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Résumé

Réesume

Le mélanome cutané est le cancer de la peau le plus agres$ifn f Z %o "+ tTice " —fe—e "7 %" e

dans sa prise en charge thérapeutique, la recherche de nouvelles stratégies se poursuit pour les

patients non éligibles a la chimiothérapie ciblée ou non répondeuraux thérapies actuelles. Le

laboratoire UMR990 travaille sur une stratégie de radiothérapie interne vectorisée (RIV) utilisant

des ligands ciblant spécifiqguement et durablement la mélanine. Parmi cewkla molécule ICF01012
L‘—'Z+t « Zi<'tt s esnhibities 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 thése orgu pour but i) de réaliser des études de dosimétrie dans

— e O‘T°Z:I: "':t oiZfo‘o:t é_of(o << '|"|'f"""\‘o'|'(" Z:to oi_ufo(oo:tes'ri "+ 00
o't°ZFe o—7coe F— S—efcee <c¢ tTF ''—tfte—<fZcet” Zit "dnjectich de.f-—1 -
moléculesradiosensibilisantes. T+ —— 11 1 ‘¢ «etéallséesur le modéle de xénogreffe SKel 3

montre ainsi que la croissance deestumeurs, qui possé&lent environ 3 fois moins de mélanines que
les tumeurs B16 est contr6lée de fagon significative par 3 injections successives de 25 MBEZgci

Ltett T Zicetxd tif7 .St —SEVfete—< —F Tt Zf ex. .. Feec—x Tt . f"f
par imagerie en termes de cible disponibles pour adapter le traitement. Nous montrons que dans
les tumeurs SK £Z ud Zif—%ste—f—c'o t1 Zf “—fo—<—% t3 exZfecetse .St

[131]ICFO1012 est similaire pour Zf 'S+' - Zit-Deifdcpn dmtressantedans le modéle

B16BI6, le traitement avec [3]ICF01012 réduit le nombre de métastases spontanéesu 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 indpdts des

irradiations ext £ ”ete o of " <" [ fee—"%e tf Zj T— f""2— t% > Z2%& Fe fZ-%
cependant différentes en fonction du statut du géenp53 des cellules tumoralesLe traitement avec

[131]]ICF01012 induit un controle tumoral limit + tfes Z1 —Fe’ed Zi——<Zcof—<'e tf "ftce]
fo— tre.. fice—x72_8 f ...° f¢— fe— —ef "F_<—f o' Z%...—71% -Brin “ ¢ e
ti T— of”— fceoeoc Tt Zt—""% ' —" Zite fesamodilestBEBI& &f SKkMel 3 @nt
été traités par [13]ICF01012 associé a des injections intratumorales de coDbaites résultats
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molécules est synergique dans le modéle S¥el 3 a croissance lente et adtive dans le modeéle
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précliniques par la déstabilisation des processus de réparatioes travaux préliminaires montrent
également un effet positif des nanopas<... —Z %+ T3 %o f T 'Zce«— e BHUCFAAOLZ dans fe... <—= T1i

modéle B16BI6. Les mécanismes mis en jeu restent & étre définn conclusion, nos travaux
montrent que la molécule [BU]JICF01012 constitue une thérapie alternative aux traitements
conventionnels pour le mélanome métastatique pigmenté1{1l]ICF01012 est en cours de transfert
Z<oc"—1t ..Stoe ZiS'eeta







Abstract

Abstract

Melanoma is a highly aggressive skin cancer and despite the significant progressits
therapeutic management, the research keeps on developing new strategies for religible patients
for targeted chemotherapy or without successful therapy. The UMR990 is working on targeted
radiotherapy (TRT) using ICF01012 vector labeled with iodinel31, with a high affinity for melanin
and therefore for pigmented melanoma.p]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 mechanismsafter TRT injection in xenografts and murin pigmented
melanoma, iii) to potentiate the efficiency of this strategy using radiosensitizerThe dosimeiric
study showed that in SKMel 3 model, less pigmented than B16BI6 tumors, thieimoral growth was
significant controlled by 3 successive injections of 25 MBdThe theranostic approachis then
necessary to characterize the available quantity of targets in the patient before treatment. The
melanin content demonstrated that repeated injections of [3!]ICF01012 in xenografts inducel an
increase of melanin without any emichment of the pheomelanin an oxydant pigmentinterestingly,
the treatment with [1311]ICF01012 reduced the number of spontaneous metastasesr lung colonies
in the B16BI6 model. This treatmentwas then effective on small tumors or circulating cells.
Consecutive mechanisms to th@RT were similar to those induced by external irradiation: DNA
breaks and cell cycle arrest. bwever, they differed depending onp53 status of tumoral cells. The
tumor regression was uncompleted after [3U]ICF01012 treatment and coinjection with
radiosensitizers could improve its efficiency. We usg small DNA molecules, called coDbait,
mimicking the double-strand breaks to trap repairing enzymes.Syngenic model B16BI6 and
xenograft SkMel 3 were treated by[131I]ICF01012 and coDbait intratumoral injection. A synergistic
effect of the two moleculeswas observed on SKMel 3 model, while the effect was additive in
B16BI6, a model with a fast doubling time. The coDbait destabilidethe repairing process after
treatment with [131]ICF01012. Preliminary studies showed a positive effect of gadolinium
nanoparticles on the efficiency of [t31] ICF01012 towards B16BI6 tumors. The mechanisms
involved remained to be defined. In conclusion, these data suggest that'3l]ICF01012 is a
promising treatment for patients with pigmented metastatic melanoma.
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Research

ABC:_”f..ii”_i_”. ° Z'I‘
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AC: Adenylyl Cyclase

AFA: Alcool Formolé Acétique

AIF : Apoptosis-Inducing Factor
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acid (4-(2-diethylamino-ethylcarbamoyl)-
2-iodo-5-methoxy-phenyl)-amide

N

BSA:Albumief tF+ +"—e t1 a—

BZA2 :I-N-(2-diethylaminoethyl) -2-
iodobenzamide

CDK: Cyclin Dependent Kinase

CDKNZ2A :cyclin-dependent kinase (CDK)
inhibitor 2A gene
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Chk2 : human checkpoint kinase 2
CK1 :Casein Kinase 1

<o T <o %o
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4
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CTLA4 : Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen
4

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

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

DMEM:
Medium

‘Tt t f%Z1
DNA-PKcs: DNAdependent Protein

Kinase, catalytic subunit

DQ: DOPAQuinone

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: Nanopatrticules a Base de
Gadolinium

GRB2 :Growth factor RecepteurBound
protein 2

U> aZ>...'% fe >e—Sfef «<ofet

Gy :Gray
HIF1/2 = Hypoxia-Inducible Factors

HPLC: Chromatographie en phase liquide

a haute performance

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

IEN- =: Interféron- =
Ig : ImmunoGlobulines
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MELOOS : I-N-(2-(diethylamino)ethyl) -5-
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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-
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MIRD : Medical Internal Radiation Dose

MITF : Microphthalmia-associated
Transcription Factor
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NHEJ: ‘e...—<'e T7 S—"+ec—%
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PARL1 :ProteaseActivated Receptor 1
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PD-1 : Programmed cell Death 1
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PDGCFB : Platelet-Derived Growth
Factor B
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PDGFRB : 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
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PTEN :Phosphatase and tensin homolog
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Rb : Retinoblastoma Protein

RH : Recombinaison Homologue

RIP : RecepteurInteracting Protein

RIT : RadiolmmunoThérapie

RIV :Radiothérapie InterneVectorisée

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 thiazole2,4,5
tricarboxylique

TYR :Tyrosinase
UV: Ultra Violet

VE-cadhérine : Vascular Enthothelial
cadhérine

ROS: fe'°...Fe "+f...—<"%t+ t1 Zi'§>¥eSFtVascular Endothelial Growth

RPG :Radial Growth Phase
SCE Stem Cell Factor

SOS Son of Sevenless

+

SVF: +"—e t1 1f— a-fz
TCF :T-cell factor
TDCA: Acide thiazole4,5-dicarboxylique

TEL : énergie de transfert linéique

Factor

VEGFR Vascular Endothelial Growth
Factor Receptor

VPG :Vertical Growth Phase
Whnt : Wingless integration site

=MSH : =Melanocyte Stimulating
Hormone
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Introduction

Introduction

i {{r eet”e tf —"f"f<ZZF o—" 2% t+£71Z" " tete— t1 o'Zx.. —2
ciblant des caractéristiqgues spécifiques des cellules tumorales. Legux grands axes de
"1..S%7...St «'e—t tes—pathologits du cartilage, avec le ciblage spécifique des
%o Z>...fefe t— Tif—-"1 tiplévida mélahfne; spigment présent dans
90% des cas de lésions primitives et 50% des métastasdsa mdécule ICF01012 est un
vecteur ayant une affinité spécifique pour la mélanine. Il peut étreouplé a un isotope
radioactif émettant des rayonnements détectablesen imagerie ou Ilétaux pour une

utilisation thérapeutique.

Le mélanome cutané est un cancer tré f %o "Fee<” tle— Zice..<tfe..f f "
augmenté aux cours des dernieres décennieddalgré le développement de nouvelles
stratégies en chimiothérapie, sa mortalité reste élevéevac environ 55000 déces dans le
monde en 2012 Il est nécessaire de poursuiw 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 y eice...”<"te— tfee 71t
UCEF- tE —"fee i — L Zco<* —% tF Zf ¢'Z%...—27% rsrsta i‘,EZL..-
Tte t——TFFe t1 tlecox—"ct o—" —e o t°Z% t1 etxZfe'et S—efced
connaissances sur les mécanismes liés a la réponse cellitaaprés une radiothérapie et
Fetce tF —fe—<fZcoet” Zit i Tt L t——F o=V f—2%o<F f" Zi—<Zcof—<

Ce manuscrit commencera par un rappel bibliographique reprenant les principales
informations sur les caractéristiques du meélanome cutaé ainsi que le déreglement des
voies de signalisationimpliquées. Par la suite, les différents traitementatilisés seront
exposeés,incluant les nouvelles stratégies de radiothérapie interneNous rapporterons de
facon non exaustive lesmécanismes liés auxrayons ionisants ainsi que la possibilité
tTi——<Zcot” The "flcoefooc, «Zcofoe—eo """ f__%ete—1F"URAdpafie... f...<—=+
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des résultats obtenus dans le cadre du travail de these seront décrits sous forihke deux

articles. Des expériences rélisées 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 présentéesis "+e—Z7—f—e "t Zcecefc e ojte_ "’
totalement entérinés en raison du déménagement du laboratoire (novembre 2013 juin

trsw “—« f fe—"fAex Zif,efe.. 1 tF of”“—f % Enfinfudefdiscubsion —Z t r
%otet"fZE T2 172 f"f Zte S>’ —=SC°efe f— "fe’t . —<"fe ("""t Zj
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La peau

Le corps humain est protégé de sorte~<”‘eefete— ' f” 7pgs—plus gramds
organes: la peau. Sa superficie varie entre 1,2 et 2,22rat elle pese environ 4kg (ou 7% de

la masse corporelle). Elle dit office de barriere naturelle contre les facteurs microbiens,

~

LScect—fe F— ek fect—Fe “—¢ "F—"Fe— "F"——" F" Zf "S>ec'Z ' %<t
travers ses pigments, la peau fournit un systéme de protection unique contre les
rayonnements UV (Ultra/iolet). f 'ff—& T'e— Zit ' fcoet—" "f"c¢t fe-"% saw

fonction des régions du corps, est composéde deux couches tisslaires distinctes: le
derme et Zi+ ' «<te (Figure 1) (McLafferty et al., 2012) & 1S>' T f”"et fe— —e- —coo— o
cutané qui se trouve juste sous le derme. Il ne fait pagntablement partie de la peau, mais

il est en interaction aveccelle-ci $— Z—« "¢t — fTifoee—"3" t"—fcote "o —ctes ]

Figure 1 : Structure de la peau. Vue tridimensionnelle de la peau et des tissus sous.. ——fe+te8 i+'<
été soulevé dans le coin supérieur droit pour montrer les papilles du derme
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. Le derme

Le derme est constitué de tissu conjonctif a la fois résistant et flexible. On y
rencontre dos... sf@E‘"<—f<"fefe— Tie "¢ ,"fe ti 'ZZf%°et t- tizxZf
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 pr'"<feete— t1 Zit'«ti”eti

Les neurofibres. Elles sont divisées en deux catégoriedes 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 vascularisg les
o——"cofe—e T T —efe— o fr_” THe . f'<ZZf<"fe "f" ZF Z< —<TE <o
Zit'«tt’eta

Les glandes sébacées et sudoripares. Les glandes sébacées sécrétent du s€ébum qui
a pour fonction Tifee'—'Z<" Zf "tf— F— tcoco—1t" Zix"f " f—<'s Titf—a
action bactéricide. Les glandes sudoripares produisent de la sueur qui est composée a 99%
Titf— t— tf “—FZ“—%e ofZe ecex”f 84 ZZfe ...'e—"¢,—Fe— f— """

chaleur excessive.

Les follicules pileux. La base du bulbe pileux est situé environ 4 mm sous la peau.
e fe..StT2-"fete— ti —frecofcotes ofeec—(Tte ojfen  —7F f——'—" t:
o —""— FIE TZE—"1" ZFe "tcZe 't —" e—cospdidjouentdonciunerdlefdans e 4
le toucher. Les cheveux protegent la téte contre les blessures, la déperdition de chaleur et la

lumiére du soleil.

1. T+’ <t f"eFf

it «tt’et te— Zf ...'—...S% Zf 'Z—e $3—-%"%t t% Zf 'tf—&a Z
stratifié constitué de plusieurs types cellulaires effectuant un vaste éventail de fonctisn
(McLafferty et al., 2012)
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1. te ..'— .St tf Ziz'<ttret

it ctt7ef fe— "O%ofecex te Figut 2. 't (Sdie— I Zice— ct—7
Zit§—4rct—"

xLa couche basale (stratum basale) fixée auderme sousjacent et se composant
Ti—ed of—7% ' fceoet—" t1 . $Z272—7%e&4 ZZ% fe— feete—<«tZ7%et
les plus jeunes, on retrouve également quelques cellules de Merkel, les mélanocytes

guant a eux représentent environ 10 a 25 % desetiules de la couche basale.

xLa 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.

xLa couche granuleuse (stratum granulosum) composée de plusieurs stratesle
kératinocytes qui ont changétife'f..—& te . fZZ—Z%e o'o— f'Zf—<ted Z%
organites commencent a se désintégrer, et elles accumulent de la kératine. Les

kératinocytes « 171« t — " .. darisde-but de créer une matrice externe renforcée.

xLa couche claire (stratum lucidum) , fine bande translucide juste aedessus de la
o' — .St %" fe—ZFt—etd F-—F ...'— ... St eifSce—F “—f tfoee Zf '%

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

protegent les cellules profondes contre les agressions extériees.
2. te . FtZ7Z—7%e tF Zit <ttret

it «tt’etr Lfe—cte— “—f-"1 —>Figure.2)t ABs—celfulest tes plus
nombreuses sont les kératinocytes, présents dans toute ¢ ... —...Sfe T3 Zix'<ti”et
trouve ensuite les mélanocytes puis en plus faible propoin 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. lls proviennent de cellules qui se divisent de facon
quasi continue et qui sont situées danda couche basale. Au fur et & 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 plusug 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 ¢‘e— ec——zxe T fee Zf ..‘— ... St eofafihiveauideBi+ «t1”e
follicules pileux (Tobin, 2008)& F e‘e— tte ... fZZ—Z%e Fo "“*7ef tiz—'<Z%f t'e—
prolongent dans la ouche épineuse. Les propriétés et fonctions des mélanocytesront

développéesdans les chapitres précédents

Les cellules de Langerhans, aussi appelés macrophagocytesintraépidermiques,
sont des cellules produites dans la moelle osseuse avant de migrétt " Zi+’'<tf”eta ZZte
Lteme —Fe— o Zif . —<"f-<'e Tte . FZ27—Z%e Tt o'="F ere—Cef coo—og

Les cellules de Merkel ,présentess Zf E‘e...—<c'e T+ Zit <t f%omtlest — T3
. Zf _i”o(of(o‘o TT—Oi Oi—""\(””:t 0¢°°(—(~¢ :t— CI:TEﬁISSiCﬁI‘Pde-l&‘ ”gzi

sensation du toucher.

Figure 2 &8 -"—..——"1f 11 Zdhémarmdntiait les couches et la quantité relative des différents types
cellulaires.
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Les mélanocytes

|. Fonction et origine

Les mélanocytes sont issus de la différenciation de cellules progénitrices appelées
mélanoblastes.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 atteindreau final la couche basale deZi+'<t 3"« f— Zife
follicules pileuxd  Zf “<o T— —7"'cocet o'cod Zf theec—t TF exZfe' . 5—Fe o
cellules/mm3, pour finalement atteindre la valeur finale de 800cellules/mm3, ce qui
P xete—t Zf VUV —<'e ti . FZZ7Z—7%e T (Birdorst2010). lltést-e fT—7Z-
important de noter que les mélanocytes ne se trouvent pas uniguement dans la peau mais
+%ofZLtete— tTfee Z1 .. 1771 f-génbrantiparfols lesZrndladomes uvéaupans
Zi'tle mélanocytes’ "+ efe—e T fee Zfe Ve [ «Z<fc<"Fed Zic<'deld— Zf ... S
créte neurale, comme leurs homologues cutanékes ... 3727 —Z7%« t1 Zix'«-S+Zc—e <9
rétinien proviennent du neuroectoderme. Ces cellulesconstituent une monocouche de
cellules pigmentées, situé entre la choroide etla rétine contenant les phota@écepteurs (Hu
etal, 2008) —"fe— Zifte,">'%otecefd ZFe <o—F"f..—< ode téphiifeetl fo "+ .. . %
de l'endothéline des mélanoblastes permettat leur migration le long de la matrice
t8—"f...1ZZ— 7 f < éphrinéset einflothélhe-3 (Dupin and Somner, 2012). Une fois
leur destination finale atteinte, ils se différencient et acquiérent la propriété principale des
mélanocytesd Zif8 ' "Feec'e t1 ZiteceCicherek etalf 2013; Larue et al., 2@3).

Les mélanocytes résida— tfee Zf ..'—..St ,fefZ% t%1 Zix'<ti"eta
Thet c—fe “—¢ oit—Fette— F— +£_f Zcooefo— The . fe—f. . —e fTF.. Fe°
homéostasie est contrélée par les kératinocytes au travers des communications paracrines
(via les facteurs de créssance), intracellulaires (signaux de transduction et seconds
messagers), et intercellulaires (adhésion cellulesellules ou cellulesmatrice) (Haass and
Herlyn, 2005). Par ailleursd Zif§ ‘ec—<'s Tie ox”f—co' . >—14Vauprentefld «f—c' e
sécrétion de facteurs qui influencat Zif...—< <= ,<'Z'%<“—1f 1iThbleati Af ' ...>—f¢
(Park et al., 2009)
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Tableau 1 : Les facteurs paracrines secrétées par les kératinocytes aprés une exposition UV
modifient la biologie des mélanocytes. bFGF : basic fibroblast growth factor, ET : endothelin 1, IL :
Interleukine, ACTH : f T Fe*...*"—c... =" ¢... -lSHe "’ adedanocytestimulating hormone, PGEet
PGFE-: prostaglandin EetF,5; GMCSF : granulocytenacrophage colony-stimulating factor, NO : nitric
oxide, NGF : nerve growth factor. i f *”°e «...S'"te $— fZ44 xvwy

La biologie de mélanocytes est aussi contrblée par des facteurs sécrétés par les
fibroblastes dermiques: tel que SCF (Stem Cell Factor) et la neutdge 1 (NRG1). Ces
cytokines influencent non seulement la croissance et la pigmentation des mélanocytes, mais
f—esc ZF—" "t7etd Zi—" thet c<..<—xd& Zit—" o' «Z<—%t F- Zi—"s
mélanocytes stimulés libérent également des facteurs de stitation: MSH= - ->
(Cichorek et al., 2013) Ainsi, les mélanocytes et les kératinocytes forment des unités bien
‘"%ofecete Tfee Z5x'ctE e “—¢ U E"Fe— Fe—"F T —8& fe exZfe'.>

dans chaque unité, tandis que les kératinocytes meurent et sont élimés 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 fagine est un polymere
naturel qui est produit dans des organites spécifiques appelés mélanosoméBelevoye et
al., 2011; Raoso 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
mutagénes des rayons U\Sturm, 2006). Trois mécanismes de transfert des mélanosomes
aux kératinocytes sont décris (Figure 3 & F '"Fe<i” te— Zi difect daly les'
kératinocytes grace a la formation de nanotubulesHigure 3A). Les mélanosomes peuvent
aussi étre exocytés individuellementdes mélanocytessansmembrane, et capturés par les
kératinocytes par endocytose (e) ou phagocytose (py{gure 3B). Le dernier conceptest la
cytophagocytose des extrémités dendritiques des mélanocytes par les kératinocytes
adjacents Figure 3C) (Ando et al., 2011) Un nouveau mécanisme de transfeerécemment

été proposé. Les mélanosomes soehveloppés dans desésicules formés paida membrane

plasmique des mélanocytes. Zs o‘"—te— tfee Zite f ..t t8-"f . FZ2Z2—2f<"F o

sont phagocytés par les kératinocytes environnants pour étre ensuite dispersés dans la

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

Figure 3 : Schéma représentant | es voies de transfert des mélanosomes aux kératinocytes. A)
Inoculation directe des mélanosomesians les kératinocytespar la formation de nanotubules. B) Exocytose
des mélanosomes sans membranes et captupar les kératinocytes parendocytose(e) ou phagocytose(p).
C) Gytophagocytosedes mélanocytespar les kératinocytesadjacents D) Exocytose de vésicules contenani
les mélanosomes qui sont ensuite phagocytées par les kératinocytes.f * " *Andoet al., 201
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. Les mélanosomes

Lesmélanosomes sont des organitespécialisés dans la synthése de la mélanine. lls
passent par quatre stades de maturation {IV) (Figure 4) qui sont déterminés sur la base
de leur morphologie s fc<e f—eec Zf “—foe—<—2ad Zf “—fZ<—% T— Zif""f %o
produite & f exZfe'%ofe°et: Tx,——F f" Zf "Vef—c'e Ti'"%fec—Fe
prémélanosomes (stade | et Il)lls sont assemblés dans la région périnucléaira partir
Titetie'oete "ikod— T1 “xec...—Z3Fe t1 Zifles méladosbmes de%tade |
sont des vacuoles sphériques dépourvues de protéines de structures et de tyrosinase,
enzyme essentielle a la mélanogenése. Les prémélanosomes de stade Il 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 Piié&. Les
enzymes impliquées dans la synthese de mélanine (tyrosinase, tyrptyrp2) sont adressées
depuis des intermédiaires endosomiaux aux mélanosomes en cours de maturation (stade Il
- & "fret——fe— fcoeec Zix"T'Z——c'e t1 .. tfeldstrhélanbsorids’e Z1 -
matures, contenant la mélanine, sont transportés grace au réseau de microtubules vers la
'+7 Stk Yt Zf . tZ2Z2—Z73%4& tfee Zte fE8-"tec—te tiet'c<—<*—1ea
kératinocytes (Delevoye et al., 2011; Raposo and Marks, 2007)

Figure 4 & f “‘<i tifet‘... la-biogernese des mélanosomes.Les mélanosomes proviennent de
Tifoetiototfe tofefo T3 Zif ' f 31<Z t1 ‘Z%o<& [ '"'—tcef "tetxZfoe'e
endosomes précoces afin de produire les fibres intraluminales caractéristiques des mélanosomes thls

Il. Les enzymes tyrosinase et Tyrpl, sont adressées depuis des intermédiaires endosomiaux ¢
mélanosomes en cours de maturation (stades Il et lll). Les mélanosomes matures, contenant la mélan
(stade 1V), sont transportés dans les extrémités dendr<“—31ea f " fe— Ti2-"F —"fee "+ "+

CMV : corps multi vésiculaires ; RTG : résetnans-golgien.Delevoye et al., 2011
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lll. MITF, mélanogenese et mélanine

La mélanogenése edia fonction caractéristique es 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 princ <’ fZfoefe— T foee Zte o7 fe'  >—fe F— Zit'«-StZc—e "«Hoofo—

Aprés une exposition des kératinocytes a des rayonnements Ulfes dommages
Ti  ff"fceete— fe_"fcofe— Zif..-R53fimduit ld franscagion de la
proopiomelanocortin (POMC) POMC peut étre clivépar voie enzymatique pour produire
'Z—ect—"e Tx7<Txe "Srec'Z' %o —tfete— <o tthelfinceyte sStinjukating— =
Stretet = a i= “f ef Z<t" f— "z %
MC1R (MelanoCortin 1 Receptor) des mélanocytes
entrainant une activa—<‘s 11 Zif Ttyclase> @C)
—ce Zf t—=<te tE L t— Zif..—<",
protéine kinase A (PKA).Cette derniére provoque a
son tour la phosphorylation de CREBgui induit
Zi1 &’ "teeq'facteur de transcription MITF aprés
fixation au niveau de son promoteur Figure 5) (Hsiao
and Fisher, 2014)

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 latyrosinase- "+ Zf-+T '"'—x<cet s sa if..-—<f

mélanine aprés une expositon  facteur MITF entraine donc une production de
aux UV. 1f’'"°Hsiao and Fisher, i )
2014 mélanine.
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De plus, MITF est un facteur de transcription modifiant de nombreux processus
cellulaires dont le ...>... 2% ...¥Z2Z—Zf<"t& Zf o—""<t& Zf o', «Z<«—x& Zice™|
stress oxydatif FFigure 6).

