avec ’anticorps polyclonal Rockland préalablement validé semble étre une alternative
prometteuse pour identifier la localisation subcellulaire d’ABCBS.

39




Collet Romy Septembre 2016

VI) Conclusion
En conclusion, I’objectif de mon travail consistait en la validation d’un anticorps dirigé contre
le transporteur ABCBS5 en western blot et en immunofluorescence.

Premiérement, un contrdle négatif a été acquis. En effet, cette étape était primordiale pour la
validation d’un anticorps. Deux techniques ont été utilisées pour acquérir un contrdle négatif.
La premiere consistait a infecter différentes lignées cellulaires par des particules lentivirales
dont le génome code pour des shARNSs ciblant les transcrits d’ABCBS. La seconde consistait a
infecter les cellules 63T par des particules lentivirales dont le génome code pour le géne ABCBS
porteur d’une mutation STOP. Ces diverses techniques ont permis 1’acquisition de deux
controles négatifs utilisables pour la validation d’un anticorps ciblant la protéine étudiée.

Ensuite, I’anticorps polyclonal Rockland a pu étre validé en western blot. Au contraire,
I’anticorps polyclonal Abcam et I’anticorps F2 n’ont respectivement pas pu étre validés en
western blot et en immunofluorescence.

Grace a ces dix mois de travail, la localisation subcellulaire d’ABCBS peut étre envisagée dans
la continuité du projet. Afin d’atteindre cette étape, les perspectives du laboratoire seront
prochainement focalisées sur la réalisation de fractionnements cellulaires et subcellulaires et en
la révélation de ces derniers en western blot avec I’anticorps polyclonal Rockland,
préalablement validé par spectrométrie de masse.
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