Figure 6 : Le facteur de transcription MITF est impliqué dans de nombreuses voies de
signalisation des mélanocytes et du mélanome. Tf’"°¢ e<f' feoT <«oSt”a xvwz

Dans le développement et la progression du mélanome, MITF a un rdle controversé.

Les fonctions paraloxales de MITF peuvent étre expliquées par la variation de son niveau
Tit§ ' "feec'ea 1 i« fHdcteuts et de .ses modifications postraductionnelles.

FZ%e ote ot f— TitE "Feectea "7 fo— E ' ~tuinbrak-En’effet,t 7 —
lorsque MITF est inhibé de facon transitoire, un phénotypaype «cellules souches»
[ f"fA— f 3.0 Zif—%ete—f—<'e T1e of(Chelifetal 22011)aVf fes < f'e Jpo—oF
augmentation de la fibronectine et Snajl deux marqueurs mésenchym@ux qui sont
"fe'teof Zte ti—et f—%eFe—f—«(Gheli &t Ali<R0FX)c fetce “—i—e —f—3
modéré de MITF est lié a la prolifération et un taux élevé a la différenciation cellulaire. Par
ailleurs, une expression soutenuede MITF est associé a de la sénescence(Bertolotto,
2013).
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2. La mélanogenese

f exZfecoed fo— fo "+fZc—%x . ‘eo’text tit—exZfocet - T3 'St'e
voies de synthése sont bien caractériséegigure 7). La tyrosine est le précurseur commun
e Zf "'t —..—<'e tie t1—8 etZfeceted Z fe— —'—— Fif, "t teTE"—<
la DOPA —«<e‘et "fT Zif...—<'e t1 Ziteodsizyme-de la dyipsihdse se
retrouve dans presque toutes les epécesde la planéted T+~ fZ—f—<'e TF of ex“—tfeo .
longueur a montré une grande diversité et hétérogénéité mais son site actif reste tres
conservé(Selinheimo et al., 2007)Une fois la DQ produiteles deux voies se séparent. Dans
Zf e>e—S°ef Tif—exZfecet plotuit & gartiSde 4at DQ,peut étre utilisé par
TRP1 et TRP2 pour former un carboxyle intermédiaire DHICA (5,6dihydroxyindole-2-
carboxylic acid). Le dopachrome peut aussi étre transformé en DHI (5¢gshydroxyindole)
'—<o L f=fZsex f7 Zf —>"fecefetr 17 "tret” ti Zit—exZfecetd
phéomélanine, la disponibilité de la cystéine et donc du souffre est un élément déterminant
pour la synthese. La DQ form&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) f e>e—S°et tit—exZfoecet "t*“—c°”

consommation en O2 plus importante que celle de la phéomélanine.

La mélanogenése produi- —e s+ Zfe%ot Tif—etZfeced t— T3 'St'etZfoc
"foc<ted f——F L teltec—c'e fe— tx_FTecext 'f Zif..—<<—% tI Zf

concentration et la disponibilité en tyrosine et cystéingSimon et al., 2009)
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Figure 7 & ‘<t t3 e>e—S°etf f% Zit—exZfecet - LB debxtvVeied fle<synihése
_.‘ooio___:to_ ’f” Zf _"foo'\‘"of_(‘o T:t Zf _)”‘o(oi :I:o T”f“_(o‘o:t o' o |
deux voies se séparent. La présence de cystéimaguit la synthése de phéomélanine par une succession d
réactions chimiques& fee Z% ...fe t1 Zit—exZfecetd Zif..—<'s Tif—="%e tece
e =" A 178 P —ect—"e £ —f el o Zf >0 ifSV& “fefZ fottitenpiPof

3. La mélanine

Les deux pigments @ mélanine sont de couleudifférente & Zit—e+Z foecef te— "7 —
marron-noire tandis que la phéomélanine est de couleur jauRmuge. La densité des
meélanocytes est similaire et constarg dans tous les types de peaiNasti and Timares,

2015)4 <Z oif%o<— te "xfZ<—% T+ Zif..—<<—% 13 Zf —>"'enfed fcoe
tyrosine et cystéine(Simon et al., 2009)qui va déterminer le ratio phéo/eumélanine et par

conséqueri la couleur de la peau et des cheveux.
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La phéomélanine est composeée principalement de benzothiazine et de benzothiazole
contenant du souffre. La Lcysteine est la principale source de souffre et est essentielle pour
Zf e>e—S°ef t1% 'StexZfecetd 1f—-e=elefuncpdymere trés-héérogeéne
composé de 5,&dihydroxyindole (DHI) et de 5,6dihydroxyindole-2-carboxylic acid
(DHICA) (Figure 8). Ces deux types de mélanine ont des réponses différentes aeu
" fteof—<'e A& if-agitcOimesun agent photoprotecteur antioxydant alors ge la
phéomélanine qui contient beaucoup de souffre est un agent phototoxique poxydant (Ito
and Wakamatsu, 2008)

Figure 8 & ‘Z>e°"fe t1 'St'exZfecet - tiLlk-benzdihiazole et le benzothiazine (a) sont
les monoméires qui composet la phéomélanine. Le V5,6jihydroxyindole et le 5,6dihyvdroxyindol?-2-
780 Z i fct ete—de fo | of "'Zsex"cete— Nastlant Fifares| 2015 + Z f ¢ <
f ot —. o —c'e tit—exZfoctdt 12— 2% -—2th—+ Tparfafvoier” ecef ot
de signalisation MC1R. Deux ligands différentsepvent se ler a ce récepteur avec des
activités opposéesd MSH est un agoniste, tandis que la protéine de signalisation Agouti
fo— —e fo—f%o'eco—ta ‘oot Tx..7"<— 'Vt . . +tTMSHectvedaf Z<fco's
production de mélaninea i Fe—"% te te—""%e t tF—f —" Zf Z«
S & <*S<, fe— fceoec Zf o>e—S°ef (MdstiAnt Fimards 2045) Les animaux
porteurs du gene «Agouti» produisent uniqguement de la phéomélanine, leur pelage roux

en témoigne.
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Le mélanome

|. Epidémiologie

Le mélanomemalin compte 232000 nouveaux cas par an dans le monde. Ce qui
représente 1,6% des cas de cancer. Les principales régions du globe affectées sontscelle
'F—"Z+Fe fTE.. —et . lee—eof——% o Zf 'tf— .. ZZéldndé sontdes—"fZ %
pays les pls touchés avec une incidence respective de 40,3 et 3(0;&s pour 100000
individus, suivis ' f” Zi ex”"<*—3F t1 ‘"1 t- Zi-OubSthvdcune ‘ihdidence de
10 pour 100 rrrda £ —f—3 tfice..ctfe..F foe—coext tTfoee Zibsthstitrds fe-"f7:
faible avec 0,5 cas pour 10000 (Figure 9) (Ferlay etal., 2014)

Le taux de mortalité varie entre 0,1 chez les femmes asiatiques a environdéces
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 ioég

développée Figure 9).

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

a. Criteres ABCDE

Depuis bientét 30 ans, les criteres ABCDE sont des parameétres simples utilisés a
Zit...S3Z227Z% otet<fZt '—" £7fZ—1%" Zf 'xete F ti—e exZfe'eta <
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, diamétre > 6 mm). En 2004Abbasi et al., 04), la lettre

Y 2T 7 ——¢te f k- "fE'——xF .teef L "<=°"% Tf . teefceefo

L ZUfUfrc—cte ti—e %o"f<s tE L Ef——t 't—— —"ft—FidueAf). "tete .. ¥
foecet Fo'Zf..f t1 .. F eete'—1 .. Seciun mivtéle compldt He toutese

Zte o fTfmt oot Fe tF exZfetet ofce TI2oTF e (7 ece'Z% o
Floo, Zf fta—t..—c'ed "t % ti—e ..fe t% et7fe'et fo— feete—ct

détecté tardivement sera difficilement élimné efficacement par chirurgie ou aura déja
atteint un stade métastasique. Ainsi, dans 40 a 47 % des cas, les patients détectent eux
mémes les Iésions, et dans la majorité des cas, ils connaissaient la regle ABCDE. Malgré tout,
cette évaluation a des limies, notamment dans la détection de mélanome de taille

inférieure a 6 mm ou de tumeurs amélaniqueél'sao et al., 2015)

Figure 10 : Les critétres ABCDE
pour la détection d'un
mélanome.
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b. Différenciation entre mélanome/naevus grace a la pigmentation

Le diagnostic précoce du mélanome est uahallenge. En effet, dans les premiers
e—ftded T x7Fe. <t —o oft " —e Fi—e exZfoe'ed foe— tT< T, <ZF ofco
charge rapide et efficace. La mélanine fournides informations sur le métabolisme et la
mélanogenese des mélanocytes. Aingy distribution en eu/phéomélanine pourrait étre un
marqueur tumoral en raison de la phototoxicité de la phéomélaninélto and Wakamatsu,

2008) & te ""'%o"C°e "x..Fte—e Fe o cte.  F t— Zfed” ‘e-nctammentZicef %ot
de la mélanine totale et desmicrovaisseaux dans degésions pigmentées(Matthews et al.,

2011). T<ef%ot”"<t f "H—oec o Tco.  Vcocof” < —foefoe— Zif—exZfoecet i
analyses de lésions pigmentées ont montré que les mélanomes ont des quantités plus

élevées en eumélanine par rapport au naevus mélanocytaif®latthews et al., 2011) Les

naevi dysplasiques semblent avoir une pigmentation avec une prédominance
phéomélanique. Lorsque la lésion progresse en m@fe‘eta Zix“—<Z<,"t % t+£'Zf..
Zit—ex7fes Hénnées démontrent queles changements de pigmentationsont

pertinents pour la différenciation précoce du mélanome et du naevude plus, cette

[ St ete <«oTfec™t f F7ece tit§fecei” lfstopatholbdiquast edis — o
marquent la transition entre le naevus pigmenté et le mélanome malin. Cette technique a

'trece i tce Voot Zie ofFT—e tcofc’te tie tre’Zfect—te 'f°
morphologie des kératinocytes épidermiques, l'apparition defoyer de mélanocytes

entourées de fibres de collagene, et la structure de la jonction derm@pidermique (Balu et

al., 2014)

2. [BFIFDGE "fto'="f..f—" t3 "+ 2 %o % "7 Zic

mélanome métastasé

o ... [ « teinitg €esréseawx vasculaire et lymphatique par les cellules tumorales)
Fo— et . feefc"t tf "tfZcot” —eo <Zfe TiiS—feecte fTce tf tx-17
métastases Actuellement, k radiotraceur de référence en oncologie est 169F]-2-fluoro-2-
desoxy-D-glucose (R8F]-FDG) marqué au fluo” sz +e¢1i——1—" -wé¢allDiminutes).
Le ['8F]-FDG est un analogue du glucose, il est donc capable de pénétrer dans les cellules

par les transporteurs GLUTL. Le [8F]-FDG suit ensuite les premiéres étapes du processus
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de métabolisation du glucose etei f ... ... —e—7% tfee Zte .. ghiZpdsséflent un—s "fZ 1.

fort métabolisme glucidique. llest alors “<e—f Zcex o Zifctt ti—ed .. fex”f T3 —‘o°

eémission de positons (TEP).

Récemment, le BF]-FDGf '"'— "+ “—i<Z *—fc— —e '‘——<7 efdar"foefe—
réponse tumorale chez des patients traités avec le Vemurafenib. Une diminution de la
fixation du [8F]-FDG“—3Z“—1te E‘'—" ¢ f’'"°¢ 7% —"fc—fofo— ""xfc— tT'o,

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

Figure 11 : Réponse au18F-FDG chez un patient traité au vemurafenib. A) Niveau métabolique de
base. B) 15 jours aprés traitement. McArtur et al., 2012

Cependant, ce radiotraceur présente certains inconvénients. DUf<«— T+ Zif.. —< «—
hautement glycolytique du cerveau, le IpF]-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 qukes sites inflammatoires
entrainant des résultats faux positifs. Dans le cas du mélanome, 18H-FDG ne permet pas
la discrimination entre les lésions secondaires du mélanome et les éventuelles métastases
ti—et f——"1F " <%0 (Chchir et ak,2pR9)t e développement de nouveaux traceurs
o'k . <"t —te T— exZfe'et "te—f —e f3F Tt "f.. St erBMdae"—fe-4
—UFTf<ZZF o—" tTEe Th.—F—"e "Hete_foe —ef f T Tcoc—% o'k <t —1F

radiotraceurs est développée ultérieurement.
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Du mélanocyte au méelanome

P18 'ec—c'e co—teet f— o' ZFcZ toe— o' —"Fe— Zf .. f—a¥ntt Zix""
mélanome. En effet, les rayonnements UV induisent des mutations génétiques qui
Llet—cete— o Zf it— . —c'e T “f.—f—"e ti V'ceefe.td Z
immunitaires et la diminution T+ Zif’ " «NMsler and Mihm, 2006). Ces anomalies
otet—cote— o Zif U fVc—c'e T exZfe' >—te ofZcee “—c . Sfte— fZ
des kératinocytes et proliferent de maniére anarchiqugGray-Schopfer et al., 2007) Le
mélanome évolue en plusieurs étape§t Zicee'"—fZ<«—+ tte . t727Z—7%ted Zf ..f'f
“fe..—Zf"cof—<'ed ZicoeTfecte ——e' " f7 1 f— @lfiompsofi etdls, 2005y £ — fo—f ot

|. Progression des mélanocytes en melanome

Le modele de Clark Figure 12) décrit en plusieurs phases histologiques la
progression des mélanocytes en mélanomes malins. Le premier changement phénotypique
Te— %otex"fZFete— Z% tx71Z ' Fete— fTi—e oft —e dece feo off"—o
maligne). Seulement un nombre restreintde naevi progresse en cancer. La seconde étape
est caractérisée par une prolifération intraépidermale des cellules qui peut impliquer des
Iésions locales de micreinvasion du derme, elle correspond a la croissance horizontale
«Radial Growth Phase (RPG) Les cellules acquierent des propriétés prolifératives et
T cfeofor "teco fote o Zif''—‘eta f" Zf e—<—14 Zte oxZfe . >—1%
croissance verticale «/ertical Growth Phase» (VPG). La perte de controle des kératinocytes
sur le nomkre de mélanocytes induit des changements au niveau des interactions
cellulaires, notamment le changement des-Eadherines en Ncadherines qui contribue a
une forme depseudotransition épithélio-mésenchymateuseg(Kreiseder et al., 2013; Miller
and Mihm, 2006)a if—-"% 'f"—& Zte .. 3Z2Z—Z7%e f.."—<°"fe— Zf 'V
efe,"fet fefZF t— tTite"fS< Z% ti7et %"Y..f o Zf e>e—-S°ef fti:
métalloprotéases de la matrice (MMP), lesathepsines ou les glycosidase¢Christofori,
2006). La derniere étape de ce modele se traduit par une dissociation des cellules et une

migration ju s“ —if —3§ ... f’<Z-2ufariés et dux-vaisseaux lymphatique (Bandarchi et
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al., 2010; GraySchopfer et al., 2007; Miller and Mihm, 2006)Une fois au niveau de la
circulation, une grande partie des cellules tumoralesest éliminée par des contraintes

et .. fec —te T— coe—ec—fc"ted fe .. t77—7tergane’Ciblefadhgrerde— f"<”
la membrane basale endothéliale, extravaser, migrer a travers la matrice extracellulaire

(MEC) et former des colonies au niveau du nouveau site métastatigugne induction de la
néoangiogenése est alors requise pour assurer la suevides cellules métastatiqueqFidler,

2002).

Figure 12 & ‘t°Z3% Tif 'f c—c's t— T3 """ f% f—<'+ t— lemagvis hénind)ajine

Ltceefet L te—"@Z+tA o . Sfe%ofete— Tfes o'e %ote'efair pardaZsuite -
chapitre Il, les mutations somatiques présentement décrites)entraine une prolifération anarchique des
cellules B). Il y a ensuite une phase de croissance radial€)( ou les cellules peuvent se dédifférenciées
Puis une phase de cralsance verticale D), les cellules expriment Ncadhérines ou les MMPs,
progressen— tfee Zitx'<ti”e% tent1d fremiBane basaleAprés avoir atteint la lymphe et la

" —Zf—<'e ofe%o—cotd ZFe .fZ27Z—7%e ——e'"fZ7FE)HefafiSnotertque Ig i
mélanome peut se développer aussi a partir de mélanocytes non agrégés en naevusf ' " °Miller and
Mihm, 2006
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lI. Voies impliquées dans la tumorogenese du
melanome

Le développement tumoral est dd, en général, a des dérégulatiodges voies de
signalisation. Les cellulescancéreusesprésentent des caractéristiques particuliéres une
immortalité réplicative, une prolifération importante et la résistance a la mort cellulaire.

Dans le cas du mélanome, plusieurs voies sont impliquéetans la progression des

mélanocytes en tumeura a u acaténine ou encore p53. Cependant, la

—Vfee Mef_<te tTi—et ... fZRHA—teur < sbHdet nécessite des processus
e—''Ztete—fc"ted TfeY%oc Woteet - ‘— Fifp.oeSff ¢t abesdftEmef —< o4
coo—ec—fc"t feooc “—t Zif—Yoefoe—f—<'e T— '—fe—<FZ ex—fo—f—c".

(Q’Z(“_io Tf.. Z-I-f,,f”(_s.‘. Ti —_.i_”
1. La voie des MAP-Kinases

La voie des MAPK (Mogen Activated Protein Kinase)joue un réle clé dans le
développement du mélanomeDans lesmélanocytes normaux, cette voie de signalisation
est activéepar des facteurs de croissancedes hormones ou des neurotransmetteurs qui
viennent se lieraux récepteursa activité tyrosine kinase. t——3% Z<f«ce‘'s t+..Z%te... St Zif.
de la GRB2 (Growth factor ReceptetBound protein 2) et de SO%Son of Sevenlessjjui
convertit la RASGDP inactve en RASGTP actve. A ce niveau, RAS peut aussi étre régulé
e+ % f—<"tefe— "f” Zif..—< <-ottine NFIE(Nedro#bfine”1) (Glitza and Davies,
2014). La protéine RASactivée provoque la formation du «complexe MAPK» avec la
'SterS s f—cte e— L Feec™f tThe "Mi—tcoto a st - St E—e"-
de génes au niveau nucléaire, conduisanin fine a différentes réponses cellulaires telles que
la croissance, la différenciatied Zf o—""<ta& Zf *<%o"f—<'s ‘— Figure"3)Zif « %o <" %

ficd [P 3...—% f—eec Zif'''='e% idesdsotéirtes tellef gque-BAD,

MCL-1, caspased ou encore BC2 (Inamdar et al., 2010)
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Figure 13 : Voie des MAPK.La signalisation des facteurs de croissances est transmise par les récepteur:
activité tyrosine kinase. Zf e—<—1 T+ Zf "«3f—<'s ti—e Z<%ofeta Z3 "+.. .1 -1
T Zice—FTextof"t tE T x"ie—te "7+ <RAS pdtfactivié- enclenéhe und edscac
de phosphorylation impliguant RAF, MEK et ERK. ERK activé passe au niveau nucléaire et active différe
facteurs de transcription (TF) nécessaires pour la prolifération cellulaire. 1f’”°« AaSdAGuldberg2007

Dans de nombreux cances; la dérégulation de la voie MAPK est fréquente.l&lest

souvent la conséquencedes mutations des genes HRAF ou RAJFigure 14). Dans le
mélanome,la mutation de NRAS est retrouvée dans 30% des cfsau and Haigis, 2009) I
i f%oc— 40Pt Teo .. fe Ti—ef e— o—c———<'e t1 Zf %Z—QPFRYE xs 'f”

F——t e——f—<'e "F——" % ZiS>t"'Z>eF t— T— efc—cte— Zf 7=
constitutivement active. Les genes KRAS et HRAS sont quant a eux mutés plus rarement
mutés dans le mélanome, ils représentent envirof-2% des patients. te— Zitgldren...
aval de RAS. Dans le génome humain, il existe trois genes de RARAF, BRAF et CRAF

(Wellbrock et al., 2004) BRAF estetrouvé muté dans 5070% des cas de mélanome. Dans
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environ zr” tie .. fe tTie e——f—_<'es ti% & <Z oif%<— Tt Zf o—,
%ol ——fo< —F f" Zf “fZ<et o—" Zif..<tE feceAkbaniZfal.; 2015 xrr
Cheng efal., 2013; Davies et al., 2002)

Figure 14 : Pourcentage des mutations de B RAF, NRAS et NF1 retrouvées chez des mélanomes
primitifs et leurs métastases. 1f’"°s ¢, fe< T— fZA4& xvw{

Les mutations BRAFprovoquent un changement tif ...«<tt fecex  fZcot Fo 'foc—
600) modifiant la conformation de la kinase au niveau de son site actif, lui conférant une
activité constitutive (Wan et al.,, 2004) iteefe, Zt tie e——f—<'oe t1 estfa "<t
Zi'"<%ocot ti—et f..—<"c—% f.. .. "—1 tf L f-—1 TrcfrolitratioNos f Z <o f —<
Y27 —7f<"tA ZiceTfected ZFe ex—fe—feted Zf oc%o"f—<'ed Zf o—
(Inamdar et al., 2010; Wang and Qi, 2013)La mutation de BRAR/600E coincide rarement
avec celle de RAS dans la méme tume(Goel et al., 2006)suggémlant que ces deux
e——f—c'es ote_ ‘' _Fe ZFe tF—3 I " c¢.. f.:BRK lla®tt&mpntréguét” Zifst
Zicef...—<"f—<'s T tbrafiseul peat diofjuer la croissance tumorale et la formation de
métastases dans des modeles de xénogreffe et chez gedients atteints de mélanomes
métastatiques(Sala et al., 2008)NF1 inhibe RAS par son activité GTPase, une mutation de
NFla ' —" .. ‘eex“—Fe . t Zif..—<f=<'e t1 Zf ~(ARbahiteted %20Ff <o f —<* o
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2. La voie PI3K/ PTEN/AKT

La voie PISK/AKT est impliquée dans différents processus biologiques tels que la
prolifération, la survie ou encore le cycle cellulaire. Des ligandstracellulaires, tels que des
facteurs de croissance, vont se lier aurécepteurs a activité tyrosine kinase et activer la
voie via RAS En réponse a ces signaubg PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase) phosphoryle
le phosphoinositide bis phosphate (PIP2)ocalisé 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 inhie f<se< Zt "@Z% Ti Tfee Zf o—""<
prolifération ( Figure 15) (Dahl and Guldberg, 2007; Jazirehi et al., 2012; Steelman et al.,
2011).

Figure 15 : Voie de signalisation de PI3K. Le récepteur a activité tyrosine kinase est activé par ur
ligand et active a son tour la PIK3. PIK3 entraine la phosphorylation finaleAKT qui active plusieurs
voiestelles que la survie ou la prolifération cellulaire T f '” “Jazirehi et al., 2012
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fee ZF ..fe t— exZfetetd ZiS>'t"f..—<<—x 1t Zf "<t u
observée. Le gén®TENpeut subir des modifications inhibitrices (mutation par délétion ou
insertion) qui enlévent le controle sur PI3K et favorisent ainsi la croissance tumorale. Le
géne codant pour la PI3K peut aussi subir des mutations, la rendant constitutivement
active. C@endant, PTEN est muté dans moins de 30% des cas et les mutations de PI3K sont
trés rares U” Tie etxZfe'ete ex_foe_f_<“—Fe A& fZf e—%%°"t Zf
aberrations "t7et——fe— Zif .. —<"f—c'e Fi A& ¢ t°7t-4 <Z f t—% ete_"x "
étre adivée par une mutation activatrice de NRASqui est une protéine située en aval de
PI3K&A Tf—%ete—f—c'e t1 Zif..—<<«—% t% Zf "<t u ’'F—— "xe—7
e'e, "t T1 ..""<ie .fGettewnberration est présente dans environ 60% des cas de
mélanome (Fecher et al., 2007; Graygchopfer et al., 2007; Stahl et al., 2004)

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

f -eaténine est un composant clé deal voie de signalisation induite par la

glycoprotéine Wnt (wingless integration site)se fixant sur le recepteur Frizzled, recepteua
7 domaines transmembranaires. Cette voie contrdle une arge gamme de fonctios
cellulaires, et une dérégulation peuttre « Zi‘"<%o<ed tT— T+"fZ " 'fefe— £ t% Zf
de différents cancers. En absencde la fixation de Wnt sur le récepteur Frizzleda Z-f >
caténine se lie a un complexe de dégradation composé de plusieurs protéineAPC
(Adematous Polyposis Coli), Axine, CK1 (Casein Kinase 1 f— u> Z>..'%fe >e—Sfe

<efef u>a u> 'S‘'e’S'”>Zgatéhfne>au niveau de sa partie Xerminale. Cette
ettt focte TETet— ZT— <"—c—cof Y FI & fson”adressage vers le
protéasome pour sa dégradation(Figure 16). La fixation de Wnt sur le récepteur Frizzled
vt 7% "F " ——tefte— tE Zf 'Ui—%cet 7 «oSITHZ7%FtT t—< o
formant ainsi un complexe multiprotéique a la membrane plasmique. Wnphosphoryle
egalement les protéines LR 5/6 (Lipoprotein receptor-related protein) pour améliorer le
"t ——Fete— tF Zi Scef o Zf ofe "fetda 1 V' . fee—e fef—c— o
APC/ u> Scef-caténine. La =>caténine ainsi libérée «if...... —e—Z7%t f— et

cytoplasmique ettransloque dans le noyau(Figure 16) (Clevers and Nusse, 2012)
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Figure 16 8 ‘<F t1 ec<Y%osfZcof—c'e o— F— . ‘e’Z13% Tt Fcdténine.-Clevers andiNusge
2012

Au niveau nucléaire, en absence de signal Wid,facteur de transcription TCF(T-cell
factor) interagit avec le répresseur transcriptionnel Groucho empéchant ainsi la
—Vfee. "< —c'e The %o°ete ..<,Zfed ‘”e“—tcaténing remplade Grpucheta Zf >
au niveau de TCF et recrute des activateutsanscriptionnels tels que Brgl, CBP, Cdc47,
W Z{ F— %' —ed Fe TE7ectre Tre— T <Ustdmihet-MyteeeyclineiDl %o ° et
qui interviennent dans la prolifération et la survie cellulaire Figure 17) (Clevers and
Nusse, 2012)

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

T "@7Zt t1 Zf “'<i -<catéhine Hanl¢ n¥lanome est controversé&n effet,
si cette voie de signalisation est fréequemment activée darle casdu mélanome, il semble
“—F Zif ... — « — Z(aténime HdnsAg noyaune soit 'fe —e e<%oot Tif %" feec T c—=%

tumeurs (Atkinson et al., 2015)a = t+'<— tf o'e "@ZF tec—<" o—" Zf <% f—<"
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tte ..fZZ—7%+ t1 .-cAténine dirhiauedg nwgration des mélanocytes et des

cellules de mélanome(Gallagher et al., 2013) De plus, une étudgChien et al., 2009)a
dém‘e—"% “—3F Zi33 "FeecP—TZifomu< f—<'s T1 Zefit pourtconséqfiérfce

une diminution de la prolifération cellulaire et de la croissance tumorale sur des modéles

de mélanomes murins et humainsLe Riluzole est un médicament actuellement en étude

clinique et approuvé par la FDApour le traitement du mélanomea Z f..—<"% Zf-"'<f -
caténine et a montré une diminution du nombre de métastase dans un modéle B16
(Biechele et al., 2010)

4. Les proteines régulant le cycle cellulaire (INK4A/ARF)

CDKN2A(cyclin-dependent kinae (CDK) inhibitor 2A gene) est un géne qui code
pour des protéines régulant le cycle cellulaire. Lorsque ce gene est muté, le risque de
développer un mélanome est considérablement augmenté, et il a été observé que 25 a 50%
des mélanomes familiaux sont assés a la mutation deCDKN2AGoldstein et al., 2007)Le
géne CDKN2A code pour deux suppresseurs de tumeurs PI&4A et pl4ARF  appelé
également ARF. To %0°efe Tde T1—8 ""'—tcode ‘o Fo | ‘ee—e Zit&'e t t—
T "27fe . F "tectt Tfoee Zit'coof%t fZ-F"c¢f—-<"4 “—c¢ oF "'t —c—
tif——"¢,—1” 27t 3= 77X e sARFEFigare 18) (Nelson and Tsao, 2009)

Figure 18 : Les loci du gene INK4A/ARF codent pour les protéine s P16INK4A et p14ARF régulatrices
des voies Rb et p53 respectivement. 1f’"°s S—fec T— fZ44& xvvz
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a. La voie pl@NK4A-CDK4/6-Rb

P16NK4A inhibe la division cellulaire en bloquant les cdlles en phase G1. En effet,
P1eNK4Aséquetre CDK4 et CDK6 (cycldependent kinases) et permet au suppresseur de
tumeur Rb (retinoblastoma protein) de rester sous sa forme active non phosphorylée.

Tco f ... =<7 f =< WKiAga pepmettre aux CDK dghosphoryler Rb et libérer le facteur de
—Vfee < —c'e t At fe— o Zi'<%o<oet tI Zite—"xt tir Zf .. %
cellulaire (Figure 18) (Ohtani et al., 2004)a i< f ... —<" f — < JINK4A p&bo rutation

N«

N«
|

NI/

ponctuelle, délétion ou par méthylation de son promoteur est retrouvée dans la majorité

des mélanomes sporadiques et dans 30%es mélanomes familiaux(Rother and Jones,

2009). <o f...—< f—<'e 11 P TDREA/6RD peut se produire aussi par la mutation

du génecdk4 rendant la protéine insensible a P1BK4A Deux mutations ont été décrites

pour cdk4d —‘——fe ZFe TH—3 .. ‘eece—Fe— o Zf o— o_c——steileodt Zif" %o
une histidine (Ward et al., 2012)a fe ...fe T1if+’Z «<dkf ent ététabservées dans

certains mélanomes sporadiques, particulierement dans les mélanomes muqueux et acraux,

avec une activité inchangée P184A(Muthusamy et al., 2006.

b. LavoieARFpP53

La voie p53 est responsable du maintienf £ Zic<e—+% "<—* t— %oxe‘eta tf Zf °
"£'7Zc. f=<'e TT ZT A& Tt Zf et f f—<'e tFe .. S"'e'etetfelh- tI Zf
protéine 53 est un facteur de transcription couramment nomré «suppresseur de tumeur.

o I77F -4 te "H''eet o —e e_Fee FZ77_7f<"ta& Zf "te...—<'e t1 'wu
Zi a4 tf -t Zt .2t . FZZ—Zf<f '— titeU%of%ot” Zf et
dégats trop importants. Ces réponses empéeht la propagation de cellules comportant un
ADN endommagé et présentant un potentiel oncogéniquees différentes activités de p53
sont régulées par de nombreuses modificatiampost-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.

MDM?2 interagit avec une ubiquitine ligase pour marquer les @téines par une ubiquitine.
Les protéines airsi identifiées sont adressées au protéasome pour étre dégradées. Une
mutation sur ARFva altérer la liaison avec MDM2. Sous sa forme libre, MDM2 va augmenter
la dégradation de p53 et ainsi diminuer la reconnaisge ...t t+e t eef %ot (Nag eti
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
Feo— tife < yrwr ' *—" Zt .fe.F” tT— 'f—e'ed <«Z sife- “—1% t1 sr
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 extinctioa d
p53. Il a aussi été démontré que MDM4, qui est un autre régulateur négatif de p53, est
surexprimé dans prés de 65% des mélanomd&embarska et al., 2012)La restauration des
“te—<'es Tt 'wu te— Zi—ef tie tE"ec°"ie o Vf_t%cte Tt 7' 1]
mélanome. Une molécule, la Nutlin 3e lie au site de liaison de M2MD sur p53erturbe
spécifiguement la liaison MDM2p53 et stabilise ainsi p53 dans les tumeurs surexprimant

td f ——Zco U oif e'e—"3 “—j—ef o ftFe—t "tf . —<"f-c'patt Zf o'"-
"WUA *—%o%ot"fe— Zf '"+ete . 1 (VasGHev-ettad., 2084) 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 SAHp53-8. La restauration de fonction de p53 en paralléle deike S«<,<—<‘e T+ Zf
voie BRAFV600E par le Vemurafenib présente une nouvelle opportunité thérapeutigeu

et al., 2014)

5. icee'"—fZc—% "' Zc.. . f=<"f
et x—f't ..Zx Tfee Zf —"fee ef—<'e ofZc%oet Fe— Z5f.."—
réplicative illimitée. Aprés un certain nombre de cycles de division, uneellule normale
entre en sénescence. Ce mécanisme a besoin d'un groupe de protéines codées par des genes
dits « suppresseurs de tumeur> (par exemplep53). Ces genes régulent de fagcon négative la
croissance et/ou la prolifération cellulaire. Une mutationde ces genes 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 &
protéger ses télomeéres. Dans les cellules nammortalisées, la réplication non contr6lée est
limitée par le raccourcissement succestdes télomeéres. La télomérase est une enzyme qui
stabilise les téloméres etonservela longueur des chromosomesElleest trés peu exprimée
dans les cellules «®ormales »,en revanche dans lescellules cancéreusesson expression est
+737+xta& ZZ% . te="F .. f""F ZixV"'ecte the —xZ7'e°fe f f" | teex* 1
sénescence ou en apoptosé ZZ1 te— tre... "te'teef 7% tI Zicee''—fZc«—%
tumorales (Genesca et al., 2006)Deux mutations, C228T et C250T, présentes sur le
promoteur de la télomérase: TERT (TElomerase Reverse Transcriptase) ont été retrouss
dans 71% des mélanomes. En comparaison avec le promoteur TERIh-muté, ces deux
e——f—c'oe f—Y%oete—te— Tife "o TE—F o “—f-_"F "tce Zif..—<Tc—%

lignées de mélanome étudiéefHuang et al., 2013)
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6. Echappement a la réponse immunitaire

Chez un individu sain, il y a en permanence umemunosurveillance qui limite la
formation et la progression des cellules tumorales. ‘" ¢*“ —i—e% ... 37272—Z2% f, 3" fe—% f’
e>e—C%et coe—ec—f<"t Zf tx—%..—FA& "<f 'Z—ect-Gtrémiemehtcets t— 7
sont les lymphocytes T CD8+ &ED4+qui vont freiner le développement du cancepar des
mécanismesimpliquant la production ti<e—1""@FNy et de cytotoxines (Zamarron and
Chen, 2011) Néanmois,les cellules cancéreusesdéveloppent des mécanismegui leur

permettent T+ ... S f’ inmund-s$urveillance.

ifoete. .t ‘— Zf tcoco——c'e tie fe—c%o®eFe T1 o—""f . F t.

caractéristiques des cellules cancéreuses. En suprimant les antigenes de reconnaissdese,

cellules cancéreuses deviennent iavisibles ya <S¢, <—<la lididon avec les
lymphocytes T permet donc aux les cellules cancéreusesde se soustraireau contrble

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 Tif ——"%¢ ... $1ZZ—71%e¢ <o+—leslyfmpHocytes 7 Féfulateust

(Treg) (Figure 20B). TGF > f <e < “-30i sont deux médiateurs clés qui contribuent de

maniére significative a la croissance tumoral€Vinay et al., 2015) De plus ces cytokines

immunosuppressives inhibent la maturation des cellules dendritiques Les cellules

dendritiques <esf——"1%e of ""tefoe—_te— 'Z o Zif estintildtich &vetoles ET.Zf ...°
La protéine PD1 (Programmed cell death 1) est exprimée au niveau membranaire par les
LT. Son ligandPDL-:14 fe— “—fet o Z—¢ "ft—""—"4 o—" 7%e _ t780—7%¢ ——

des LT lors de sa liaison avec RD(Figure 20C) (Gatalica et al., 20145 i+ ... Sf ' fefe— o Zf
"i”oo:l: __o‘"fZ:l: :to_ Nfo_:l: ¢_ Zf Z(o_:l: o'|':to_ ’f. iéf_o_(~:l:a
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Figure 20 : Les différents mécanismes mis en oeuvre par la cellule tumorale pour échapper au
contrdle du systéme immunitaire. D'aprés Schatton and Frank, 2009
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7. Angiogenese

Il a été observé que lorsque les tumeurs atteignent urtaille supérieure a 22 mm, la
Zeoc—1 Tt T —ecte the e ——Vcote—e t_fe— f——fco—FTa o "fco'e
oo —""cofe— te tZ7tefe—e e _"c_"e feooc “—J—ef of —"fcoet L Zf<"fe
une hypoxie et une acidose apparaissent.

iS>'8¢t Fo— —e FThe ""co ' f—8 "f..—f—"e "Fte'teof Zte Tt Zife

En normoxie, b PHDR2 (prolyl hydroxylase domain proteins 2 ——<Z<ef Zi'8>%°ef ‘-
hydrolyser les facteurs de transcription HIF1=1 — {Hypoxia-Inducible Factors), les ciblant
ainsi pour la dégradation par le protéasomelLa PHD2 devient inactivedans des conditions
S>"'8c"—tfed "fret——foe— fcoec f—38 e Tit. . Sf ' t" o Zf Tx%"f1f-
%o°ete '—7 Z———f" te—"%t ZiS>''8<tA o'—foeete— fe..—Zf"
Factor)(Cao et al., 2013; Semenza, 2010)a production de VEGHyar les tumeurs peut
également étre favorisée par Zif..<t'etd& ZFe ..>—‘ecete <o Zfoeeof_'c"ted 7]
croissance et les mutations dncogénes responsables du développement cancéreux
(Figure 21) (Ferrara, 2009).

Figure 21 : Facteurs impliqués dans la prolifération anarchique (en rouge) ou la normalisation (en
2t — ti Zife%o< %ot Gbeletls 2007 t 4
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foe—"FS "feec'e Ti% - 11 f—-"dngiogé¢niques —tels que'
ZifeY%oct ctocodt t'—eot 7 Zf..fe—f " ™M_E f._" fe_"fcote_ 7

vascularisation tumorale anormale (Figure 21). Les vaisseaux tumoraux sont dités,

tortueux, désorganisés et hautement perméableta tumeur est également hétérogéne avec
Tie ce'efe Sf——tefe— “foe. . —Zf"cotte - tif—="% f"F... —eF tit-
(Baish etal., 2011)

Dans une vascularisation normale, les cellules endothéliales (CE) qui compos&
paroi des vaisseaux, sont connectées entre elles par le biais de-d&ghérines (Vascular
Enthothelial cadhérine). Les VEcadhérines sont des récepteurs transmembranaires des CE
dont le domaine extracellulaire se lie a la \Ueadhérine voisine et le domae intracellulaire
est attaché au cytosquelette des CE T<e—F"f ...—<'e T — f7f... ot "2 F'—F—
(VEGF récepteur 2) entrainent une contraction du cytosquelette des CE, fragilisent les
jonctions VE ... fTS+"cet F— 'f" .. ‘eex“—te—_ tioncedes IGE etief elés.. < f —
(Figure 21)(Lampugnani, 2012) Les CE tumoales sont faiblement connectées, par
conséquence les vaisseaux sont trées perméables. En outre, les cellules périvasculaires,
composées des péricytes et des celluleswusculaires 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 sonécrutées en
réponse a différentes voies de signalisen. Le PDGHB (PlateletDerived Growth Factor B),
secrété par les CE, facilite le recrutement des péricytes par sa liaison avec son récepteur
PDGFRB (Platelet t”<"tt "*™_S f. .- f.. 3 —ft—"-16ngHesidri A+t—cot
facteur de stabilisation vasculaire et facilite les connections péricyteCE (Figure 21)
(Carmeliet and Jain, 2011a)Les mécanismes de détachement des pérycites dans les
tumeurs sont multiples & Z 1 oSt Zif. .. —"at-—TLf «—"18 "R Ti %
un antagoniste de Angl, se lie au récepteur Ti€ (Figure 21)(Carmeliet and Jain, 2011b;
Potente et al., 2011)

En conclusion,la vascuarisation anormale des tumeursfavorise leur progression, la
T(..i.(.f—(" 'l':to izz_z:l:. __o‘”fZ:to f(oo( “_T_o:t ”i'l'_____(‘o Tj

des traitements anticancéreux.
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Le premier traitement anti-angiogénique approuvé par la FDA est le bevacizumab,

—e fe—c..'"e FT<" <ot ..te="% Zf% a4 Tctxd coc—<fZF t—fc— Tif " fe
Zte "fcoeff—8 “—¢ [V Tcoctento Zte [ F77—7%e fe tdeddicete— F-—
monothérapie avec des anti sif t— “—t t— ‘— fe TiF i — e—" Zte ——.
privation du réseau vasculaire entrainaitdes tumeurs plus aggressives avec la sélection de

L Z'ete "xece—fe_o (Pohfeset &l 2011) En revanche, lorsque les anVEGF était
couplés a une chimiothérapie, une diminution significative de la tumeur était observée par
"f = f—8 ——et—"e —"fc—tte —ec“—fete— f7f . Zf ..Scec'=St
«normalisation vasculaire» a 'f”ec<e Tif8§'Z<*—1” ... fe "teuxZBgnseunef”f1'Sf
angiogenese anormale, il y a un déséquilibre entre les facteurs pro et aatigiogéniques,
menant a une création aberrante et incessante des vaisseaux. En inhibant le VEGF, la
"fe—f—"f—<'e T Zix"—<Z<,"t te-"1t-abdiegérfiques peraiet de rettouvere — <
—ef Tfe.—Zf"<of—c'e —e"ef T Zf ——et—" "t et ——fo— Zift"fesf
ainsi que la diminution de la perméabilité des vaisseauxJain, 2005) Des études
préclinigues et cliniques suggeérent la présence dine «fenétre» de normalisation
“fe..—Zf<"ta o t°7f—4 <Z te— eozx.. 1. farigiogéiifliecsuffisart pdurt Tife—.
obtenir un effet sur lavascularisation mais un dosage excessif ou prolongé de la thérapie
peut conduire a une absence de vascularisation dans la tumeur et donc une absence

Tit " «...f...<—x T1e —CArcéleux etund agressivité augmentée des tumeuiGoel
et al., 2011) Les traitements antrangiogéniques peuvent cibler différents acteurs de
ZifeY%o< ' %ofe®eta Feo 'Z—e te’ Z-VEGFsmais Bt retrbuves également des
stratégies ciblant: le récepteur VEGFR2, PIGF qui est un membre de la famille de VEGF ou
encore la~ ‘<t Tt Zife% < {(Baeketdl, t2011) Une étude récentgAgrawal et al.,
2014) a montré que la restauration de la jonction des CE par la régulation des -VE

TSt cote "Fref——fo— TifetxZféIfL 7 Fadt %o HikeSc, 1" Zf 1" —oc'e

T fét anti-tumoral de la cisplatine sur un modele de mélanome B16BI6 a été amélioré avec
la restauration des VEcadhérines. Les tumeurs normalisées sont moins hypoxiques, il y a
une réduction du nombre de métastaseet des facteurs de transcription de la trasition
épithélio-e+ete . Ssef—F—ot fceooc “—i—ef fTcocoe——c'e THe t77Z—7%fe o
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”io_z_f_o o‘o_”j;o_ Z]'(o””—fo_._:l: T:t Zf .‘”.fZ('f—(" ~f'...—2f(”
anticanceéreux.

8. Invasion des tissus et métastases & ¢‘'Z+..—Zfe TiftS+ec

et protéases

En plus de leur capacité a former des tumeurs primairedes cellules malignes
acquiérent aussi lapropriété de pénétrer dans la circulation lymphatique et sanguire,
d'infiltrer les tissus voisins et de former des métastasesCe processus, appelé&ansition
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 fateurs qui
interviennent dans l'adhésion cellulaire et par la sécrétion d'enzymegqui réorganisent la
matrice extracellulaire des cellules tumorales Z f3<e—F t< "x"fe—te o7+  —7%Fe Tif
sont classées en trois grandes catégoriesles cadhérines, les intégrines et les

immunoglobulines. Nous focaliserons notre attention sur legadhérines

a. I Zi.. f1S+"<etadhétine

Les cadhérines sontde «‘Z+..—Zte TiftStec's . t2Z2—72f<"t .. fZ..<—
établissent préférentiellement des interactions homophiles (entre deux molécules
TiftStecs <ttoe—c“—3Fe & foeo Zf "$f— ofcetd Zfe co—1"f ... —c'oe fo
kératinocytes sont impor—fe—fe T fee Zit'«ti”etd f '"'Z<x"f—<'e tie ex7
contrblée par les kératinocytesvia les Ecadhérines. Les domaines extracellulaires de deux
o7 + ... — Z-¢dadheiine sont liés ensemble, et les domaines intracellulaires interagissent
avec les fi,”te tif..—<of t— . viaure tompl@xk-de taténineAinsi, en reliant les
cytosquelettes de deux cellules adjacentes, les E. fTS+"cefe ofco—cteote— Zice—+ %o
tissu en le protégeant des forces mécaniques qui pourraient autrement détacher ledlgkes

du tissu (Harris and Tepass, 2010)

La transformation maligne des meélanocytes coincide souvent avec la perte de
I'expression des Ecadhérines, entrainant a son tour une perte de la régulation des

kératinocytes sur les mélanocytesLa pertet £ Zit &’ " f«+<‘eadhérines est en générale
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"fe'Zf...xt 'f” Zit§ " iecadhérifebs qui conférent de nouvelles propriétés
adhésives aux cellules. Les mélanocytes exprimant ainsi lacildhérine peuvent former des

contacts avec les fibroblastes des cellules endothéliales pendant la migration et I'invasion

dans le stroma tumoral, le derme, les vaisseaux lymphatiques et sanguins. Les interactions

entre les Nccadhérines sont plus faibles que les-E.. f T S+ "<efed ... F “—<¢ "*—""fc— 2_"%
de laforte motilité des cellules tumorales par rapport aux mélanocytes sainfKuphal and

Bosserhoff, 2012)

Les Ecadhérines sont régulées négativement par le facteur de transcription SNAIL.
Une surexpression de SNAIL, détectée dans dembreuses lignées de mélanome, entraine
une diminution des Ecadhérines au profit des Ncahérines. De plus, le répresseur
transcriptionnel SNAIL réprime également I'expression de I'enzyme de CYLOette perte va
et 70 f . =< f—<'e T1 -Zidui.unésoie transloqué au niveawnucléaire va
stimuler le promoteur des N-cadhérines (Massoumi et al., 2009) SLUG est également un
facteur de transcription impliqué dans la formation de métastasell agit comme un
activateur transcriptionnel direct du promoteur ZEB1 SLUG et ZEB1 collaborent pour
"7 c¢et” ZT1§'" e ctadhiétimes (Wels et al., 2011) Une autre étude a démontrer
que TWIST est également un régulateur impliqes T fee Z% *7* ... fee—e t1 Zi tT— ox7
(Hoek & al., 2004) Les trois facteurs de transcription SNAIL, SLUG et TWIST sont tous trois
responsables de la répression de la transcription H€adhérine dans le mélanome. Une
corrélation a été établie entre ces moléculedont |13+ §° " I « egste€levée dans lenélanome
(Koefinger et al., 2011)

b. Les métalloprotéases matricielles (MMPS)

Les MMPs sont des métallprotéases qui dépendent du zinc pour leursactivités
enzymatiques et qui sont capables de dégradercertains composants de la matrice
extracellulaire (MEC).Elles sont classées dans plusieurs groupes, en fonction de leurs
U —E o=t —fe e "t 77%e efce x%ofZtefe— ofZ'e 7%
préférentiellement. Elles sont au nombre de 2 chez ZiS—+ Pané les tissus sains,

Zi jvité -des métalloprotéases est étroitement contrdler, elles demeurent principalement
inactives. fe teces>efe oo ofce—Foe—Fe feo Zf_Fe F "f” ZicoeSc,<—c'e Tt
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liaison avec un résidu de cystéine. Elles sont égalementrégulées par des inhibiteurs
endogénes. les TIMPs (inhibiteurs de métalleprotéases tissulaires) (PageMcCaw et al.,
2007).

En raison deleur diversité structurelle, les MMPs jouent de multiplegonctions dans

tous les stades de développement tumoralLa plupart des étapes de dissémination du

mélanome (transition de la croissance horizontalé "t”"—«<...fZ1& <e " fec'edd "t*“—

production de MMPs, aussi bien par les cellules tumorales que par les cellules stromales
adjacentes (fibroblastes et cellules d systeme immunitaire). La plupart desMMPs jouent
—e "@7% .. te—"fZ T fmiaisZdendifiex ‘passédentégalement des propriétés

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

Figure 22 : Les différentes MMPs exprimées par les cellules tumorales ou stromales pendant la
progression du mélanome. Certaines MMPs peuvent étrepro-tumorales (P) ou antitumorales (A).
if'7°e "' t— fZ&A xvwz
La MMR1 est une collagénase interstitielle qui clive le collagéne de type I, II, et IIl.
Initialement, la MMP-1 a été détectée, associée avec la MMNB, en phase de croissance
"t fZF Z'7e ti—e exZfetef fr_c... —Z<°"Hebr—13cSONP< A
principalement libérées par les fibroblastespéritumoraux, mais la MMPL a également été

détectée dans les cellules de mélanon(8lackburn et al., 2007)a Tf ...—< f—«<'s1 st
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impliquée dans latransformation de PAR1(Protease-Activated Receptor 1) un récepteur

qui favorise le potentiel métastatique des cellules cancéreusegsar sa liaison avec la

thrombine & fceoc “—3F Zf ... f—<'s 17— «inflamnidtoird {Boire et’al., D05).
if8§'"Feec's t1 ZIB est élevée lorsque la tumeur commence & envahir les tissus

environnants. La MMP13 a un role important dans la promotion de la vascularisation de la

tumeur, avec la libération de VEGH.ederle et al., 2010) Ainsi, chez des souris dépourvues

de MMR13,la..."‘<esefe. .t tT— exZfo'ed to— "tt—c—F o . f—ef Ti—ef “fo

tumeur (Zigrino et al., 2009)

La MMR2 et MMR9 sont également connes sous le nom de: gélatinases A et B.

if..—<«—% T%$2 &4t nécessaire pour dégrader le collagéne de type I, cliver la
fibronectine et favoriser la migration des cellules de mélanomegJiao et al.,, 202).
Lit8'"teec's t3% ZF caractérisée par IHCa été proposée comme marqueur
pronostique pour les patients atteints de mélanomgRotte et al., 2012) Une métaanalyse
confirme la pertinencede Zif—%o+te—f—<‘s RHIHCF comme marqueur prédictif
Tif% "feoc"<—+a ... “—«< oife— -Of(Godlt-Rothberg dt ak f2009)La MMR9
est dirigée sur le collagene de type IV de la membrane basal€ette dégradation de la
of =" F i f ... ‘o' f%oet TTi—e% oz . . :drigiogénique (VEGEF-BGF)"favbdrisant
ainsi la vascularisation tumorale(Yabluchanskiy et al., 2013)
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Traitements du mélanome

Il existe plusieurs traitements pour le mélanome. lls dépendent de la taille de la

tumeur, mais aussi de sa localisation, de son développement et de la présence ou non de

métastases.
. Tt&+7"°et . S<"—"%<..fZ21%
f ""Fece"t #—f'ft t— —"fc—fefe— tT— exZfe'etr . ——fext ..°
ST —"%o<. . fZT tE Zf ——et—" '"coc— < indt de 0,54 2 Bontest féadiséa e <o T f”

o "te—c'e trEZEeHPTLIE feoet—" FT— exZferetad ZZ% Ve tixT<-
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 exérése du ganglion sentinelle est pratiquée

free T3 Tx—f7eced” oicZ 5 f t— —eF FTcootocof—c'eo T foonBiU "% feocoe]
mélanome vers un stade métastatique, la chirurgie est la premiéere solution proposée. Dans

le cas ou les métastases sont trop nombreuses ou inaccessibles, des traitements

complémentaires sont administrés au patient.

Il. La chimiothérapie
1. La dacarbazine

La dacarbazine (5(3,3-diméthyl-1-triazene-1-y)-1H-imidazole-4-carboxamide)
(Figure 23) a longtemps été la molécule de référence pour le traitement du mélanome
et —fo—f—<“—%a Z oif%<— Ti—e f%oFfe— fZe>Z2fe— tt 27 & <cEf..—%
sous forme de prodrogue, il est métabolisé au niveau du foie par le cytochrome p450
réductase en un composé acti{fFigure 23) “—«< <ot —<«— Zif'''—‘ef Tte . FZ7Z—7%
(Rooseboom et al., 2004)
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Figure 23 : Activation de la dacarbazine par le cytochrome p450.  iS>t”"'§>Zf—<'s T+ Zf Tf.

le cytochrome P450 forme le HMMTIC. Le MTIC est ensuite généré par voie s@mzymatique par la perte

du formaldéhyde. Le MTIC est rapidement décompo®h carboxamideaminoimidazole (AIC), CH3+, et N2

if’7°e ‘‘eimetal 2004
Le traitement a la dacarbazine conduit & des taux de réponses pour 15 a 25% des

patients, parmi eux, seulement 5% de réponse compléte 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 vigTarhini and Agarwala, 2006) Les stratégies impliquant une
fee'...cf=<"e T1f%uherarxfavecla dacarbazine obtiennent des taux de réponse plus
élevés. Une ét— 11 ... '—'Zfe— Zicot8'ed “—«¢ fo— —e ot fote— ex7F . —«
cot—c"fF —ef f.L .l —o—7Zf—c'e tFe te'° fe "kf . —<"femdntada S>%o°t
dacarbazine a montré un effet synergique inhibiteur sur la croissance des tumeurs
mélanigues humaines A37QSamulitis et al., 2011) Malgré sa faible efficacité, elle reste une

molécule de référence.

2. Le temozolomide

Le temozolomide (Figure 24) est un agent alkylant
semblable a la dacarbazineadministré par voie orale. Cette
'Zx .. —7%f f =" [Tfe—f%ote “—itZZ%t of " —<t"— 'fe tEf LZ<f%
niveau S+'f—<"—1t - “—itZ2Z2% f Zf ...f'f..<«—x T+t = "f x7«t" Zf f""
hémato encéphalique. Les lésions cytotoxiques développées sontFigure 24 : Structure

du temozolomide,

e—texte fetfAef? —ef "x f f—c'e fof""fe—f t1 Zi A& of t——1%
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comparant le temozolomide par rapport a la dacarbazine sur des mélames de stade IV a

montré une efficacité égale entre les deux produits avec une bonne tolérance au traitement

dans le groupe temozolomidgMiddleton et al., 2000) Une équipe amontré un effet additif

«—" Zf "= . FZ27—7f < gsodie”avee iVEmwrafgniba f<eS<, «—f—" Tt Zif..-
BRAF (voir paragraphe suivantRoos et al., 2014)

3. Inhibiteur sde la voie MAPK

Comme vu précédemment, la mutation V600E est présente daeaviron 50% des

cas de mélanomgCheng et al., 2013) Cette mutation active la voie des MAPK, entrainant
entre autre une augmentation de la prolifération, la survi@u encore la migration. Ainsi, des
stratégies ciblant spécifiquement cette voie sont développées. Des composants
commercialisés sous le nom deVemurafenib ou de Dabrafenib sont des puissants
inhibiteurs de BRAF possédant la mutation V600Eans une étude knique, 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 approuve
par FDA (Food Drug Administration) pour traiter les patients porteurs de mélanome
métastatique BRAFmMuté. Les étude<liniques de phase Il montrent des taux de réponses
et de survie supérieurs pour le Venurafenib comparé a laDacarbazine(Cheng et al., 2013)
Cependant, des ffets indésirables non négligeables peuvent apparaitre.En effet, le

Fe—"f fec, ‘— Zt f,f Fec, ote— o Zi'"<%ocof tiS> f ex"f-teted ti
o —fef—eted ‘— te. "t Tif =S "fZ%<td Z f e2¢F £—% ‘ oef""x T foee .
développement de nouveaux mélanomes primitifs(Zimmer et al., 2012) Le probleme
majeur de cette molécule "Fe—1 Zif''f'<—<'e Zif''f"<—<'e TF ex . feecete T:
(Figure 25) (Wellbrock, 2014) f~f ... e'—feete— Zif..—<"f—<'s T3 Zf "<t u *“-
la voie MAPK dans la prolifération des cellules cancéreuseBes travaux démontrent
égalementque le Vemurafenib active ERK et ainsi augmerd la prolifération et la migration
des cellules de mélanome BRAF V60QHalaban et al., 2010)Par ailleurs, ces traitements
‘o Zice..'eTxecte— ti ef "ie_"Fcet"t —ec*—Fefe— f-MBOOE"-1—"¢
(Flaherty et al., 2010)
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Figure 25 & *..feceete T3 "dece—fo. .t T3 Zf ~'ct o —«—1 A)Zacwdixde-
signalisation MAPK esfactivé en aval par RASB) BRAFmutée (*) conduit a I'activation constitutive de

MEK et ERK ellepeut étre cibléepar les inhibiteurs indiqués. C) La voie est réactivée malgré la présence
ticeSc,c—ft—"8 f "<Sf—c's TF T "x"fe—e "f —F—"e Ff . Ticeefe  F f

Teo "foeefe-"f" & “—c to— tie "Mi—tcete ecofete T Zf “fecZZ%

de BRAF.D) Les voies de réactivation reposent sur des changements en amont de MEK, tel que
o —"f 8 " eects Tt ‘— Zif .. f=c<te Tf 4 «<eecd —e —Tfe—Foefo—
BRAF et MEK pourrait permetire de contrecarrer les résistance€) fes .. 1"—fcefe . fZ7-
ti fTe— "t%o—ZxF o Zf Sf—eet te "t''eet t<"f.—F ¢ ZiceSc,c—<'e ¥
MAPK dans la prolifération des cellules. Une autre raison de la résistance est la surexpression (
protéines desurvie telle que MITF. En effet, MITF peut surmonter les effets cytotoxiques des inhibiteut

de BRAF car elle régule de nombreux génes, notamment des aapoptotiques. 1f’”°e +77,”'...*4
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Figure 26 : Liste des inhibiteurs de la voie des MAPK. if’'"°e Ste% - fZaa x

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 |lePD98059 ont une action sur MEK1/2 Figure 26).

. coe—e =S+ f 't

Le systéme immunitaire joue un r6le important dans le contr6le de nombreux

cancelsd  F'—<e Z'e%o—te'ed «Z f t—% ece Feo £TcTFelF —i—ef T Cees
f‘—(%ooﬁ:l: _—“"fz:l: ”—~f(— of oof_—_"% to ’Zf:l:a Tcooe—e¢—+ fo_
25078 s he s — & fed ofce %ofZEeden Zhe L EZZ—Z%e Tied

gue les lymphocytes de Helper.
1. Interleukine -2

i<e—1" 7 +-2{(heR)est principalement produite par les lymphocytes CD4 activés.
27% f%oc<— e—" ZFf—" "7 " f—<te f— Zte <o <—F W-2act®r—cof” T
également les lymphocytes Btural Killer (NK), augmente leur potentiel de destruction et

stimule les lymphocytes B a produire des anticorps.
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ifefZ>et T3 S—c— +——tFe . Zcoc“—ted ..‘et—c—fe Te_"F s{z
<o’ — fe—TFe2td montré un taux de réponse de 16%. Un gepourcentage de patiens,
environ 6%, a une réponse durable et complete au traitement. Mais ces résultats
o —"f%offoe—e oi‘e— "fo £+ 7" _"xe 'f" 7i — " fe <o
toxicité importante de ce traitement. Les nombreux effets secalaires incluent notamment
TH ZiS>''—Feects ox7°"14 Tt ‘Ftoete '—Ze'efc"Fed the coo—""cofe ¢
ou encore des troubles neurologiques. Des études plus récentes ont essayé de aupl -2
avec des agents chimiothérapeutiques tels que kacarbazine ou le temozolomide, mais
FZZ%e oito— "fo oot —e ot ZZt—" —f—3§-tideliSutliaéepdute —eta Z

le traitement du mélanome métastatiqugGarbe et al., 2011; Schadendorf et al., 2009)
2. Tce—F"" &%

.I.(._:l:n'\_i_:uc. = :t._ _.i %OZ)...‘,”‘_i(.i 1»;1._(_:!: afu Z:l:. z:t_“
a uneinfection virale. En se liant avec son récepteur cellulaire, IFN f ...—<"% Zf —"fee. .. "¢ —

du facteur ISGF3, qui initie une stimulation dans la séquence promotrice du gene p53. Cette

foo—<"f—c'e "F7et— Zf "'t — . —c's t1 'wua f— %cellulesftumofales’s Zif " -
(Takaoka et al,2003)a * %o "fet «'e,”% *Tit——1 o testéZ différentds

flecocom"focion=ti'—" 2% —"fe—tofo— T— exZfe'efa Fo “feofoo “f”
efe "E TE "vcoefe f— Zf tT—"%F t— —"fc—foete—a Fe 'f > fedete T — .
passables par” f''*"— ¢ of —‘Sc.<—* F— o ofe 1§ "% +7F7+8 Ff—.. ‘—
et Cefe. <" ek feefirE i mer ef” —e — fc=fesfotee Sf—

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

Tf.o.—<"f—c's Tte Z5e’S' 5—Fe ot ... Ffeec—F tF1—§ ede%oef—S4
Zife—<%o®F T— x%ofZtoete— —e ocU%oofZ "' "fefoe— tt Zf Zc<fcote TE t
par les cellules dendritiques). CTLA} est une glycoprotéine transmembranaire de type 1,
"rete—t o Zf e—""f . f tie Z>e'St.5—%o T— [ %ovation.deecks”+ " oot
derniers. CTLA4 entre en compétition avec les récepteurs CD28 pour la liaison B7.
fco—t"f . —c'e foey"H— Zte Z>¢'S‘'. . >—1te f—— 2% (Z'Y—xF e Zif

64



Bibliographie

monoclonaux dirigés contre CTLAVA <ee<ca Z% e<%osfZ TicaSE~«—Z1of foex"Z4F 11

cellules cytotoxiques augmentdGarbe et &, 2011).

Deux anticorps anttCTLA4 sont actuellementdisponibles enclinique & Zi<'<Z<ce—sf
et le tremelimumab. Les premiers résultats sont prometteurs dans le traitement du
exZfe'et tf e—fTi 4 e2et e ZF efer—%t tit <. f..<—%x "x..%
—"tetZcoe—eof  fe —foe— “—if%ofe— —ec"—F —fet o Zifefef” "i"e —eof
un autre agent(Schadendorf et al., 20098 — “f¢— t— eox ... foeceet FCFLAL<'s TFe f
Te 77 F—e oF et fc"Fe 7 ... T Fmmuifi®é entété tencoiitfés- # faut noter

quelors des essais Gle <“—ted Xr~ tfe "f—cte—e ‘e tTx"FZ" % .. f —>'F TiF "%
4. Anti PD1 et PD-L1

La liaison des récepteurs PEL des lymphocytes T au récepteurs PDL1 des cellules
cancéreusesinactive la réponse immunitaire. PBs f¢’2...S1t fceec THe "xf-. —cee ti
coe—ec—+d 1§ "feeclel htla surface des cellules de mélanome inhibe la
Thre—"— . —<'o T3 .. fte TE7eco"fe "f" ZFe 327 —7%c t1 Ziceo—ec—2*4
PD-1 avec s anticorps anttPD-1 (Nivolumab ou MK3475) ou en agissant sur le récepteur
PDL1 (BMS93655), les traitements inhibent la liaison PB1/PD-L1. Les lymphocytes T
reconnaissent alors la cellule tumorale comme étant anormale » et la détruisent Figure
27)& f e<t'Z—ef, oF—7 ‘— feo te <ofcete fTE.. Zi<<Zcoe—of, f
efficacité contre le mélanome disséminé dans de nombreuses étuddsamalis et al., 2014)

Figure 27 & @272% tf s tfee ZicoeSc,<—<'s t1 Zf "+'Asts celules dunfiorags qui
expriment PD-L1 peuvent échapper a la réponse immunitaire en régulant I'activité des lymphocytes T par |
biais de PD1. B. En bloquant le récepteur PBL avec un anticorps antPD-1, les lymphocytes T peuvent
détruire les cellules de mélanome. i fresMamalis and Garcha, 2014
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V. La radiothérapie
1. La radiothérapie externe

Cette voie thérapeutique consiste a exposer des Iésions internes a des rayonnements

c‘ecefe—e tF T f def "%t "'t—<—e 'f” —e “fce Lebfradiatiohs 171 ¢ Z
ctecofe—te te Zf VU ct—t Fico—F"f%o<” fTE... Zf of—<°"F Fe —Tfee 2"
leur énergie. fe "flTcf—ciee clecofo—te fe— e f£77F_ e " Ziteete 7% t1
W< Z %ot —1te it ceted Zc<<tiea (Pougbthtet ak- 2075 Lienisatidn
t<"f...—%f t1 Zi - ' — Zic<e0rgénere-des rfdidaux libriesui vont induire

différents types de dommages du génomentrainant alors une mort cellulaire(mécanismes
résumeés dandOrth et al., 2014)

Depuis longtemps, le mélanome est considéré commue tumeur radiorésistante.
Trfetfe— oF = fc—Fefe— co—F"cFoe— o' —"te— te ‘e’ Ziete— ti—et
Zte of"%oFe tit&x"%ete . S<”"—"%oc...fZFe o—""cofo—Fe ojle_ "fo ' 2_
externe est également utilisée pour traiter les zones délicates telles gues 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. La radiothérapie interne vect orisée

La radiothérapie interne vectorisét fe— Ziftecoce—"f—<'s Ti—e co'=""% "ft«
voie intraveineuse ou orale. kb radioélément est combiné a un vecteur qui cible une
caractéristique des cellules tumorales.ll existe différents vecteurs: les anticorps, les
peptides ou encore les molécas 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 naribles pour limiter les effets
secondaires Ainsi, dans le cas du mélanoméda cible peut étre la mélanine, pigment produit
en grande quantité dans les tumeurs mélaniques, ou encore des récepteurs memlames
(MCR1, 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

f ofTe fo.—<Tc—x e Zf """ ct—% “—ite— f"—_fcoe o5 f—8 Tif-
maniére naturelle et spontanée, pour donner un autre élément, en @ttant des particules
ou des rayonnements électromagnétiquesTrois types de rayonnements peuvent étre
utilisés en radiothérapie interne, ils différent par leur parcours et leurs énergieCes deux
Treexte "f ef——feoe— TF Tx cec” Zixed” Wuet(TEL), c'8fta-T & Zidsek” %o < T
moyenne délivrée au milieu par unité de longueur de la trajectoire parcourue. Pour pouvoir
cof—c"t The ftreof%ote <o’ "—fo—e f— oTFf— —coe—Zfc"t F- 17227
kT2t 2 fZtete— ' f” ZiedOrs'dd patcoursdes particules émisegTableau
2) (Kassis, 2008)

Tableau 2 : Caractéristiques générales des différents rayonnements étudiés en radiothérapie.
Tf'” %assis, 2008

Te "f'—<...—Z%e = "'t — jonfsetionsisuf ‘Un-petit parcours linéaire. Les
' f 7 —< ... —pfotlwisent des ionisations sur un grand parcours linéaire. Les électrons Auger

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

Figure 28 & f'"2efe—f—c'e o  Stef_<"—F Tfe tTieec—+e¢ ehbipasdes différents t
rayonnements. if’'"°e feeced xvv~a
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a _fe 'f"—<.—7Z%e =

Ce sont des particules chargées positivement, qui sont assez facilement stoppées et
of frt—"Fe— —% “—fZ"—fe L Fe—ce®—"%e FTfee Zifc"Ad — e<"if—
frot—"e te— tE Zi"t"E tt Zf teeefeet tE oec..7tec—"ids i T1
intéressant de part son importance entre 80 et 100 keV/um.En raison de son trajet court
mais avec un LET éleve, ce rayonnemeast utilisé pour le traitement de micrométastases
(Tableau 3) (Kassis and Adelstein, 2005)

Tableau 3 & "<o... < f—38 tet——t—"e t1 "f—c...—ZFs = ——<ZcBapsKagsis
and Adelstein, 2005

b_ :to "f)‘ooio:tc._o >

Ze o'e— [ tee_c——+e Ti—e 7% .. —Coetypd dérayjonnemert péut I &
fTL =T et 7 —Fe e°—Fe Ffee Zifc<” f— fe— fUr2_x f" t—
%o fect—ted ofe TfV . —"e fe— "Z—e Z'e% “—F . FZ—< tEe fr—c..—
Tite~¢” e rat «jfKadsis and Adelstein, 20055 1+ =+ eI ——tle-hauteénergie, tels
qUE1BBRe et  efe— [T ke M 7% _Vfc—Fete— tF Zf %ot -de-et—"04

moyenne ou faible énergie, commé’’Lu, peuvent étre utiliséspour les petites tumeurs ou

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

Tableau 4 : Principaux radioéléments émetteurs > utilisés e n radiothérapie interne. 1 f'" Heassis
and Adelstein, 2005

68



Bibliographie

C. _te tef_—t_—"e tit7F . —"'ee —%t”

T —»>'f titecsésdlle du phénomene de capture électronique. En effet,
Z "o —f—e o'y f— (oo f 7F 'ee®tt —e 'Vi_te e _Te _etx"f("t ft— off
pour émettre un positon, il peut capturer un électron gravitant autour de lui sur une
orbitale électronique pro...Sta f..< “f ...7x1" —ef Zf ... —ef £Zf .. —"'ect —1f o
T——1f Zf...—ef Tf of . te,Z%t” Fe '"xZ17fe— supérielef créat ainsi—" Zi'", <
—ef o' —"F77% Zf...—eFd& t 'Ste'e®ef of "x'°—f frcoec E—e"—if—3§
F8—t"ete t1 Zif—'etd Sf —1 —"feec—c'e £ZF Ve —1 oif ... ‘o f %o
X qui va pouvoir arracher un électron des couches Z1 ... —"‘ec“—1te Ft&—f"efe tF Zif-"
Zitecoocts TitZi.. —"'¢ —%1F"a T —>'%1 tice'=""% xef— "f" FTxece—xz
électrons Auger de faible énergie (de quelques eV a 1 keV). Leur parcours dans la matiere
Fe— "f” ..te="% —7"°e " f «Wnid ct fuidéur grogure un TEL intéressant (de 4 & 26
keV/um)( Tableau 5)(Kassis, 2008) Ce type de rayonnement permet une ionisation
importante et trés localiséed ‘¢ 'f"Z% t1 ...Z—e—F" Tic'eocof—<c'ed 7 ox. .. Ffeec—
Zi 7 et "1 — e tadidthérapgutique fKdssis, 2011)

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

d. Etudedela dosimétrie

it——1t t3 Zf Trecox—"<F Tfee Zte —"fc—Fofo—o tF1 "ftc-St”
importance capitale. Cependant, du fait de la complexitét$ <f e<et te a—""14
Zit—f,Zcoototeo— fTi—e —V"fe—Foefo—  foex o—" Zf fFlecox—"ct oifoe— “-
comité MIRD (Medical Internal Radiation Dose) a pour objectif de définir les méthodes et
modeles mathématiques pour déterminer la dose absorbée paiorgane suite a
Ziftecoco—"f—c'e Ti—e "fTc Bplthfet.alt, 200908— L sico—+"foetfe_ +%fZ1F
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e Tif——"Fe —Stef_«"At7i2fFZ4+sf" <% T— "@ZF T+ Zf t'ecox—"¢f "1
la radiothérapie interne, la mise a jour des modéles géométriques (fantbmes) usiés en

médecine nucléaire etla compréhension de la corrélation entre la dose absorbée et les

"t eete (‘Z'%oc“—te o Zix...ST727% —coe—Zf<"t t— . tZ27—Zf<té

II‘_.(_i T:t .:t._”:t T:t Zf T‘.:I: fn.‘"ni:t i._ Z:I: ”f) > é Z ---‘
ti+e1”%0ek dla matiere par unité de masse. Cette unité permet de mesurer la quantité
de rayonnements absorbés par un organisme exposé aux rayonnements. Un rayonnement

ionisant qui céde 1 joule & 1 kilo de matiére délivre 1 dose de Gray.
1 Gy = 1 J/kg de matier@radié e.

— o THf— ——e'"fZA Zf “—foe—<—% Tited %ot TEZ<TTxI Tro— 2.
obtenir un effet anti-tumoral. En revanche, pour les organes neaibles, la dose doit étre la
plus faible possible pour éviter les effets secondairesDes tables Ti<""ftcf—<'e o‘e—
disponibles pour les irradiations externes. En revanche, pour la dosimétrie de la
"fT' =St f <t <o—F"eFd <Z eitZco—1% "fo tf tleette %oter"fZFed .S
G tee =", ——<te T— "ftc xZtete—a Zf of —Glinfidatibd biclggique krlee—ca Zi
volume des organes. La dosimétrie est ainsi calculée partir des données expérimentales
TE L tee—"¢,——c'e f" "xZ°"tete— t— ticef% fentutitisahklé+t"te—o —
formalisme du MIRD par simulations MontCarlo GATE pur 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 mutationsles dégradations de base

The "te—f%te T+ Zi & Tie .- pucdolifle bee’ZH Zi & ‘"e FTi—o%

radiothérapie, les principaux dégatsouhaités sont les cassures doubkerin (DSB: Double

—"fet Efee Tt Zi ... fS’ plus Hétales—patirt la cellule. Seule la réponse
cellulaire face aux DSB sera détaillée.f e<%oefZ<ef—c's Tie fo,f——<— o Zif7""2—
du cycle cellulaire’* —" "t"ef——"% Zf "+ f"f—<'e t1 Zi f fe— ZFes 'Sfefe

(la réplication et la mitose). Si la cellule est débordée par le nombre de dommages, elle sera
éliminée par mort cellulaire programmée (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 réparationsont associés au développement cancéreux. En

"t fe..Sted ...fe ok .. foecoeste TE "Hf f—c'e fe"fAefe— —ef "fTc' Vi

mortel de la radiothérapie.

Figure 29 : Réponses cellulaires » —e 1 '+ f % 1 o .Fasignalisation des cassures conduit & un arrét
ducycle cellulaire $— Zif..—<"f—<'s t1e ~‘cilorbdue ta 'rgpgratiorest terminée,la cellule peut
continuer son cycle et proliférer.Siles cassures ne peuvent padtre réparéesou siil y atrop de dégats,le
cyclecellulaire peut étre bloqué de facon permanenteconduisant a un étatde sénescenceu tdpoptose Si
les dommagegestent inapercusou si la réparation est défectueusecela peutconduire a desmutations et a
une instabilité génomique qui peut conduire al'oncogenése Tf’"°e ‘——%"ff~ t— fZa4& xvv|
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|. Signalisation des cassures doubles -brins

Teo L FZ7Z—7%e F— . f">'—fe "t ette_ 8 Ztec'es TF Zi f
impliquant de trés nombreux acteurs et développé pour détecte signaler et réparer ces

Iésions.

Dans le processus de signalisation des DSB, St tx—f...—F ZFe ... fee—"%F t1
“foclZ<=F Zi'—"1"——"t Tt Zf e—"—.. ——" frifobylfafion.d€s’hisfores £ T f " ' Z
et assurele recrutement des protéines clégelles que ATM(Figure 30B) ‘ — ZiS+—+"‘tce°"t
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.

T fom fmcte T te— 7ttt fT et Vi o—cte fif——S et S
1981 (Figure30Q) 4 Z efe,Z% “—i—et o+ —7% efc— <oe—""cofeF "7 t4
P f e 8 e S T o ed EE 7 —fee Zif,ete.d tif.o.—< focte ti

rayonnement (<100 mGy)(Hennequin et al., 2011) <e‘¢& Zif..—< f—<c's <oc—<fZ%t i
Ot ffee ZFe eco——Fe "¢ e “te— Zi<""ftcf—<'ea Le—"@7 %

acteurs, ini—<f~— f("( ZTf"Z(A(___f—(" T — '<%0'f2 @ t a Z'I'fnnz_
réparation des lésions (DNAPKcs, BRCAL) ou encor& i f ' *’ — (pF3) (Figure 30D).

f 'S‘e’'S*""sZf—<'e t1 ZiScodaoH"tsup—@ t o cofcertoef Z3F o

réparation de e 4 —""fefe— “—fZ“—fe eco——feo f'% Zi""ftcf—c'ea
f——"—" t%f Zf a if %" * % fnduite la tfyrmadion de «foci», favorise
ZNf o e Zfoc'e tF Mi_kcet f— fe'Z <t Z% ocY%oofZ tE Zf "i'tes

(Firsanov et al., 2011) Un autre objectif majeur de la cascade ATM est la protéine p33ans

un contexte de DSB, p53 est phosphoryéconduisant a sa dissociation avec MDM2 et sa

o—f <Zcof—<'vA Z "t%o—ZF fcooc Zif""2— tF ...>...Z2%4 Zf "+ f'f-<'e&
Feo fo.—<"fe— '— "x'"cofe— Zh¥ES Libtes «quif todendans ces différents

processus.
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Figure 30 : Signalisation des cassures double -brin. Les rayonnements ionisants induisent des cassure:
double-,” <+ t1 ZiA). PARP 1/2 est activée par liaison avec les DSB et attache gesy(ADP-
"o, o T T fe—e o e Vf_eA f "¢, 'Z>ef—<'e Ti1 B)PAMRIP-1/2' estj
+%o fZtoto— <o'Z<“—+F tfee Zif ... "t St TICAISH £ fo2t TYr zrte
autophosphorylation. Elle phosphoryle & son toudes acteurs qui participent a la cascade de signalisatior
of—feefe— 't e @C A& [ "£—Foe—c's tHifee Zf ...S"'ef—cof "t - Z7ij
@t t— Zf 'S'e’S'"Zf—<'e 1% s f- t— ...'e’Z%&% "L e cefcets
et p53 <o’ Z<“—+te FTfee Zif""2— t% ...>...72% ..+t7Z7—7{PKcs4{NHARJ) oli.p33-peur
Zif =B} if'"°e St'e’e'ed XxvwXx
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II. Arrét du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est divisé en quatre phases survenant selon un ordre établi,

chaque phag 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 (CDKyclin dependent kinas¢ (Vermeulen et al., 2003)

ifr"2— t— ..>...Z2%f 1727 —(EigureiB1 VaC et ettt —"F tix"<—%t" Zf "V Z %7
Tt . ¥Z2Z—Z7Z% f"f... The tT'eef%te o Zi T -mpk 2 la- réparatian defeet” T —
ciE Tt SRS -t T t1a phdspmoryl&tion de p53 sur la sérine 15
et sonaccumulation * f” Zi<eS«<,<—<'s bl MDM4 (voir chapitre précédent) P53S15
induit asontour Zit& "Feec'se T3 'tsad ts PofZBtweZif""2— t— ..>...72%F .. %:
point de contréle 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

L fU L8y —F ecefZE o 4 ,Z2'"—fof—<feetd Zif ... ' AVwdldrfi et al.,
2001). ATM-P phosphoryle également Chk2 (human cheghioint 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 Ldbrich, 2006; Pawlik and Keyomarsi, 2004)

Une fois le cyte cellulaire en état de veille, la cellule va réparer ses dégats, via
différents systemes de réparation. En cas de Iésions trop nombreuses, elle peut initier sa
mort cellulaire. ot “fe—1 %ofeet TiceSc,«—f—"e t%f ...>... 2%t . ¥tZ2Z—7Zf<t

le but de sensibiliser les cellules aux traitements. lls seront détaillés ultérieurement.
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Figure 31 : Contrdle et arrét du cycle cellulaire.

Le cycle cellulaire est contrdlé par des CDK. Chaqt

foo fu—<"xEF Cf" —ef >..Zcetd of e2e% cifeet <t o the 5.

Cief L Zek Eo fL3n Tie

P s temted T tice—f"7ie

t"fes.."C—c'e the 5. Zcetea ‘P atlive afa foisgp53 et Chk2, entrainant un blocage d

cycle cellulaire en phase G1/S ou G2/M.i f'"°

f™MZco t— fZAA& xvvz f— t7et—Z7%e
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lIl. Mécanismes de réparation des cassures
doubles -brins

Deux mécanismes majeurs entmg en compétition pour la réparation des cassures
double-brin de Zi & Zf E'e...—<'s 1i7t3sheoimblogue: ek ‘la recombinaison
homologue. Les radiations ionisantes peuvent également créer des cassures sirvpiia,
réparéespar les mécanismes deréparation par excision de baseu de nucléotides, qui ne

seront pas détaillés.
1. [ E'e...—<"* TT1sSnohxhamatogue s

f E's...—<"s Tig8on*homalagues (NHEJ: Non-Homologous End Joining)

est la principale voie de réparation des DSHElle joue un réle prédominant pendant la

'Sfet sa& ZZt «it8<%ot fe —ef S'e'Z'% <t oe—"¢..—f t- "f—-
tTice ™ 7o f—k*BWHEJ peut étre divisée en trois étas: la détection de la DSB, le
traitement, et la ligature (Figure 32). La premiere étape est la reconnaissance et la
Zcfceote T3 Z5S+—x""Tce°"F — o ZiFgurktIZA)L Hétérddfmere Ku
est composé de la sousnité Ku70 et Ku80. Il agit pou le recrutement des acteurs de la
NHEJ, en commencant par la DNPKcs (DNAdependent Protein Kinase, catalytic
subunit). Ensemble, la DNAPKcs et Ku forme un complexe synaptique autour de la DSB
(Figure 32B). La seconde étape consiste a un traitement enmatique de la DSB. En
effet, les irradiations produisent fréquemment des cassures d'ADN non ligalslejui
doivent étre converties en groupes 3hydroxyle et 5-phosphates avant ligature.

"_keced “—< f —et f..—<c—miTRITE I T L ighitdsia la
ligature (LeesMiller and Meek, 2003)(Figure 32C). Dans laderniére étape, le complexe
XRCCAIG 4 (DNAZ <%o f « t "t fZcotoe— Zf Z<fco'e Tie (Figwd tS-—"xec
320). La sousunité Ku80 subit une ubiquitination qui entraine sa dégralation et permet
au complexe de réparation NHEJ de se dissocier du briri d (Figure 32D)(Davis and
Chen, 2013; Leediller and Meek, 2003; Rass et al., 2012; Thompson, 2012; Wang and
LeesMiller, 2013).
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Figure 32 : La jonction d'extrémité non -homologue. A) iS+—x""tce°”t —yr zr Fe.. %t~
TE&—"4ec—xe tio a Z '"'—°% ®ll& dégradaiinn £+ +eerute la DNAPKcs Davis and Chen
2013.B) LaDNA ..o oif .. —<"f feo oif——""8 'S5 7fe—a 7272% 'S'e’S"JWne’

préparation des extrémités pour la ligature peut étre nécessaire, elle est réalisée par ArtémisisHite, le

complexe XRCG4IG4 est recruté par DNA ...s t— "2 fZcet —et Z<%of—<'s fe—"% Z1%
D) i  fe— "£'f"tA T— <“—<c—<of—<'s tF —zr fe—"fAct of tx%"fTf—<"
séparation permet de détacher lecom@ £+ 31 t1 "+'f” f—<*DtaprésiThokpson2012
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2. Larecombinaison homologue

f "T...'e,cofcete StetZ %—1 ——«Z<ot Zi t— ...S7"'eferet St
CfoTet Tt SUfen7 Zf f= ETebo feenc Zf TE'fUfoc'e 1% Zf 2t
génetigues.LaRHcommence ' f” —ef x—f'% T "xef . —c'e THe IS THec—%e Wi

catalysée par le complexe protéique Mrell, Rad50 et Xrs2/NBS1 (MRN) ainsi que par la

iotced  fita  fe Vi—tcefe o —"'Vcete— o ZiiE§-"xec—x tI Zf “ -
e— ... Z%x'—<ctted 13— rincformée«€st @lors un substrat préférentiel pour
Zit§'e— ... Z+feF -ckrédlise JUAZ Hesection plus importante permettant ainsi la
it — L —<'e tTi—e - "«ee’Wiure 33B). Les ADN simple ,"<e Ui e‘e— Zcxe —oi
premiére fois avec la protéine RPARigure 33C). RPA est par la suite remplacée p&Rad51,
quicatalyse Zf "%..S%”..St Tt Zi (Figuie38D).— ff< "1 ... ‘eofcoofo .t Ti—e:
"t %o<‘e St 7' % —7F "I et— Zf "‘BoycleDey T eAifii’f ctete— t— ..'e’Zf

Rad51-ADN simple , "<+ w@vec la région T+ Zf ..S”'ef—<Figusad33E). i
simple-,” <+ @st allongé pare>+—S°«1t Teén utilisant le brin complémentaire comme
matrice (Figure 33F). Une fois synthétisé, le nouveau brin peut étre déplacé pour
«iSs>, "<t Tt Zf ef..tett 13- Figuret33Q). X gon. tofis H-est ttilisé
Lteet of Vet " fZZ'e%F” .. f et.lfet ce E—et—ie "I . fee—c—
(Figure 33H) (Cannan and Pederson, 2015; Mehta and Haber, 2014)
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Figure 33 : La recombinaison homologue. '”°« Zf "*"ef—<'e ti-Api y a une résection des
T8 xec—xe Wi 'f" Zt ...'e'Z%5% feo! .Be#l o fof BketZtoeZ Bcoe Ui fcoo
stabilisés par la protéine RPA @. RPA est remplacé avecilf <t+ TF ""'—x¢e% ftwt D) La
Z<feote T1 ftws f"t... ZF "< tTi 1+ " f BoutleDp (E)."Bnfutikisantiia ehromaiine
ead—" ..'eet ... S+ fnGasifestcapable desynthétiser I'ADN en prolongeantla « boucle-D » (F). Le
nouveau brin ainsi fabriqgué va se lier au brin original G). Pour finir, la complémentarité avec ce brin
"tret— tt "fe—«——3F" Zf "f'—<t TH).Zif " f e fasffe—fot ttire'ed xvw({
Haber, 2014
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V. Les difféerentes morts cellulaires

foe'"— tde L tZZ—Z%e ——e'"fZ%e te— Z% e < fZ L EL..—< ¢
'Z—ect—"e —>'Fe tt et'— 1727 —7f<td& 1Z2Z2% 't—— 2-7"% <ot —c—:
programmée (nécrose). On peut également observer un arrét permanent du cycle cedivé
(sénescence) ou au contraire, une activation du cyclee fZ% "+ tTi1e Ztec'ee Ti
(catastrophe mitotique) (Figure 34) (Orth et al., 2014)a i+ Z << f —es eeltules. mortes

est ensuite confiée aux cellules du systeme immunitai@auber et al., 2012)

Figure 34 : Les différentes morts cellulaires induites par un rayonnement ionisant. D'aprés Lauber et
al., 2012 et Orth et al., 2014
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1. Apoptose

Pf' 0 —'et fe— —et "ot ti e FZZ—7f<"F "% feertd “—«
condensation etla fragmentation de k chromatine, le rétrécissement des cellules et le
bourgeonnement de la membrane cellulairdElmore, 2007). i f ...—<~ ff4<Aif’* pdutt
of Tf<"t f7 Zico—trextf<’t tE Zf Tt FE-Tceet —F ' — tF Zf T'cE <

T<e<—«f parda voie extrinséque est déclenchée par un signal extérieur, par

exemple par une cellule du systéme immunitaire. fee Z% ...fe Ti—et "flafwieS+”"f <t 4
co—Vcest—t Fe— Zf Vee < fZT T'<E "Helteef 7% ti Zif't'-—‘etd ‘1 i
signaux is—t"efe o Zf . tZZ2—2%t4 t--1%f "<t fe— tx..Z%e...Sxt 'f" Zif
irréparables. Le premier effet est une phase de perméabilisation de la membrane
mitochondriale (MOMP: mitochondrial outer membrane permeabilisation)sous le controle
Tice—1"f...—<' e protéings grd et anti-apoptotique de la famille de BeR. Les membres
anti-apoptotiques (Bck2, BckxL, Mctl) forment des hétérodimeres avec les membres pro
apoptotigues Bax et Bak, contrebalaramt leur activité et permettant la
stabilite Zice—x% " fZc—t ocA' . 1S ottT<fodtf...—<"f—c'ed Zico—1"f ... —c's fe-
Bcl-2 est perdwe, entrainant la formation de pores et le relarguage dans le cytosol du
cytochrome Cet du facteur AIF(Apoptosis-Inducing Factor) (Lorenzo and Sus, 2007). Le

L= S et eifest <k fZ'7e o s9 poeur Zofmet ‘un. gompflexe nommé
apoptosome. La caspasd if..—<"3F f— efce Tt Zif ' —feted F— f.—<TF o ot

effectrices telles que la caspas8 et la caspaser (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 régZ + £a +..feete—& <Z f Pelit galermenti deZprotluire de
efec’t "+%o—Z1E icoc—cf—<'e T Z[f néeroptosed, parkesfréeeptearsii
Th o' —tZe "—F Zt "2 P —Ft—" Ft— "f.—f—" 1t} ex.. Vet ——e"f27
et RIP3 (recepteurinteracting protein). fee —e ... ‘e—t8—F T+ "ft«—-S+"f'<ta Zi
LT fZ te— ZiS L — R i ot oftosact b —f —& T . <o="f ..
Le nécrosome RIPARIP3 conduit a l'apparition d'especes réactives de l'oxygene, la
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peroxydation lipidique, I'échec dans I'homéostasie du calcium, le gonflement des organites

et la rupture de la membrane plasngue (Feoktistova and Leverkus, 2015; Vandenabeele et

al, 2010)  f" f<ZZt—"e& TE TU—fe flefe FIOUftof-cte TE—THe— L vx
sfe, fed PZfeect—%A& TH —FZ2Z% o'—% "—% Z% te—te— dewrf..327—
te—"—cefem Zico—t% <—t ..¥272—27f<ta

3. Catastrophe mitotique

Le terme "catastrophe mitotique" désigne ue mort cellulaire qui se produit pendant
‘— o Zf e—<—%1 ti—et ec—tet fe'mefZta ZZ% fe— Yorex"fZitefe-
Lteext—Fe f tE Zite—2h#t rrefcof" 0 Vext ti—et L 1Z2Z2—7F f
catastrophe mitotique est caractérisée par la formation de grandes cellules avec une
morphologie  nucléaire aberrante, des noyaux multiples caractérisés par
ZiS>' 3" fe’Z< <... f =<'+ T 1 et/oudptusieursemieronucléi (Roninson et al., 2001)

T—8 et .. foecoode ‘o +—+ """ ereqd ‘—— TFIif ‘"7 conddiraittA"<...<Fe...
—e +..St... tifrr2— t1 ... Ztellbles HHi"test—th hitese forérbaturément
malgré la présence de DSH.a seconde hypothésest hyperamplification du centrosome
Au cours dela mitose, les centrosomes sont les principaux centresd'organisation des
ec..."'—— ,—Z%fted 1S>’'1"du cnfrosorfie-péut entrainer un fuseau mitotique
multipolaire , générant des cellulesavec plusieurs micronoyaux ou des cellules géantes
binuclées (Dodson et al., 2007) fe ... 1ZZ—Z7%e¢ .. ‘e—co—foe— "Z—ect—"e > .. 7%
f——Fcet"F —e —7"%e¢ %" fetf o' egchromigspmigués:-poer étre finalement étre
éliminées par apoptose ou necroptoseCe mécanismede mort cellulaire par catastrghe
mitotique est prédominant dans les réponses aux radiations ionisantegEriksson and
Stigbrand, 2010)

4. Sénescence

La sénescence cellulaire est un état d'artédu cycle cellulaire permanent. Les
cellules sénescentes sont actives en termes dwétabolisme, mais ne montrent pas de
progression du cycle cellulaire. Elles présentent des caractéristiques phénotytiques, talle
“—if—ef ¢S 7' %<t 'Z—e Zgvtthouhetlaugmeddtior He la granularité et une
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L2 f—cte Trec— <7t -dalactosidgsesr Ve Ti—ef "ft < —Sx"f'<td Zf etefe
“fTvcext Cf” 'wu t— fe— Y%otex"fZEete— fo.. .. ‘e f%ett tt ZitE "fe
et . "°—Fe— +%ofZtete— —e L F"—fco ote "F tE >-fecefe “—¢ "%
croissance et permettre la comrmunication avec leur microenvironnement (Coppé et al.,

2010).

5. Autophagie

L'autophagie peut étre impliquée a la foisdans lamort cellulaire et égalementdans
la survie. Elle est caractérisée par la séquestration de protéines et/ou dorganites a
I'intérieur de grandes vésicules appelées autophagosomedsa fusion de ces vésicules avec
les lys‘e‘efe L fet—c— o Zf "Vef—c'e tifo—ea—ZSfo%otZoktat Tire“ —1fZe
composants cellulaires sont dégradés. Les acides aminés, acides gras et nucléotide émanant
de cette dégradation fournissent les matiéres premieres nécessaires pour une nouvelle
synthese. En revanche, une exposition prolongée a un traitement peut induire une
activation permanente de ce mécanisme qui conduit a une auti&égradation cellulaire. Par
conséquent, Z1f——""Sf %<t (E'—dle et dst-diffiZile de la classer comme un
et ... feceot TF e—""¢t ‘— t% o"— 1727 —Z7f<ta ZZHKtudedx*—1t Zif
protéines kinases telles que PI3KI, des kinases de stress ou encore mT@Rel et al.,
2009).
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Molécules ciblant les
caracteristiques intrinseques des

melanocytes

Les mélanocytes possedentplusieurs caractéristigues bien spécifiques: la
production de mélanine par la voie de la mélanogenésta présence du récepteur MCR ou
encore le protéoglycane MCSRCes signes distinctifsuniques peuvent étre utilisés pour
cibler les cellules tumorales dérivant des mélanocytesDes molécules de synthése
(Chloroquine, bleu de méthyléne, benzamides et dérivés), des peptides et des anticorps ont
feooc £—% ——<cZcoke . teef " —f—"e " Zicof%ot"<t(Ghezdlf "fT< -
et al., 2008;Miao and Quinn, 2008Padachova et al., 2004; Price et al., 2011)

|. Radiothérapie interne vectorisée avec des
benzamides

La radiothérapie interne vectorisée (RIV) consiste a adresser spécifiguementin
o' =t "ft<fo.—<" f—8 . fZ2Z2Z—Z7%e ——e'"fZFeda f "t —f—" <txfZ
spécifique possible pour les ellules cibles, uneaccumulation tumorale rapide, suffisante et
durable pour avoir un effet mais également une clairance rapide des organes Roibles afin
de limiter les effets secondaires Dans ce contexte, desiolécules possédant une gande
affinité pour la mélanine, ‘s— *—+ T+ 17" '+t. ' —HedlEstoh%pignentées du
mélanome, tel que le Melwr ... —'Z +18Fllidr.pouf uine utilisation en TEP(Greguric et
al., 2009)mais égalementdansun but thérapeutique (Chezal et al., 2008; Joyal et al., 2010;
Mier et al., 2019.
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1. Premiere génération de radiotraceur développé e par le
laboratoire : BZA2

Le I-N-(2-diethylaminoethyl) -2-iodobenzamide
(BZA2) (Figure 35) est un composé de la classe des
iodobenzamides qui présente une forte affinité pour les
tissus mélaniques(Moins et al., 2002) Ce vecteur associé a
Zi<'tt stu zxef-——1-vid: @21 hdures) peut étre Figure 35 - Structure de la
“co—fZcox f— ofce T Zi'"%ofe<eet %o”Y . molécule BZA2. S<t 'f”
émission monophotonique (TEMP).

ef ""Fec"t x——t1F tF ZixTfZ—f-<'e T t tfee —urdlefc ...2co

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 pa¥ges chez les
patients (Moins et al., 2002) Plus récemment, une étude multicentrique de phase Ill a
inclus 87 patients entre 2008 et 2010. La moléculeI|BZA2 a été comparée au
radiotraceur de référence pour Zi<s f %ot "<t tTde Ztec'eelel8F-FDG "les-vateurs
comparatives sont exposées dans l@bleau 6 & f sfeec,«Z<—+ F— ZPIBAA2 "<...<—%
pour le diagnostic de lésion «nélanine-positive » sont respectivement de 39 et 94 %. A
cause delaf<,Z% efeec RABRZA2tOMparée acelle duleF- & Zixt——1t1 ... Z<cec*—1% f

prématurément arrétée (Cachin et al., 2014)

Tableau 6 Performance du radiotraceur [ 123]]BZA2 comparée a celle du 8F-FDGpour le diagnostic
par imagerie du mélanome métastasé. if’'”°e f..S<e t— fZ44 xvwz
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Cette premiére génération de radiotraceur de mélanine a étpharmacomodulée
générant ainsila molécule ICF01012(Chezal et al., 2008Qqui 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 (igure 37) appelé
f—oec rsrsta f £—= T+ 372+ f ce TifexZc"t” . f"—fcoe
parametres  pharmacocinétiques des  précédents
benzamides iodkes, notamment la rétention tumorale.

Comme les benzamides, ette molécule présente une

T f fTTcec—x ' —" Zf exZfecetd& T— Figure 36 : Structure de la molécule
et — 1 fe_vt Z'I'f*ﬂj; fT_(f<"t tie ICF010127.Bonnetetal.,2009

fonctions anioniques de la mélanine (Labarre et al., 2002)a Tf——-"%¢ «<e—F"f ... =<'
co—F " cfeetfe— " e_f «Z<coef” Zf Zc<fcote <exhydrbgének erideS%o<— T3
empilements « NNy ..."xfe— —et "*” & Fif—="f..—<'s te_"tFigure «'>f—3

37). if "< <}CFOM0N2 conduit & une concentration intra-——e« ‘" fZ% *7Z1 " +t4 E—+“—
fois supérieure au composé BZA2 a 72 heuresns le modele CBBI6/B16. De plus, dans les

organes non cibles, tels que le foie, le poumon ou encore le cerveau, aucune activité de cette

o' Zt...—Z7Z3F eife— ote—"f,Z% f— —te’e yt St—"Fed f . 'e’iex o TFoco
demi-vie intratumorale élevée de 66 heures et @r ses parametres de dosimétri€Chezal et

al., 2008)

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
Titoe cof%t” 'Z—ect—"e ——<Zcof—c'ee t1 Zf o' Zunmedelbdnuin+t—-—13

Ut Ff exZfetet "<Uoete—+ SXx rd Zf "«Sf—<'e ——e'"fZF Ti rsrs
stw +ef-——F—"-vi@:a59tjdurs) présente une biodistribution intéressante Figure
38 & fe f..Y—coc—c'ee "tfZcotte o T+ pR-montrgnt ung Tixasory ic<e E I ... -

intense, durable et spécifique du traceur au mélanome associé a une clairance rapide et
complete dans les organes nowgibles (Chezal et al., 2008)Ce profil cinétique favorable est

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

Figure 38 : Biodistribution 7 rsrstef”“—=x o Zic'tf stw f’"°e — et de3BBgsurn
modéle murin porteur de mélanome B16 ( @améra dédiée au petit animal & sr ec<e Tif .. "I«
if’"°e StoefZ t- fZ4a4 xvv~

o "—1f ti—ef ——<Zcof—<'e =St"f'F——<"—1% T -radiofmbrque” f ...t —"4a
f7t... t1f Zi<ctt susada 1- ««Vie‘ratioactive ggaleta 8 jours et il se désintégre
e te'e sus o—f,ZF "f" tecoecte THFfit Hed ofo > RPICFFLOLIZ &
été démontré sur des souris C57BL6 porteuses de tumeur unine B16F0 et B16BI6 Figure
39) (Bonnet-Dugquennoy et al., 2009)
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Figure 39 : Effet significatif de la radiothérapie vectorisée sur la croissance des tumeurs B16F0 (a)
et B16BI6 (b). Le traitement [131]ICF01012 a été administré en i.v. a J6 et J10 pestplantation des
cellules (2 x 18,5 MBq). En comparaison avec le groupe netnaité (noirs), le groupe [*31]ICF01012
(blancs) montre une diminution significative de la croissanceumorale. BonnetDuguennoy et al., 2009

ef et tett t——tF f et Zit < f..c—

T 131]ICF10102 en relation avec la mélanogenese

I+

de mélanomes humais (Bonnet et al., 2010)
Quatre lignées ont été étudiées les A375 et
M3Dau qui sont non pigmentées et les SKel 3 et
M4Beu qui sont mélanisées Figure 40). Le
dosage de mélanine par spectrophotométrie a
montré que les quantités de mélanine doséem

vitro ne reflétent pas celles retrouvéesin vivo

(Figure 41A & e I°7t-4 T'|'f’"°. ... T Figure 40 : Caractérisation de Ila
pigmentation dans des lignées cellulaires
de mélanome humain. Caractérisation de
cellules M4Beu en culture 2D, en revanche, cettr Z1—2Z~"f+~"-s..mélaridsomes. ~Aucun

o . . Mmélanosome ¢ite— T+-dansdes lignée
—FeTfe.F elce™F7ed Z'"e"—1 71 A375 et M3Dau, un nombre important de
implantées aux animaux et poussent sous forme Melanosomes sontobserves dans la lignee

M4Beu et un nomle plus faible sur SkMel 3

de tumeur. Ces données sont associées a (flechesnoires). Bonnet et al., 2010

lignée SkMel 3 est moins pigmenté que les

"«§ f—<"3BJCF01012 dans des tumeurs pigmentées et une wélation est observée
(Figure 41B & $+ ""Fec® e o oo cYof—c'ss '$7ef——Fe UICFOYOLIRE"
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en fonction de la quantité de mélanine présente dans les tumeurs. Ainsi, deux injections (37
“ T I31]ICF01012 induisent une régression sigificative de la croissance des tumeurs
Vi— "fc,Zfefe— "<Koofe—tted —foetce “—i—ef of—7% <eEF..-¢'s 52

produire un effet sur les cellules SKMel 3 (Figure 4 2).

Figure 41 : A. Détermination de la quant it¢é de mélanine in vitro et in vivo. Les concentrationsin
vitro ne reflétent pas cellesin vivo. B. Relation $+—"% Zf .. f’JPSHCFOL012 avec la quantité
de mélanine in vivo dans différents modéles de mélanomes humains . Bonnet et al., 2010

Figure 42 : Effet de la radiothérapie vectorisée sur la croissance de mélanome humain. Le traitement
avec [31]ICF01012 est administré en iv au jour 14 et 18 pour M4Beu (37 MBq), a 35 jours pour 3kel 3
(18,5 MBqQ) et au jour 14 pur M3Dau (18,5 MBqg)Bonnet et al., 2010
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Lesétudes T ocet—"¢“—Fe ‘e oo+ “_j__of T'ef ececefZF TxZ< "%t
30 Gy était nécessaire pour avoir un effet sur la croissance tumorale des B16EDl&goul et

al.,2013)a “t.. Zfe .. fZ..—27- TE—"f' ' Zxe o —5HIEFOFOI2-UNE T < %o " f S
dose délivrée de 54 + 10 Gy était atteinte avec une injection dezdw  “13HJICF01012

(Tableau 7). Gréace a la clairance rapide de la molécule, la dose délivrée dans les organes
non-...<,Zfes fe— "f<,Zta& o "F"fe...Sta Zia<Z 'tee°tf —ef ..'— .St -
"t—cot A Zit «—StZc—e "«Hootebf T "X Lokt te 7 _f—0§ rsrst o °
ce tissu. Cette fixation est génante car elle pourrait entrainer une toxicité au niveau rétinien.

o +7te——tZe f£77f—0 o teffc'te f— o<t f— tTi ZiA<Z e'e— t«
paragraphe.

Tableau 7 & §-"f''Zf—-<'e t1 Zf Tt txZ<"xf f—8 "%ofede "
T 131]]ICF01012 . La dose délivrée a la tumeur et aux organes non cibles est estimée grace au mod
MIRD Pamphlet No 11. i f*"°« £ %o ‘452013~ f
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C. ""t—e ot . tetfcite ti—et "fPRUPCEBRIOAT 7T ...

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

guel que soit le groupe Figure 43).

Figure 43 & ‘Sc...<—+ Stef "7 %UNCFDLA1R shii les globules blancs (A) et les plaquettes
(B). Les analyses sont réalisées 14 et 21 jours apres le traitemeBegoul et al.2013

Concernant les organes pigmentés, il est intéressant de noter que dans le cerveau la
dose estvraiment™ f<,Zt réat > fZ'7e “—ic<Z .. ‘e—<foe— TF Zf ef—"'exZfoece
est probablement die a la petite proportion de mélanine présente et a la capacité de la
molécule de franchir la barriere hémateencéphalique (Degoul et al.,, 2013) Les
observations histologiques de la peau et des mélanocytesi#tués au niveau des follicules

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

Figure 44 8 ‘—'% S«<e—‘'Z'%o<“—*F t— ...‘Z'"f—<'e srr tfe exZfe' . >—fe t1
t— .. 'e—"@ ZDegoulet ak 2013
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f tred <o’ "—fe—f T+7Z< "1 o GYiaud irhdacusuAa rétine. Une
Teoco——c'e oc%ooc <...f—<"F TF Zix' feoeot—" t% Zi fe— Figuie" £ f——
45 & TF8-"f'"Zf—c'e o ZiSteet foe— o o tx£"t"4 feo 1771 ZF '1°Z2F wy
pigmenté qui ne reflete pas la géoméie, nila ... s ... fe—"f—c'e fo exZ7fecet fti—e acZ

t 7 eA Zf e Zt..—7% "k mef "  t _fe—tif te £ Tt .. Zcecn-
e Yoo ... f—<"F f— et f— ‘.. unZafik@iradedr dd mélaning (Joyal’et al.,
2010) s‘e—"% “—t Zf tef t+Z< "+t o Z7a<Z .8t 7% eco%ot site-—

e @E L. <o TE uy A e .. 'e..Z—ecAl)ZFOTORR e devrait pasietre dri

probleme majeur pour le transfert clinique de la molécule Ce projet adémarré en aoUt

trst Tfee Zt ..f1"F Ti—e "W EL— —"feeZf—-<'eetZ of——Fo— 'f
iectTe f—cte—e TETfcte— 2% <o Z—e fTfoee Zix——1t1F tic..< Tco o tr
Clermont-Ferrand.

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 : photorécepteuB. Mesure de
Z-I-iaf(..:t_u .I.:t Zf a f__‘_n :t_ i. viuDéa(iuTeﬂ:aszg_l&iu'\ xv_(u_:té
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3. Le vecteur MIP-1145

Une équipe (Joyal et al., 2010)a développé
une molécule de type benzamide ciblant
spécifiguement la mélanine : le vecteur MIR145
(Figure 46) (N-(2-diethylamino-ethyl)-4-(4-fluoro- Figure 46 : Structure de la molécule
benzamido)-5-iodo-2-methoxy-benzamide).  Cette MIP-1145. Joyal et al.2010
molécule posséde un groupe méthoxy a la position z
F— —e ‘FTf o Zf "tec—<te W tT— >, ZF . fe—"fZ fU'ef—<"—Fd .. T “—
—e "ftctef —f%t fTF... Tt Zic'tt sus Uft< —Stplfs,MIRI45stu <o f %
contient un fluorobenzoate, il peut ainsi étre potentiellement radiomarqué avec le fluor 18
et étre utilisé en imagerie TEPLe traitement de souris porteuses de mélanome humain SK
Mel 3 avec ung(2,5 GRy/m 2) ou plusieurs doses(2 ou 3 x 2,5GBy/m 2) 1 1131]MIP-1145 a
montré une inhibition significative de la croissance——«*"fZt&a f~ ... —ef "+ ‘eet E—-
jours post traitement, et ceci associé a un allongement de la survie des animailxg(re

47).

Figure 47 : ~~%— THURMIP -1145 sur la cr oissance (A) de mélanome humain SK-Mel 3 et sur
la survie des animaux (B). Le [131]MIP-1145 est administré & 2,5 GBq/rA en dose unique, & deux
tTlefe ‘— o —"fce trefe Fe'f . xFe Ti—ef efefcetcetlinmordld eftZexgrinéefen

pourcentage de variation du volume en fonction des valeurs initialedoyal et al. 2010

f tiecex—"ct ...Stoe ZiSfLe.f = /f+ tanalygespHarmacocinétiqus et
di<e f % T@améraréaliséeschez le singe. Ta<Z te— —e ‘'”%ilfle sensible car il

posséde un fort taux en mélanine et une forte irradiation entrainerait une altération de la
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"t—cotd t . fZ..—Z tt Zf t'ef f,et7,xF f— <Tif— t1 ZiacZa
+ 0,67 mGy/MBq Ces résiltats sont encourageans pour le transfert clinique de cette
molécule. En effet, ilsmontrent que le vecteur MIR1145 présente une fixation spécifique a

la mélanine etsa dosimétried s‘—feete— ''—" Zfe I ke of et fc"Fe f—
suggerent quecette molécule peut étre utilisée pour traiterpar RIVdes patients atteints de

mélanome métastaseé.
4. Le radiotraceur BA -52

Le radiotraceur BA52 (benzo(1,3)dioxolo-5-carboxylic acid (4(2-diethylamino-
ethylcarbamoyl)-2-iodo-5-methoxy-phenyl)-amide) (Figure 48) a récemment étéutilisé
..Stoe ZiS'eet tfoee —ef +——t1f (Mihetc*—1t t3 'Sfet
al.,, 2014) Initialement, 26 patients présentant des
et 7 fe'efe et _foe_fc“—fo ‘e 3 <o Z—e fTfee Zix——Tta of
premiére analyse en imagerie avec/852 marqué » Zi<*’ F'igure 48 : Structure de la
123 (activité injectée: 235 + 62 MBQ) a déterminégue  molécule BA-52. Mier et al., 2014
38% des patients présentaient des métastases pigmentéeSes patients, au nombre de 9,
sont éligibles pour une radiothérapie avec PL]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 lesecond groupe de 5 personnes it traité avec 4,3 6,6 GBq. Parmi les
patients du deuxieme groupe, 3 personnes ont présenté une survie de plus de 2 ans aprés la

thérapie. En comparaison chez lespatients non traités ou avec des doses inférieures a 4

. S:

.(’

GBq, leur survie moyenne était deu «‘<ed 3" "t— fe—c——e'"fZ T+ . t——F ¢'Z%.

observé aul8F-FDG en PET/CT sur des métastases inguinglet para-aortales 6 semaines
apres le traitement avec P]BA-52 (Figure 49). En conclusion, cette étude clinique
t+e‘e_"1 Zice—+"2_ amifdes yddiomarquées pour lutter contre les lésions
meétastasées pigmentées.Cependant, les doses inferieures a 4GBq ne semblent pas
suffisamment efficaces. lifse'...<f—<'s f7f... t1e ”f tpeuttdonc,_&trewnfehoix
e fZcod? 2T E— Ti—ed Uftofocte coe—""cofe—ta
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Figure 49 : Efficacité du radiotraceur [13]BA-52. A  T<ef %o T "¢F f—TFTi—e "f—cfe— "
présence de métastases inguinale et paaortale. Visualisation des métastases au PET/CT avant |
thérapie (B et D). La métastase paraaortale (C) disparait complétement 6 semaines aprées le traitement,
tandis aue la métastase inquinalel) diminue en taille. Mier et al., 2014
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ll. Radiothérapie interne vectorisée avec des
nicotinamides

Les molécules nicotinamides différent des dérivées benzamides par leur groupement
nicotine qui remplace le groupement benzamide. 7 f <+ — 1" perfnettant la liaison a la

mélanine esten revanche inchangée.
1. Les radiotraceurs MEL

Malgré des structures chimiques tres similaires,le MELO50 (F-6-fluoro-N-((2-
(diethylamino)ethyl)pyridine -3-carboxamide) et le MELOO8 @N-(2-(diethylamino)ethyl) -
B-c'tloc...'—coefoectt of T "£"Fe. . cte— f” ZicsFigltd 50f (Grefuric-<" ... —’
et al., 2009; Liu et al., 2008)En effet, le MELO50 peut étre radiomarqué uniggment avec le

“Z—'" gz Tf—" —et (of%oi”(:t f— —f'T(' “— % Z:l: rrz 'f—— 2-"%

131 pour une utilisation théranostique de la molécule.

Figure 50 8 —"—..——"% tte ec..'—cefoctto T2 fZ2 ke " —7 Zicof%ot¢
mélanome. if'"°e "t%—"<.. I— fZ&44& xvve f— <«— ft—- fZ&44 Xxvv~
La biodistribution des MEL a été évaluée sur deux modeles murirs Zi—e '*"—f—" t1f
tumeur mélanique B16FOt— Zif—-"%f t1 ——ef—" fexZfec*—1% uywéad f “<§f
significativement plus forte dans le modéle B16F0, démontrant ainsi la spécificité de ces

radiotraceurs pour la mélanine(Liu et al., 2008)
2. 1< ...§2‘°<...‘—<°f°<1':t

Le 6-chloro-N-(4((2 -(diethylamino)ethyl)carbamoyl) -
2-iodo-5-methoxyphenyl)nicotinamide (Figure 51), appelé

. Zoichlonicotinamide est un nouveau dérivé nicotinamide qui
Figure 51 : Structure de

Zict.. 8Z'ec.. ‘-~ Chamghtt 'f—— 2-"% of”""—3+ o 77i(Chdngsetuals 2815)En
al., 2015
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Lo frfe— Zf ... f’ —lf3kidehlohitotidamide par SPECTchez deux modéles de

tumeurs B16F0 (pigmentée) et AZ5 (amélanique), la fixation est spécifique a la mélanine

(13,48 + 1,77vs 1,67 £ 0,31 %Dl/g au temps 1 heure, respectivemen{Figure 52). Malgré

des propriétés similaires, ce composé posséde une rétention tumorale moins importante

“—t ... fZZ%t tiUEe dsYstt—a fZ'"e “—i rsrst fe— ¢ tsay © % f— —1¢’
e't°Z%t sx& Zi<'...SZ'sc..'—cofectt eife— “—ie yaru - sawt ° % f-
mémes tumeurs.On retrouve également une fixation importante au niveau des yeux des

animaux C57BI6 (16,84 2,18 %Dl/lg & i+8-"f ‘Zf—«<'s .St ZiS‘'eef 1+ Zf t*

pas été effectuée sur cet organe.

Figure 52 & «..."" Tt of—7"¢e wy x ""—f—efe tf exZfetet "<YhooFe—t
droite (A) et de souris BALB/c porteuses de mélanome amélanotique A375 (B). Les images sont
"tfZcotte SA& V F— tv St—"Fe 7% ZiceEL...— <" -loghlanidotinasides it
Chang et al., 2015
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lll. Anticorps radiomarques

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 ciblagespécifique grace a la haute affinitéantigéne-anticorps, délivrant ainsiles
irradiations uniqguement aux cellules ciblées. Les premi@s applications cliniques ont
démontré le potentied de la RITA o' —feete— Zi——<Zcof—c'e Tifo—c. . '2e otet 7
CD20 o f7"“— 09 _Z|"c—e ¢ "c——-e"elflode -toshlimomab) pour le traitement

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

o=t —Fete—a Tfee Zf . fe t— exZfe'etd Zf oxZfoecod oit—fc-
une cible potentielle pour la RIT car elle egprincipalement localisée en intracellulairedans
les mélanosomeshors de portée des anticorps. Cependant, le mélanome posséde des zones
hypoxiques, entrainant la nécrose desellules tumorales et le relargge des composants
cellulaires. La mélanine ainsi libérée dans le milieu extracellulaire va pouvoir étre cibléepa
un anticorps marqué. La RIT va entrainer a son tour une destruction des cellules saines,

augmentant ainsi la quantité de mélanine en extracellulaireSigure 53), (Klein et al., 2013)

Figure 53 : Schéma récapitulatif des mécanismes de la RIT ciblant la mélanine.  if’"°e fetZ t—
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Un anticorps antimélanine, le 6D2, a été développé ces dernieres années par
Zi+"“— <P Dadachova. Cet anticorps, couplé a un émettest le rhénium 188, a montré
—et L f'f..c—% TI Zcfcote o Zit—exZfoecet ofce tBafelfdtedet— o Zf
anticorps a montré une fixation similaire dans les cellules MNT1, qui sont eumélaniques, et
les cellules SKMel 28 qui sont phéomélaniquegDadachova et al., 2004)Cette aptitude a
cibler les différentes mélanis 3+ *t”e¢f— f— x t 112p0dr traitek s mélanomes
pigmentés, quelque soit leur composition en mélanine La biodc<s—"¢,——«<‘e t1 Zife—c..*"
6D2 est caractérisée par une clairance rapide de la circulation sanguine. Il est également
co’'V—fe— TE ef_g” f—F o7 The o' _Tce wy JERefXx—t..fpirHete |
détectée dans les organes pigmentés tels que la rétifa, peau ou les follicules pileux. En
Tt —84 Zf exZfecet "tete—f tfee . fe "%ofefe oix—fc— fo f...
2 ' flcof—<te <o"f FZ27—7F<"FA Zcoc—fo— fcooc Zte Ft°7F—e of ‘e
tissus, notamment au niveau rétinien(Dadachova et al., 20043 1+ "<...f..<«—* t% Zf
prouvée sur des xénogreffes de mélanomes humains MNT1 et A2058 Higure 54)
(Dadachova et al., 2004; Jandl et al., 2013)

Figure 54 & ~“f—e+ t1 Zif88Re:6D2’3ur des mélanomes métastatiques humains MNT1 (A)
(Dadachova et al., 20049u A2058 (B) . Les animaux ont été séparés en 4 groupes et ont recu en i.p.
SAW ¢ d8BRE-X t sSrr A% & ‘— sé&%RelgM;téu 100 ug de 6D2 froid ou du PBS. Une
diminution significative du volume tumoral a été observée dans le groupe traité avec le 188Re-6D2
Jandl et al., 2013
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it"" f-188Re6D2 a également été testé sur les cellules souches de mélanome
identifiees par les marqueurs ABCB5 et JARID1B. Le pourcentage de ces cellules est
identique chez les animaux contrfles et traités. Ceci démontre que, contrairement a la
Scec' =St frctad Zf "ft<' =St f'<t f Zif fe—f%t T et 'fe .., 2%
CIZZ—Zf<"ta ZZ%t ite”<...S cellulgs salifhes -et-détruit up¥ormément les

cellules tumorales(Jandl et al., 2Q3).

Devantcfe "te—Z—f—o "7+ Zcoc“ —Ted Zife—c.. '"e oot [ Z'efZ Xt
en étude clinique en phase I. Sur des patients atteints de mélanome métastatique pigmenté,
la médiane de survie des patients traités avel88Re-x t fe— Tife < ocly —fetce “—icZ
eite— “—3F T+ zaw e'ce '—" tie e —EF—+ f>fe— Figweba)Auelfec—Fote—
“(Ef—c'e Tfee ZFe —coe—e ofcee ex7foecote oife— ‘ ef""xt 4 ... Fe "o
modéle animal. Tfe—«<...188Re6D2 «ice T —<«— ’fets $dcondaires graves, plusieurs
“fo—ft—"e > Lte—"¢, —te—A s Zf ..Zf<fe.t Vf'<tt tF Zf <" —2

de la moelle osseuse, 2) la denvie physique dul8Re (17 heures) en comparaison avec le
NVY et13l] (2,8 et 8 jours respec-<~Fefe— 4 U ZitZ<coecof—<'e "f'<PReB) ZF "Fco
Zif,efe. . F T "<Sf—c'e t— X t Ffxe, Zifood—ocee e oA odiniguedic——t1 "

18Rex t f txe'e—"%2 —e <, Zf%F ti Zf —-—ef—"4 —eF f,ete.. %
—"f«—Fete—a (i alondgemént de la survie des patients. Cette radioimmunothérapie
”_””f(_ T‘o.__ 2_”:‘: fTo(.(o_”i:l: o:t:_z:t I :to ___‘o"(of(o‘o fNi '|'|f

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

Figure 55 : Réponse tumoral au 18Re-6D2 chez un patient atteint de mélanome métastatique
pigmenté ayant recu 0,74 GBqg/ sX «%o18§Re-6D2. A.18FDG PET/CT 10 jours apres le traitemenB.
18FDG PET/CT 24 semaines aprés le traitement. Le patient est toujours en vie 17 mois aprésdigement
avec une stabilisation de la croissance tumoral&lein et al., 2013
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2. Anticorps ciblantla MCSP

La MCSP (melanomaassociated chondroitin sulfate proteoglycan), aussi appelée
CSPG4 (Chondroitin sulfate proteoglycan 4gst une protéine transnembranaire identifiée
o Zi'"<YHoc<oet ..'eef —e fo—<%o®eF ——e'"fZ o Zf «—""Bienfgutte ..1727—
MCSP ne soit pas oncogene, son expression active directement ou indirectemphitsieurs
voies de signalisation associées a la progression tumaea Les voiesqui sont touchées par
la MCSP comprennenta survie (PI3K, AKTet H ), l'adhérence(FAKet les intégrines, et
la croissance/motilité (RTK et les voies en avaly compris ERK 1,2)Kigure 56). La MCSP
module donc de nombreux aspects de la progression tumorale. Elle est associée a la
“tref—cte tTh exZfetet fceec “—gdéfaverable(Price et al., 2011)

Figure 56 : Voies de signalisation activées par la MCSP. A) ‘<fe Tte co—2%o"coede ecefedd) -
Voie des MAPKPrice et al., 2011
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P18 "feecte T Zf f £—% "3-""—"2% tfee "Z—e t% {r " tie
(Allen et al., 2011)a Z eife— tre... "fo o—"""Fefoe_ “_FZ7F e'c— .teectx”
potentielle pour le traitement du mélanome. 1 =thérapie vectorisée (ATV) est une nouvelle
approche thérapeutique utilisée pour cibler le mélanome et contréler ou limiter son
t+73Z " $+%+—4 développée parune équipe (Allen et al., 2011; Raja et al., 2007)
implique la combinaison via le chelateur cDTPAdu radio-isotope 213Bi + e« 1 ——f -avec=
Zifoe—c..'7e otet Z'efZ o'x .. xX227F 1 Fmmunoconjugué 213Bi-cDTPA
{ataty f £—% —fe—x """ Zf o' .. Cc.<—*x@ Zit T f..«—x T- Zf
mélanome in vitro et in vivo (Rizvi et al., 2005) Les résultats ont montréune spécificité
o'tV fe—F ' —" Zife—<%ko°et 4 T8'"cex —ect—tete— tfee Z%1 ex7
localisation spécifique dans la tumeur. Les effets secondaires sont limités par la non

fixation aux organes nonrcibles, en revanche, la chelation de cet anticorps entraine la

Ttref—<'e Tif%ote— ...(AHén ‘ét<dl5-2011) Dans une étude de phase |, aucun
Treof%ot f— o< "tf— "kefZ oif £—% ' of""+ E—e“—ie St e'co f'"%
tife—c..(Rajaetal,2007) f——Ff *+——TF eifoe— "7'Z"«% fAlledetar 201t trss

et in fine 39 patients avec des métastases de mélanonmnt été inclus.Parmi les patients, 6
Tife—"3F £—S sw™ fe— efe_"4 —eof o _""¢f ¢ —"+"¢t—"% o u feed f "%
pas compleéte; il y a plutét une stabilisation de la progression déa maladie. En conclsion,
Zi eite— ’feo oif-ndighéd pour les cancers nortumoraux (leucémie) ou les

micrométastases mais également pour le traitement palliatif de cancer avance.
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V. Peptides radiomarqués ciblant MC1R

Les récepteurs a la mélanocortinel (MC1-R) appartiennent a la superfamille des
récepteurs de protéines Get ils sont exprimés dans les mélanomes mélanotiques et
ameélanotiques. Plus de 80% des échantillons humains de mélanome métastatique ont

présenté les récepteurs MCR (Miao et al., 2003)a Z eif % <— t'e... Ti—eF ..<,ZFf o

Co—tteefe—t Tt (71" o't . <"<“—Fete— Z% exZfe'etr '—" Zicef?9
ligand de MC1R est une hormone appelé =+ Zfe‘...>—F e—co—7f—<«MSH, 'qui'*t =
stimule la prot — ... —<‘s t3 exZfecetd 1o -MISHAFitfare- 57%), tdupkes a des

éléments radioactifs, vont se fixer au récepteur MGR et irradier spécifiquement le

mélanome.

Figure 57 & -"—..——"1+ t1 11— SMBHMiatanrd@Quinhi2008

Les différentes études précliniques ouvrent une perspective optimiste pour
Zi——<Zcof—<'s tTie "f'—ctite-MSH Akdraittment taus8Re(Argll)CCMSH
(Figure 58) ou au P2Pb]DOTARe(Argl)CCMSH a déja prouvé son efficacité aveoeu
diminution du volume tumoral associé a une augmentation de la durée de vie des animaux
(Miao and Quinn, 2008)

Figure 58 : Effet du trait ement 88Re-(Argl1)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 certainscas, la radiothérapie ne suffit pas pour détruire complétement une
tumeur t— f—%osfe—F" Zfe fTrofe " —" f—YooFe—1" Zit T<..f..c—% sife-
appropriée car de sérieux effets secondaires peuvent apparaitre. Plusieurs approches
"t"et——fe-mélioigr la radiosensibilité tumorale sont actuellement en cours de

développement.

|. Le coDbait : Leurre de la réparation

1. Structure et mécanismes

T . = Fe— —eof ext—Fe f TU T —,Z% <o Tt ut "fe<fe T
molécule de cholestérol, di efec®"F ...*"fZte—F Fe o'e FE_"+ec—x wid f <o ¥
absorption cellulaire (Figure 59). Cette nouvelle molécule cible les voies de réparation
double-, "<+ t% Zi Tfee Zt ,—— t% efeec «Zcet” Zte (QuaiztalZ te « Zf
2009a) ou a la chimiothérapie (Devun et al., 2012) Le coDbait agit comme un substrat
ecot <" —F "ce < fZFete— Tfee Zf "<t T Zf Ere.—<'e TiFE—"Hec—1%
dans un premier temps la poly(AP-ribose) polymérase (PARP)Croset et al., 2013) La
o fe fTE TE ecUosfZcof—cte oif . —<"F f7F... Zf 'S*e’S'""sZf—<'e Tt .
139 (@t o— <= f" Zf e—<«—F ti—et St f..-PHQuanztetalZitece>d
2009b). Ce leurre désorganise et séquestre les mécanismes de réparation en amont, les
cassurfs t1 Zi <* T — undg radipthérapie ne sont pas détectées et donc non

réparéesfavorisant lamort cellulaire.

Figure 59 : Structure du coDbait. La molécule de Dbait est compogéti—e t'—,Z% "< ti st
de bases relié en épingle a cheveux. Afin de la protéger des exonucléases et des hélicases, les extré
libres (nucléotides soulignés) sont substituées avec des nucléotides phosphorothioates. Afin de faciliter
passage membranaire, le Dbait est lieuamoyen du triéthyleneglycol & du cholestérol, cette molécule es
alors appelée coDbaitSchlegel et al., 2012
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2. Tests précliniques

Les premiers tests précliniques ont été effectués en 2009 sur les tumeurs
"frc'"tece—foe—te F'ta —strw iaton dwBbail,fencinjection 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 complétet $ Zf ——ef—" o—<" <t ti—echute(Quarizets s fee ”
al., 2009a)

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 surviedes animaux transgéniques dans le cancer
colorectal, indépendamment de leur stattKRAS(Devun et al., 2012) Dans le glioblastome,
le coDbait est associé a 2 irradiations de 6 Gy de cobalt 60. Le volurtumoral est
nettement diminué chez les animaux doubles traité§Coquery et al., 2012) Par ailleurs, le
coDbait ne présente aucune toxicité au niveau du cerveala derniere étude menée sur le
mélanome SKMel 28 confirme sonefficacité deradiosensibilisateur (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. & fZtet <t” ticeEt...— <" traitement tadical Z(RTii : 20 x 3
Gy ; DTO%4w: 12 x 4 mg). B et C : La croissance tumorale et la survie sont significativement contrélé
chez les animaux doubles traitéBiau et al., 2014

3. Etude de la toxicité

Les mécanismes de réparation sont importarst *‘—" Z1 efce—cfe ti Zice—x%
génétiguta Zfe <oSc, 3" eite— "fe fotce F— Zice@®t..—<'e Tt ' fc—
altérations. Des études de toxicité ont été menées chez deux espects rat et le singe
(Schlegel et al., 202). Elles consistaient a injecter en sousutanée douze doses de coDbait
Tt z& sx ‘— ut «% 'f” T'etd e focof—8 ‘o <Fe —'Zx"+ ZF —V"fc—Fs
rapportée. Cependantune réponse inflammatoire dose dépendante est apparue au niveau

dfe ec—te tice(E fa btéréversiild Zur une période de 2 semaines. Pour limiter ces

Pob—e o e fReA <2 Fem ETETFLZE Fiftecece"Y 28 L fom o
Une administration systémique du coDbait est peu envisageable, unectorisation de la
*Zt..—ZF% "FVed-——"fcm —e f17Recf% ¥ o'+ .1pas Sa-diffusforretdde’2. St

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

f —'Zx"fe..f $— Zit <. f. <=t ti—et ftoecece—"foaveeld ..fZ% t
RT est en essai de phase 1 chez des patients attairte métastases de mélanome non
résecables Chaque patient a recwne RTde 3 Gy/5 jours par semaine pendant 2 semaine
sur toutes les Iésions tumorales, alors que seulement une ou deux Iésions ont assciées
avec ducoDbait (DTO1) 3 fois par semainependant 2 semaines.La plupart des effets
et et fete t—fcte— "xTf7e,ZFe f—  Zcsc—xe f— ec—F ticeQ
pharmacocinétiques suggérent un passage systémique du DTO1 de facon +iogaire. Les
taux de réponses globales étaient de 68 et 48 %our les Iésions tumorales traités ave®T +
DTO1 et RT seule, respectivement.Ces premiers résultats suggérent une activité ant
tumorale & fcee< “—i—et fete . F TF —'Sc..<—% FT—- —ef Feo-T¢,——<'
(Letourneau et al., 2015) Cette approche peut fournir une option innovante dans le

traitement du mélanome.

. Lesnanoparticules

Les nanoparticules sont des agentss —Z —«<" ‘e ... —<c‘eetZe " ZicofBot" <t F-—
en pleine émergence dans le domaine de la recherche anticancéreus&t ... Zif fe..+%f t3o
technologies, il est maintenant possible de proposer des nanostructurespntenant des
€léments avec unnuméro atomique élevé, qui sont utilisés pour la radiosensibilisation
—— ' fZTA —e"—Te ""tete_4 Zie ofe'f”plus employéetMeshahi, t—+ Z3
2010) ef<e tTif——="%e ofe'’f"—c...—ZFe tEco—te— f7F... —e A—" o

nanoparticules de gadolinium.

1. Structure et caractéristiques des nanoparticules a base de

gadoli nium

Les nanoparticules a base de gadolinium (GBMnt un diametre hydrodynamique
e'>Fe tTF tad{ - rat eed ZZte ote— . tee_c——xte ti—e o f— Ti'E>t1
ti—e3 1~ tde polysiloxane(Figure 62) (Lux et al., 2011) Lespropriétés t — ...a—" t%

gadolinium permettent une utilisation multimodale des GBN En effet, elles peusnt étre
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détectées par IRM et également étre utilisées poua radiosensibilisation. Les propriétés
radiosensibilisantes des GBN proviement du numéro atomique élevédu gadolinium (Z=
64) qui leur confere une densité électronique importantelLes GBN sont activées par les
radiations ionisantes émises par la radiothérapie. Les électrons de haute énergie induisent
Zf "t — . —<'e TixZ1 ... -7 «faiblé énerdief et’ garcdutsainsi que la production
de ROSCes effets secondairesont impliqués dans la radiosensibilisation(Calugaru et al.,
2015).

Tf—="%e . fe’fete ;T _"te_ 2_7% %" e o —" ZVHE %ot THTe
oo [ %0 "TUef— ticeexVt” t<"i. —Fefe— TIPeseectedrs, tefstque ... —<
ICF01012, peuvent également compléter les GBN pour un adressage vers une cible
spécifique. Pour finir, des fluorophores organiques complétent les caractérigues des GBN

pour une utilisation en imagerie optique.

Figure 62 : Structure et caractéristiques des nanoparticules de gadoli nium.

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

une administration intraveineuse ainsi que k passage deal barriere hémato-encéphalique
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(Miladi et al., 2013) Il a également été démontré que les GBN pénétrent dans les cellules

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

Les propriétés radiosensibilisantes des GBN ont été testéasvivo 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 rayonX tTi—ef *ef" %<t e'>feef T1 {i
keV, associésaux GBN(Le Duc et al., 2011)Récemment,une étudein vivoavec des GBN
marquées avec Cybw f e‘e—"% “—1tZ7Z%e t< "—ofcfo— cooextcf—Fefoe— tfeo
tumeur et persistant E —e+“—7Te sw ece f’”° Figlire 6EA)..De-plusune diminution
du volume tumoral des cellules SQ20B~{gure 63B) et dela prolifération cellulaire (Figure
63C fcoec “—i—ef f—%kT7if{YFighre 63D) ont démontrées lorsque
Zi<""ftof—<te £8—F7ef Tt sr > f £—2% . .(Miladietalf,2014) Sut des
cellules de gliome US87 in vitro, il avait également été démontré une augmentation du

nombre de cassures simplérin (Mowat et al., 2011)

Figure 63 : Effet radiosensibilisant des GBN combinées avec irradiation externe de 10 Gy sur des so uris
porteuses de tumeur SQ20B. A) Image optique des tumeurs SQ20B apreés injection des GBN marquées av
Cy55. B) Volume tumoral aprés les different traitements.C) Détection de la proliferation cellulaire pai
marquage au Ki67 sur des tumeurs prélevées 7 semaines apreés traitemeB). +—1..—<'e T+ Zif'*"
marquage TUNELMiladi et al., 2014
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lIl. Inhibiteur sde protéines impliguées dans la
reparation

1. Les inhibi teurs de PARP

A ce jour, 17 isoforms de PARRoly (ADP-ribose) polymérase) avec des domaines
et des fonctionsdifférentes ont été identifiées Elles sont divisées en 5 sougroupes, la
PARP1 et 2 étant impliqués dans le maintien T+ Zi<e—% %" «—+ (Gith etead’ -2005)
Z7%e tx—f.. . —Fe— Zte ... fee—"Fe t'— Zie dotiventied dystemies dét Zi
réparation. La PARP1 est une pr@&ine nucléaire qui se lie aux extrémités des cassures grace
au zinc present sur sa partie Nerminale. Aprés la liaisons Zi  adafrhine catalytique
hydrolyse NAD pour synthétiser des chaines linéaires et ramifiées de poly(ADBfbose) et
“—< ot Zcteo— o S t— o tif—="Fe ""iokcete <o ZRiQuresttly (Anfee Zf "+
et al., 2004)

Figure 64 & +..feceet tif ... —<'e t1% T — <o S, =< ¥ "BiRélaAd Fys 205

i Zf f"<, te— —e <eSc<—1-PARR2 et PARPS&itilisé chez les patients
BRCAL et BRCA&wtés dans lecancer du sein ou des ovairefOza et al., 2015t il possede
plusieurs modes tif...—Figure 64). T Zf'f"<, ..'¢'"‘et— Zf ..f'f..<—% tito
produire des chaines PAR en entrant en compétitioavec NAD. i f,ste...f t3e ...SfActe
Toe—"fceof —et <o f'f..<—% Tf "t..."——3" Zte fDepis@" LU ZfZf "2+ "]
peut se lier au site actift £ Z f fee'ict o ZT & Z Fe'2..St Zf teeot i cf—
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Zf '<°%t +—" Zi aisnide“profassusf de réparatiorLes inhibiteurs de PARP
affectent donc les cellules cancéreuses en inhibant leur capacité de réparer leur génome
(Bixel and Hays, 2015; Yap et al., 2011)

En association avec une radiothérapie sur un modele de cancer du poumon, des
inhibiteurs PARPont montré une augmentation des lésions doublg, "<e¢ 1 & “— fe—<"<tfe
fTZY —f—38 Ti@ t & Fe "E'EV . —eeciee (o T(T' ef ete_ _ft_—<—Fe
volume tumoral (Albert et al., 2007) Dans le cas du mélanome, les inhibiteurs de PARP ont
été associés avec des agendtkylants tels quele temozolomide. La croissance tumorale des
animaux traités avec le temozamide seul était 40 fois supérieure a celle des animaux

traités avec temozobmide et les inhibiteurs PARRToshimitsu et al., 2010)
2. Les inhibiteurs d u cycle cellulaire

Les traitements anti-cancéreux (radidhérapie, chimiothérapie) agissent pour la
plupart en endommageant!'ADN des cellules cancéreuses » '"tefe .. .t Ti—ef ... fee—"%F
Zi & Zte ..Y¥ZZ—Z%te fUU2—tfe— ZF—" "7k f—<te te ot fe 7
“t—Vec— ZF —fe’e tF "xinhioel Zfe 'Vi—tcete tE L 'e—"@Z% 't7et— Zif
ec—‘et 1 Zf . tXZZ—7% ofZ% "+ Zf '"xefe .t TE Ztec'eo Tt Zi ¥ -
aux traitements augmentée(Lord and Ashworth, 2012). Les nombreux inhibiteurs étudiés
ciblent différentes protéines de contréle a différentsstades Figure 65) (Aleem and Arceci,
2015).

La protéine Wee estune kinase nucléaire qui stoppe la progression du cycle
cellulaire en G2/M.Les composés PD0166285 et AZD775 de la kinase Wednhibent son
activité et obligent la cellule a continuer son cycle cellulaire malgré des cassures double

. <o 171 (Bridges et al., 2011) entrainant ainsi une mort cellulaire par catastrophe

mitotique T — —ef efeec «Z«—% f.. .. "l-e-RDO1a@6P85" dst wif inkiiteur de Wee

testé sur la lignée de mélanome B16. Il induit précocement la division du cycle cellulaire

feeoc “—T—e T cocoatranserigtibn de la cycline D(Hashimoto et al., 2006) Plus
récemment, (Vera et al.,2015) a montré sur des cellules SHel 28 et SKMel 147 que
Zifee'icf—c's ti—e «oSc,«—ft—" tFf tt 1. Zf t'87"—,c...<ot f-
cassures double,,”<e t3 Zi &
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Figure 65 : Liste non exaustive des différents composés développés et utilisés en clinique ciblant
les acteurs du cycle cellulaire. 7 f'” °Allem and Arceci, 2015
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Les cellules souches cancéreuses du

melanome

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 régémér Zifeete 7 T+ Zf
" Zf—<te —— e f7F e fU " ti—difeatlt 2 ¥ 7ZZ-FdA <o—x"feof
C'esfA-"% Zit " f..c—x Tt Zf "f1< =St f ¢t co—F et o—7" L F-—% "

. Deéfinition des cellules souches cancéreuses

e trrxa Zi ef .. fe eet L (f—c'e T fe  f" feff”..S f
définition des cellules souches cancéreuses<Une @llule souche cancéreuse est une cellule
ec——zxf Ffee —ef ——et " “— ¢ oot dredofivelerf étfqui esticapdble b — -
produire toutes les cellules qui composet —e3 ——et—" S+_+"'%°ef ya if’'"°
définition les propriétés essentielles descellules souches cancéreuses (CSC) sont donc
l'auto-renouvellement et la capacité de donner naissance a une descendance qui peut
croitre et se différencier. Ceci impligue que les CSC possédent une nature hiérarchique.
Cependant, cette théorie est opposéeau modele stochastique, ou toutes les cellules
tumorales sont équivalentes et sont capables de produire une tumeur hétéroge(€larke et

al., 2006).

. Modeles pour le développement et la
croissance tumorale

Les tumeurs sont hétérogenes, subissent une prolifération incontrolée et présentent
des propriétés d'autorenouvellement. Deux grands modeles proposent une théorie sur la

croissance et le dévimppement tumoral (Figure 66).

Dans le modéle 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 cellulésmorales 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
"fe'—"F7374 ft— treed” Z<f— o t<"f"ete | dsZde—capdcité dAsete “‘—< o

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

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

conduire a une récidive aprés une réponse initiale aux traitements.

Figure 66 : Deux modéles de progression tumorale. Dans le modéle hiérarchique, il existe un sods
feete,ZF T+ ..32Z2Z—Z71%+ “—< o «renouyelgr,ef de ddrinerinfissarice a des cellules filles. Cet
qualité est unidirectionnelle, et si cette population est épuisée, le tissu sera incdpa de se reconstituer.
Dans le modeéle stochastique, toutes les cellules sont capables de se comportenme une cellule souche eng
termes d'auto-renouvellement et de multipotence. Les facteurs extrinséques, comme les protéine
extracellulaires ou les facturs de croissance, régulent les cellules en termes d'entretien, déférenciation
ou de mort cellulaire. Lang et al., 2013
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T 1<+ —1slE-un modele de souris immunodéficientes. Ce procédé révélera si les cellules
transplantées possédent a la fois la capacité dei § —reriouveler et de générer une

descendancan vivo(Lang et al., 2013)

lll. Marqueurs de CSCde méelanome

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
ef"t —F—"e <tfe—<"cte fe— ZifTfe—f%t Ti2—"1% tie. artainsiedee Tt o—"
séparer les cellules au cytometre de flux aprés un marquage avec un anticorps fluorescent.
Chaque type de cancer posséde ses propres marqueurs spécifiques, ainsi pour un cancer
des poumons, le marqueur CD177 est caractéristique des CSC tangiee 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 ABCBS5.

1. CD20

Le marqueur membranaire CD20, normalement retrouvé sur les lymphocytes B,
été associé a des CSC de mélanome. Ces cellules CD20+ présentent les caractéristiques
T+, 7<=t " f" Zi a o o f " <taliféf t—Zifenduvelement. Une étude menée
sur des sphéroides enrichis avec des cellules CD20+ a montré un degré pilsvé de

multipotentialité en comparaison avec une population CD2QLang et al., 2013)

Actuellement, des traitements antitCD20 sont utilisés pour cibler spécifiquement les
CSC. Le rituximab est un anticorps ar€D20 qui a été utilisé avec succes dans le traitement
des lymphomes. Le rituximab a également été testé chez 9 patients présentant d&éréses
de mélanome avec des taux importants de récidive. Chez 5 patients sur 9, aucune tumeur ne
cifoe— T+£7FZ 2% T fee Zte vt o'ce o —(Pinfeeetal, R042)f «—Fote—
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2. CD133

Le marqueur CD133 est une glycoprotéine trasmembranaire également connu sous
le nom de Promininl. 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 exprimdans 17% des naevus, 39% dans les

mélanomes primaires et 46% dans les mélanomes métastatiquéslein et al., 2006)

Une étude amontré que les cellules CD133+ et CD138taient toutes deux capables
Ticec—<i” T1e (Quintdna-étal., 2008) Une étude contradictoire a montré que seules
Zte .tZ272—Z%t+ suu? ‘e— <ot—c— —oF ——otMorizanicetZalc 2007y f T
o "f7fe...STA ZitE "teects Tt suu f x—% "FTZctf o —ef " %o feecte
ZiceSc, «—<'e tTF .. % -efuigaitB-uie dimmnbtion de la croissance des cellules

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

Les transporteurs ABC —"fee’*"—F—"¢ o Zj <otco% foeef——% "
ensemble de protéines transmembranaires. Leur role est de transporter divers substrats a
—fTETe Zf efe,"fed >—""Zfeec —% Feo ——<«Zcofe— Zitet"%o<t T'—"ec
Les protéines de transprt ABCG2 et ABCBSsont connues dans la résistance aux
traitements anti-cancéreuxet ont été identifieées dans les CSC de mélanoig&chatton et al.,

2008).

Le transporteur ABCG2 est impliqué dans la résistance a une grande variété de
et tc.. . fote—ed Tifeo—c,c'—<“—fe F— tice SWMHS-ABEEB2 dst cOBXPridIé %o * + 1
avec lemarqueur CD133(Monzani et al., 2007)a ZiSt—"% f..——17Z7%1t& ZFe+ treet

préliminaires pour lier fortement ABCG2 aux cellules souches de mélanome.

ABCB?5 a été détecté dans des mélanocytes primaires, des cellules de mélanome en
culture, des tissus de mélanome humairfSchatton et al., 2008) De plus, ABCB5 a été
observé dans des cellules de mélanome indifférenciées et non pigmentées. Son expression

est corrélée avec la progreec‘s t— exZfe'efd Ve ti—ef _—Vfee'Zfe—f—_c'e o
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& Zf ' —Zf—<'e W2 f #£—% Fe efe—"1F ficet—<"f tTFe ——o:
Z2iS+—x""Y%otoet<—* . FTZ272—7f<"F . f'f..—%£"co—<"—F t— exZfe'eta
anticorps monoclonal diri%o+ ... s—"1% W f "FUece ticeSc i" Zf .U 'ceefo ]

mélanome implanté a des souris NudéSchatton 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/ILZ - a montré que les cellules tumorale
circulantes ABCB5+ ont généré@es métastases, démontrant ainsi que les CTC ont un

potentiel tumorigéne et une capacité invasivéMa et al., 2010)

4. CD271

if' —>fe— o—" ZF .o f'— “—1% Z%o Tt exZfe'et ""Htefoe—te-
des cellulessouches de la créte neurale, le récepteur membranaire CD271 a récemment été
identifié comme un marqueur de mélanome. CD271, appelé également PT® est le
récepteur du facteur de croissanceneuronal (NGFR, Nerve Growth Factor Receptor). Les
cellules CD27s2 ‘e— o‘e_"+ —ot  f'f..<—% tTicec—cf—c'e t& Zf ——ef—"
cellules CD27%, et, en plus, ont donné lieu a des métastases lors de la transplantation sur
un modeéle murin (Civenni et al., 2011; Shakhova and Sommer, 2013)Yne autre étude
(Redmer et al., 2014)a montré que des cellules de mélanome transfectées avec ddsRRNA
ciblant CD271 perdaient leur capacité tumorogénique. Les cellules CD271+ surexpriment

les génes caractéristiques des cellules souche®CT4 et NANOheli et al., 2014)

V. Traitement ciblant les cellules souches
cancéreuses

Les thérapies anticanéreuses conventionnelles ciblent principalement la masse
tumorale et la souspopulation des CS@vecdes propriétés différentesreprésente un pool
de cellules résistantes. Par conséquent, un traitement conventionnel combiné avec un
ciblage thérapeutique sgcifiqgue des CSC pourraiaméliorer le controle de la croissance

tumorale et diminuer le risque de récidive.
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Ces approchesthérapeutiques pourraient avoir différentes conséquences sur les
csca , 7' — t -rérigvellement, induire une réponse immunitaie anti-CSC, inverser la

résistance aux meédicaments ou perdre le statut CSEidure 67) (Murphy et al., 2014)

Figure 67 : Stratégies potentielles pour cibler les CSC. A «,Zt” Zf ™' «fenbiifelement pour
supprimer la réplication des CS@) Bloquer les transporteurs (ABCB5) et combiner avec une
chimiothérapie standard pour sensibiliser les CSC au traitemer() Initier la différenciation des CSC en
cellules «classiques» qui serait ensuite soumis aine chimiothérapie.D) Utiliser les antigénes spécifiques
des CSC pour développer des vaccins et améliorer la réporise i f’"°e —"'S> t— fZ44 xvwz

Une cible moléculaire clé est ABCB5 car il est non seulement un biomarqueur des
CSC mais il est égaleme— o Zi‘"<%o<et T+ ... Scoc'"toco—fe T4 feo fo—c..
ciblant ABCB5 ont déja été utilisés comme thérapie potentiellrank et al., 2005; Schatton
et al.,, 2008)et ont montré une diminution de la résistance des cellules de mélanome a la
T 8" — ,c..cot@ Zeo 'e— frooc thoete "t "t 7% <, Zf%t Ti w o f——
sensibilité a une chiomiothérapie.En utilisant les capacité des LT pour identifier et détruire

les cellules CD20HSchmidt 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 métastase, les options thérapeutiques restent encore
oo —""cofe_ted fZ% "t Tice''"—fe—e "V'%"°e ffee Zf '"cof feo .S
mélanome meétastaseé, 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% dess
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 thérart@pie est
marquée avec différents isotopes radioactifs pour une utilisation en imagerie (lode 123) ou
en radiothérapie (lode 131). Des études ont précédemmente‘s—"+ “131JICF01012
induisait une inhibition significative de la croissance tumorale de tumers 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 xénogrefi@onnet et
al., 2010) que sur les modeles B1§Bonnet-Duquennoy et al., 2009) Les objectifs de la

these onteu pour but i) de réaliser des études delosimétrie dans un modéle de mélanome

humain i) $if ' " " tetc” Z4e ot . focoote t1 "t est o 7f tfee Zte o't
S—efcee <ot '—fe—<fZcet” Zit "t— 11 -injettion He smdlfcuteSbo <t f”
CETTfem TE ZE—"7He 7 ZE ese—Ceb R U fUfoce T 2T AL, fom

base de gadolinium, atome lourd dont les électrons périphériques peuventpres

irradiation , augmenter les Iésions oxydatives.
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Matériels et Méthodes

|. Lignées cellulaires

Les différentes lignées demélanome utilisées possedent des conditions de culture,
des origines et des caractéristiques différenteslableau 8). Le milieu estsupplémentéavec
4 ug/ul de gentamycine qude que soit la lignée Les cellulessont incubées a 37° dans une

étuve a atmosghére humide et 5% de C®

Pression
Lignées de Milieu de  Quantité de
mélanome Origine Provenance  culture de SVF  sélection
Mélanome pigmenté Dr. Fidler
B16BI6 métastasiant dérivant de la ) DMEM 10 %
e (Texas, USA)
lignée B16F0
Transfection
B16BI6-Luc réalisée parle  DMEM 10 % 50%%‘9’ ml de
: éocine
laboratoire
Mélanome spontané
B16F0 retrouvé chez la souris ATCC DMEM 10 %
C57BI6
Mélanome humain pigmenté
SK-Mel 3 T+£"¢"2 ti—ef ox—f ATCC o >Tew 15%
ganglion lymphatique
SK-Mel 28 I ATCC MEM 10 %
amélanique
Mélanome humain trés Itrzge?rir}_h;ia
& i Ly p— T— ‘5Te 0,
MzGen émzlr?cnf:?rj:e;t Ieura:rl | (Laboratoire hen 0%
P P DORE)
Métastase ganglionnaire
humaine obtenue en 1975 Dr. Doré
M4Beu par curetage ganglionnaire & Inserm U218 DMEM 10 %
partir Ti—e e£Z fe'e Lyon

foudroyant

Tableau 8 : Conditions de culture et caractéristiques des différentes lignées de mélanome. ATCC
American Type Collection (Biovalley, Marnes la Vallée), DMEM —Z % ... ... ‘Te “T<™c¢E T i

*T(—""% tea F"%> ‘e—‘<efd "fe..I & .. ‘>ie w Minimim-ES%ertial aMedia
(Invitrogen).
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1. Culture en sphéroide

Les sphéroides sont cultivé dans le milieude culture adapté supplémenté avec 0,5%
de méthylcellulose(MC). Afin de bienhomogénéiser le milieu + MCles aliquots sont placés
sous agitationune nuit a 4°C. Le milieu + MC est versé dans un puits de prélevement seeril
puis le volume de suspension cellulaire nécessairest ajouté pour avoir une concentration
T+ srorrr .. fZ2Z—Z7%+ «7&apipeds fruttitanhiix-$G0 plde cette solution sont
distribué s dans une plague 96 puits a fond conique stérile et non traitée pour la culturee
contour de la plague est complété avec du PBS. Les sphéroides sont ensuite incubés a 37°

dans une étuve a atmosphére humide et 5% de €O
2. Invasion et migration

T<e™ fec'e &yaluée parle passage de cellukka travers une matrice de matrigel
(BDphamigen, Dutsche}, tandis que la migration se traduit pale déplacement des cellules
ti—et ...Sfe,’t o Zif—-"%1a [ ~1<ZIZXebinserts{@8@n; Grdiner.Bigdng,—Z1+4a
Dutscher) doivent étre coatés f~%... wr AZ t1 of—"<%tZ s srr t<Z—=x tfeo
(Invitrogen) sans C&+. Le matrigel doit étre réparti f — “‘et t1 Ziceef”’— —et< "otete
sans bulle. feo ... fZZ7Z—7%¢ ote— "7’ f +1fe Tfe2 Hiund coheenttatiod qui
varie en fonction du tpe cellulaire (100000 Cellules/500 pl/insert pour les B16BI6 par
T8Fe'ZF 4 Fo coof’—o oo "Z'e%ote Tfee ywr AZ Tt ecZct— . Zfeec"-
heures pour les B16BI6).

e Zf TVttt tice Zi<sfrl<'dPa" tie <eoef”—e uhcotoltigeet+ i
"7t e%ot tfee T4 Zit—SfeZ Srr " 7 "<&t" Zte 77— 7%ea of "co
découpé et monté sur lame avec du VectashieldAPI (Figure 68) (Fluoroshield, Sigma
Aldrich). Les cellules sont visibles par fluorescence et sbcomptées avec le logiciel NIS

Analysis(Nikon, Lisse, France)
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Figure 68 : Visualisation par fluorescence DAPI des cellules B16BI6.
3. Colony Forming

La radiotoxicité in vitro fe— Tx—1"ecext o Zifctt Ti—e —Fo— Tid <. f
(Colony Forming) permettant de mesurer la capacité deurvie ti—ef ... 1727Z—Z7% <o'Zx%

traitement. Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits a raison de 200 cellules

B16BI6/2 mlpuits afind 1, —te<” tHe .. tZ7Z—Z%e <o'Zxted e "Zf“—Fe ote_ "’
Z2it——"F f fe— 7% t+,—— t— —"f«—1 BUHCGFOID1R Atdjouté pendarts f » —
tv Sf—"fed "°¢ to—f '+t tice..— foc'ed 2% —"fc—Fotom to

laissées en culture, le temps que les colonies se développent (environ 10 divisions). Aprés

"«Ef—c'e o Zix-—S fes' Zellsles sbnt colorées par une solution de cristal violet (0,2%
dans BHO) permettant ainsi de dénombrerles colonies comportant plus de 5Qellules. La

survie cellulaire est calculée selon la relation suivante

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

4. Transfection avec le vecteur Luc ou ShRNA

a _fe—1" 7f efeec «Zc—% tte . $77—7Fe ¢ Zifo—c, '—c"—

Avant de commerer une transfection, il est nécessaire de connaitre la sensibilité
tte . FZ7Z—7%e o Zife—c,<'—<“—1% T1 e+7¢ ensemedcéeseen plagué6-Z 1+ «‘e
puits (200 000 cellules/puits) pendant 24h puis incubées avec différentes concentrations
t1fe-otigue (Tableau 9). Afin de bloquer les transporteurs membranaires qui €jectent
Zifo—c,<'=<"—F S7e T — . >—""Zfeetd «Z 't—— 2-"% ——<Z% tF 'Zf..:
f7fe— 1% ZFe of——"% ¢« Zit——"14

Lignées et ADN transfecté Antibiotique Concentration  Provenance tf Zi —"fee
B16BI6 et Luc Zéocine 2 000 pg/mi InvivoGen, Lab. Dr. Eschalier
B16BI6 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. _"fee f. ... —<'e t— ex7F .. —<'e tte . F77 7% fTF... ZF°

I oec— ‘Z>'Z—e f7et— tice.ddns des micelles qui
pénetrent ensuite dans les cellules. Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits et la
o'Z——<'e t A% Ti Tt "t —F—" 2 trr AZ tF —fe''e . teef” <fZ 2
répartie par petites gouttes sur le tapis cellulaire. Les cellules sont remises 24 heures a
Zit——"% f fe— tf e— <" Zf ""feec'e tf exZt . —<'ed f ecZct— ..'e-
fo— @— t— "t Zf .k f" ZF e<Z<F— . te—Fefelt Zhfectuit¥—Tfie to
intégrées le vecteur sont enlevées régulierementa pression de sélection peut également
2% teoco—tF f— "—" f— o efe—"f E—o"—ies Zi',—Fe—<'e TIAZ' -
vecteur. Les cellules finales obtenues sont cultivéede facon «classique», la pression de

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

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

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

Sur la lignée de mélanome SKiel 28, les antigenes CD133 et CD271 sont mis en
+ ctte f f7 Zf T<Ef—<'e fi—e fe—c..'"e o'x . < hord. Lef" —+ [T
anticorps suivarts ont été commandés (Miltenyi Biotec, Paris) CD133/1(AC133)}APC,
human (ref 130-090-826) et CD271(LNGFR)ioBright FITC, human (ref 136104-847).
Afin de faire des contrbles négatifs, des anticorps marqués FITC ou APC ont été également
utilisés : MouselgGL-APC (ref 130092-214) et Mouse IgG1 VioBright FITC (ref 130104-
513).

Les cellulesSK-Mel 28 cultivées en 2D sont récupéréeavec du «Cell dissociation
buffer-Enzyme Free feeei, f % (Gibco). Il est important de ne pas utiliser de trypsine,
car cette solution est agressiveet détruit les marqueurs membranaires Lors de culture en
3D, les sphéroides sont poolés, centrifugés & surnageant est éliminé. Legellules sont

ensuite dissociées dans de la collagénase 0,8ituée dans du PB$endant 30 min a 37°C.

Apres dissociation, lesellules sont centrifugéeset remises en suspension dans 20 pl
de PBS(pour 2 millions maximum de cellules)a ¢ fE'——% fZ'"¢ t AZ tife—c..*”
marqueur de mort cellulaire (lodure de propidium (Sigma)ou 7-AAD (Tonbo Biosciences,

Cliniscienceg et on incube 10 min dans le noir a 4°@Rlusieurs marquages peuvent étre

"t fZcote o7 7% e2ef +  Sfe_<ZZ'e o _tefc—<'e “—f Zte "Z "’ SH”
e2ef 7'e% —7F —" L#s ‘cefilés sont ensuite lavées dans 2 e PBS centrifugées et
”:l:.(.:t' :l:o o_o’:too(‘o ‘l‘f.o — e ~‘2_0¢ f"'i“_f_ re__” Z]’f.fZ)o:t io LD

2. Irradiation externe et évaluation de la radiosensibilité

par colony forming

Les flasques de cellules cultivees en 2D soentierement remplies de milieu de
culture, les plagues 96 puits de sphéroides sont complétées avec 100 ul de milieu + MC. Les
flasques et plagues sont traitées avec une irradiation a 2,5 Gy. Le supplément de milieu des
"Zfet—te toe— feZt " f— Zte [ FZ7—7Ztatdheurtgocete o Zit——"F "fef
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Les cellules souches sont marquéeselon la méthode décrite précédemment puis
triees au cytomeétre 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/groupegellules totales,
cellules CD133+, cellules CD271+ et cellules CD¥&ID172-4 '"°e sr E‘—"e o Zizt——"1f |
Zte . tZ272—Z%e o'e— "<Sxtte o Zix-Sfe'Z '—ce L 'Z'"tte f— . V<o—fZ
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[1l. Animaux

Les xénogreffes de mélanomes humains sont réalisées sur des souris Swiss Nude
agées de 6 semaines. Ces souris sont choisies en raison de Istatut immunitaire
(déplétion en lymphocytes T),qui permet la croissance des cellules tumorales humaines.
Pour lemodéle syngénique, des souris C57BL/6J sont utilisées. Les animaux proviennent de

Sf"Zfe <17 f,0"f-=""<te if,"FeZta ‘'LeGenestSHslkiFranps <t

Les animaux sont élevés dans des conditions standards avec un cycle
diurne/nocturn £ T3 st St—"1e4 —et —Fe't"f——"%1 . tee—fe—t ti tsl F-
et la nourriture. Les souris traitées avec PU]ICF01012 sont hébergées dans un
confinement plombé eten cage individuelle f “<e Tix"<—1" Zte " ftcf—c'es . icottfe
manipulations sont effectuées en conformité avec les recommandations du guide pour le
eice t— Zi——<Zcof—<'s tie fecefles piotocdds,bhf été Validés par les
cse—feo. . fe Z' . fZte tt t- DAseignementSupérietr éide laecherche.

1. Inoculation des cellules aux animaux

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

surnageant est éliminé et le culot est repris dans du PBSa concentration souhaitée

a. En souscutanée
:l:o fo(of_é ‘o fo:l:o_gio(io ’f” (oéfo_(‘o 'l'T(o‘AZ_”fo:té :t

les cellules sont injectées esous-cutanée (100 pl/souris) a raison de 5x10, 4x10, 3x1(,

pour les cellules SKMel 3, M2Gen et M4Beu respectivement et 3xi@our les cellules B16.
Ie f.(.f—é efo— (Tte—<c <t ’f" — o of”“_f%o:t . Z]"”:t(ZZ:l: I- ”ilf"

groupes homogenes.
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b. En intraveineuse

Les animaux sont placés 10 min sous une lampe chauffante afin de dilater les veines.
lIs sont ensuite placés dans une boite de contentioet les cellules sont injectées dans la
veine caudale a raison de 15000 cellules B16/200 pl de PBS.

2. F..Sec* —1te ticinfhed "<t

a. Imagerie scintigraphigue plane

T "fta=-"f. f—" rsrst fe— of"*—+ o Zic'ti-vidul32et——1t—"
heures). La solution (100 ul) est injectée en intraveineuse avec une activité radioactive

Fige™ <" o MBRY

Les souris sont anesthésiées par une injection intrpéritonéale (200 pl/animaux)
avec un mélange 41 de kétamine (Imalgéne 508 ; Rhéne mérieux, Lyon, France) et de
xylazine (Rompur® 2% ; Bayer, France), et sont soumises a trois série3if ...“—<cec—< oo
¢..<o—<%"f'Sc<“—1te o uad tr f— vv SE—"fe 7% ZiceEt..—c'e T—
"tfZcott f— o' >te ti—meftefetitcrt f— ' 1-HMAGHR®, Bibspage

Te—"%ed f7¢ed "fe..F tT— Zif.."—<coc—<'e teZ-apylibMens et fT 1 ..
animaux sont placés en décubitus ventral sur le collimateur de la gamoaméra et la durée

Tt Zif..“—«coc—<'e fe— tF sr ece——ted fTt.. —ef “fe2_"f tixe
'St—xZF .. -"¢*—7F ti Zi<ti stu sxr 17 o swrie&analyste sgmi.  — <o <—<

guantitative 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 laciférine en
oxyluciférine. Cette réaction émet un photomui peut étre détectée par une caméra optique

spécifique (IVIS Spectrum, PerkinEImer

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

mg/ml. Les animaux sontrasés, fet "ece "f” «oSfZf—<'s iiméttBsalgcts0 pl

128



Matériels et Méthodes

de luciférine en intra-péritonéale. Apres 5 min de diffusion du produit les animaux sont
'Zf . ke —e f7 —e o' e 7% efe*—t t% Zi "F..="—ed fe T—74%
automatiquemen— ' f” Zif''f"i<za ‘ve t1 Zf tx—f..—<'e tf ex—fe—feta Z

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

3. Traitements et radiosensibilisation du mélanome

a. Radiothérapie vectorisée avec!p]ICF01012

i R rsrst fe— of"“—=+ o Zic'tf sus f"f... —eF Sf—-1
la méthode publiée(Chezal et al., 2008)

Apres différents temps de pousse tumorale Tableau 10), la molécule
[1311]ICF01012 est injecté en intraveineuse sur animal vigile a raison de 25 MB@/200
AZ fecof—38a if..—<"<—% "fte<f..—<"Ft "f” «@EF..—c'eo te— T% szt
syngénique et 25 MBq poures modeles de xénogreffedour les lignées humaines, atte
<e@EF...—<'e Toe— "£fZcextf U "fce o —eof efefcod tice—%""fZ7%

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
B16BI6 10 56 +7

Tableau 10 : Jours et moyenne des volumes tumoraux lors de la premiére injection avec
[131]]ICFO1012.

b. Injection de coDbait et de nanoparticuls de gadolinium

Le coDbait estfourni 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%t la premiére injection (100 pul) est réalisée 5 heures avant la
radiothérapie. Les animaux porteurs de tumeurs B16BI6 recoivent 4 injections

supplémentaires de coDbait a 1, 4, 6 et 8 jours aprés la radiothérafdi2 mg par injection,
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total de 10 mg injecté). Pour le modele SKlel 3, les animaux recoivent 2 injections
supplémentaire a 24et 48 heures suivant chaque injection de radiothérapie (1 mg par
injection, total de 9 mg injecté) Figure 69). Les animaux témoins recoivent dans les
e2efe L fetc—clee ZiFE .. cfoe—d o'c— —of o7 ——<'e o x"<ZF tF %oZ—..

Figure 69 &4 "‘—*..'Z% 11t Zi+-—— t®]fOR0L012favec le coDbait sur le modéle murin
B16BI6 (A) ou le modéle de xénogreffe SK -Mel 3 (B).

Les nanoparticules de gadolinium sont fourniepar le Dr. Tillement(ILM UMR5306,
Université Lyon 1). La solution denanoparticule est diluée une premiére fois a 200 mM
Tfee T Zitf— <ZZc<¢ '—co —eoF ot ... ‘ott "Les GBNrsont ifijgctées en &
co—"f——e"fZAa wr AZ ti Zf e'Z——<'e o vr e & cooxtcf—tefo—
T #31]ICF01012. Les injections se répétent les 4 jours suivants la radiothérapid-igure
70 & fe foecof—8 . te—"@Z%e "t-"<The— ZiFE ... <Fe— Tfee Zie e2efe

Figure 70 & "‘—'...'Z% t1 Zi+-—— 13I]CFO1012 favec les nanoparticules de gadolinium sur
le modele murin B16BI6.
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4. Contrble des différents parametres et prélevements

a. Suivi de la croissance et prélevementimoral

“co tr o tx—fvecet” Zico T Z—Fe. .t T— —Vfc—Fefe— o7 Zf 7'ceof
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
eo f— Zf"%oF—" Z fe ee ete_ "iZi"tfe f— o'5fe Fi—e it o L f—

T T £lUgr le volume tumoral (V en mm3) :
V=(LxPR)/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 deorceaux
T '"Fect” fe— 'Z'e%o+ Ti¢ Hquideta ZIBPWE puis conservér-zrt f <o tix——tct”
ZiF8 "feecte Tt T Tk Fe—Fe "o tceted Zif——"1F Foe— L teef"x tfee ¥
(AFA) dans le but de réaliser une étude anatomopathologique ainsi que des marquages en

immunofluorescencéhistochimie.

b. Evaluation du nombre de métastase

Le modele B16BI6 a la particularité de métastaser a partir de la tumeur primitive
pour former des colonies pulmonaires (Poste et al., 1980) “«<e¢ Tif—%oefe—-%" Zf
dissémination des cellules, des injections intratumorales de PBS (50 pl) peuvent étre
réalisées a intervallerégulier lorsque la tumeur est visible (par exemple J11, J13 et J15).

Lors du sacrifice des animaux portews de tumeur B16BI6, les poumons sont
prélevés, peséset le nombre de métastae pulmonaire est compté sous loupe binoculaire

(Figure 71). Lespoumones e‘s— fee—c—F 'Z'e%ote tfee Zi &

Figure 71 : Photographie de poumon envahi par des métastases spontanées de cellules B16BI6 -
Luc.
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~ X

‘e ti—ef <o@Ef..—c's Tte .. fZHIesthhroissdiffidile deedétérminer
le ete, "t T1 ex—fe—fetfd foeo ..f ...fe Zod Z% '‘<te THe '*—etee of”"_ T4
Zite fSceeteto—a
c. Prélevement de sang et quantification de la luciférase par PCR

fotd—t..—c'o t4 . 3272—7%e <" —Zfe—te fom —e fort..— <o
Teootocofocte the . 3727—7%e ——e'"fZbs clftes Bi6BELic cont &
VUt efe t— %o%et .. ttfe— '—" Zf Z— .. x"fetd .. t——% T1 e o

Zi "% fecoet The focof—8A f '"tete..t tfee Z1 of oWoighdye geocof—3 %

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

Prélevements sanguins :

Les animaux sont placés 10 minutes sous la lampe chauffante afin de dilater les
veines. lls 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 10vgl

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

Préparation des échantillons de sang :
Ajouter 200 ul de tampon de Lyse (0,32 M Sucrose, 10 mM THECI (pH 7,5), 5 mM

MgCl2, 1% Triton X100) dans chaque tubeyvortexer pour remettre en suspension et

centrifuger 30 secondes a 1®00 g pour obtenir un culot.Enlever le surnageant et répéter

Fhe e e Ao [ et “ce ' (7w E—e'—ie ZitZcocofoc'e T 27§
culot dans 100 pl de PBND (PCR Buffer with Nmnic Detergents) (50 mM KCI, 10 mM Tris

HCI (pH 8,3), 2,5 mM MgCI2, 0,1 mg/ml gelatin, 0,45 % Nonidet P40, 0,45% Tween 20,
conserver a-20°) et 60 pug/ml de protéinase K. Incuber a 55°C pendant 60 min. Chauffer les

échantillons & 97°C pendant 10 minutesqur inactiver la protéinase K.

Préparation des échantillons pour la PCR_:

X 10 pl de mix KAPA

X rav AZ T:t A'”TMf”T "'T—o:t o‘z__(‘o e ST A
x rav AZ tt "tTteft fi—et o'Z——<c'e o sT A
X zat AZ titf— <ZZ«

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

contaminations éventuellesd s AZ ti+..Sfe—<Z7'+4
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I\VV. Analyses moléculaires
1. ofZ>et TH Zit§ "Feec's The " —tcots

a. Préparation des lysats tumoraux

Les fragments de tumeur (10 mg) sont brgés 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 Xsrra s tifé—¢fed f— o'>Ffe Ti—e ["'HF—
GentleMACS Dissociator (MAGCSMiltenyi Biotech). Les cellules sont traitées avec du
tampon RIPA (50 mM TrisHCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1% NP40, 0,5% sodium
tfe'8>...8'Zf—-té& ras” 4 s o "—S'"fefT forotéabd, 1 frM BlaFY). iLes— <
lysats sont ensuite centrifugés a 1000 g pendant 10 minutes a 4C. Les surnageants

contenant les protéines solubles sont recueillis et conservés-a0°C.

b. Dosage degrotéines

Le dosage des protéines est réalisé suivant la méthode de Bradf¢RBtradford, 1976).
Unt—fZ's ti Z,—eced t3 x7—e t1 -Aldrch)estdilug%oposfe T Zitf— e<ZZ«
pour obtenir une gamme allant de 5 & 80 pg/ml. Les échantillons sont dilué$ fee T+ Zitf—
milliQ (1/150) et déposés en duplicata en plaque 96 puits (50 ul/puits). Le réactif Bleu de

‘efeect e—1"...Sce swr AZ fe— fE‘'—-xd if,o"",fe..f fe— ofs-
spectrophotométre. La concentration en protéineest déterminée en pg/ml par rapport ala

gamme étalon.

c. Dosage du VEGF par la technique ELISA

La technigue «Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) est une technique

,,(‘...S('<“—:t __(Z(.i_:t 1o m Ti_:t_i” :t_ T‘.i” Zf 117_'__.1:..“1:
échantillon.

Le kit ELISA VEGF utilis§Raybio® te— ..‘e¢’‘ex Fi—et 'Zf*“—1% {x '—c«
Zife—c...'""e 11 . -YEGF€Sstddifixé. Les échantillons a testeainsi que la gamme
i_fz‘o ‘e Ti”oio :l:_ <o, — *to _o:t o ¢(— o yl1 [J— f%o(_f_(‘oa
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détection, couplé a la hbitine, est rajouté pendant 1 heure sous agitation. Un deuxieme

Zf %t fe— "£fZcext t— Zitece>et ‘et ftceS "E St fet Lt —"2
ajoutée pendant 45 minutes. Son substrat TMB (Tetramethylbenzidine) est incubé pendant

tr «ce——tabrt d& Ta lumiére. Aprés ajout de la solution stop, la lecture se fait & 450 nm.

La concentration en VEGF est exprimée en pg de VEGF/mg de protéines totales dans les

échantillons.

d. _+—f..—c'e t% Zit& "teec'e tHe " dcete (f7 fe—t'e 7

Pour réaliser lesanalyses en western blot, 30 a 50 pug de protéines préparées dans
—e —fe’te fleeZmefcapto sont déposées sur des gels de polyacrylamidel$%
(BioRad). Les protéines migrent & 20 mA/gels pendant environ 1 heure. Apres la migration
des protéines, le tansfert est réalisé sur une membrane de nitrocellulose (Millipore) a 75 V
pendant 1h30. La qualité du transfert et des dépots est vérifiée par une coloration au Rouge
Ponceau. La membrane est ensuite saturée dans une solution de TBS 1X (25 mM Tris pH8,
125 mM NacCl, 0,01% Tween) /lait en poudre 5% pendant 1 heure a température ambiante,
puis incubée toute la nuit sousagitation a 4°C avec des anticorps primaires spécifiques
(Santa Cruz, Abcam ou Cell Signalling)prés trois rincages de 5 minutes au TBS 1}s
membranes sont hybridées 1h30 avec un anticorps secondaire, de lapin ou de souris,
=72 % o Zi ‘——S™ite_$"ed Zcoco..<te. . fd fe—F""1 & e ofe)”
trois fois au TBS 1X pendant 10 minutes et la liaison anticorgmtigéne est atectée
immédiatement par chimioluminescence (ECL, GE Healthcare, Saclay, France). La révélation
se fait par ChemiDoc (BioRadgt les signaux sont analysés avec le logiciel Imagel®ab
(BioRade).

e. f”“—f%oi (.._.“Z‘”:t-,..:ﬁn-‘o‘itﬂbi @ t

Les cellules sontcultivées en labtake Thermo Scientific, Fishe). 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 NacCl, 3 mM MgClI2, 30 mM sucrose, 0,5% Tritorl0). Puis une nouvelle série

de lavag de 3 fois 5 minutes avec du tampon PLA est réalisée. Les cellules sont ensuite

co.—,tte s SE—"F ¢ —Ferx"f——"% fe fe—%f [T . Millippre}dilué”’e V<o f<
au 1/800 dans du tampon PLA. Aprés un autre lavage de 3 fois 5 minutes avec du tampon
& Zife—c...'”'e of . ‘e«Hlfor"488, Mifu&fau 1/1000 dans du tampon PLA, est

incubée pendant 1 heure avec les cellules. Un dernier ringage au PBS est réalisé avant le

montage des lamelles en VectashielDAPI.

f. Etudes anathomopathologiques

Les étut fo fof—'o" " f=S‘Z ' %o<“—1te oo "t fZcoette "f” ZF of" ..t ¥
du Centre Jean Perrin de Clermorfterrand (Dr. F. Mishellany, Dr. A. Cayre Pr. F. Penault

Llorca).

2. Cycle cellulaire

Les échantillons de tumeur (10 mg) sont dilacérés mécaniquement dans 1 ml de

solution PBS par des aiguilles 26 G. Cette solution est ensuite filtrée a 70 um. Les cellules
efe— " . —"x"xfed e . Fe—"xFe ffee T — '—«<e “«Stthantth' ———1¢ °
froid. Les suspensions cellulaires sont centrifugées a 400 g pendant 8 minutes a 4°C. Le
surnageant est éliminé. Le culot cellulaire est remis en suspension avec 500 ul de
Ve, te— . Zxfet e s % Z f— wrr AZ ti<'t—"% t1f ’uticrissent o ras %
obtenues aprés dilution des solutions meres dans du PBS. Les cellules sont incubées 30
minutes dans le noir a 4°C. Le cycle cellulaire est analysé avec un cytometre de flux

‘—Z-%" 'c..e 4 ‘'—Z-ft"a <«fZtfSa & itatiof d& 46%onmet—" T1i‘et ]

TTiO(OO(‘o "‘:t Xtr ee @
3. Dosage de la mélanine

La mélanine peut étre dosée par spectrophotométrie et par chromatographie en
phase liquide a haute performance (HPLC). Ces deux méthodes présentent des avantages et

des inconvénients. lles- <e—x"feefo— tifee' . «t” Zie t3—8 '*—" f7'¢" —e "%
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a. Dosage par spectrophotométrie

Le dosage de la mélanine au spectrophotometre permet de quantifier la mélanine
——fZta F-——3F fefZret "Fe—F <o f " fc—%f ..f” mélanihe b ld< "x"f. ..

phéomélanine.

Les tumeurs (20 mg) ou les cellules (1 M) sont broyées respectivement dans 1 ml ou

srr AZ tiSs>t"'&>tf T3 '—feec—o s T— <o..—,tfe o Zit——"1%
sco——1e (Elalysecdmplete des cellules. Une gamme éval de mélanine synthétique
(Slgm& ZT”(...éé — —Fe—«o f22f~<i” To— "ifZ(Oi:t . ’f”_<” TT—ef o

Cette derniére est diluée successivement dans du KOH 1 M pour obtenir une gamme allant

de 800 a 3,125 pg/ml. Les échantillons ainsi qun gamme étalon sont déposés dans une

Zf —3F {X '—c<—e o "ot "Zf— srr AZ '—c—e & if,e'7", fe..f Fe— oo
spectrophotometre. La concentration en mélanine est exprimée en g par mg de tumeur ou

par million de cellules.

b. Dosage par HPLC

~

Cortrairement au dosage par spe.. —"*’S‘—‘e+x—-"<ta Zf t'ef%*f 'f” f Zi

Tt teo—co%o—1" Zit—oxZfocet T3 Zf 'St'exZfeceta
i fo— —ef —1...Sec"—1% tTF ex'f"f—c'e S ef—"%"f Sc<"—1f T

liquide, basée sur leurs interactions avec la phaseasionnaire (colonne) et la phase mobile
(solvant).

Les deux types de mélanines sont des polyméres hétérogenes de poids moléculaires
élevés, il est donc impossible de les doser directement par HPLC. Les mélanines vont donc
étre dégradées en marqueurs spéiiques, ce sont ces marqueurs qui seront identifiés par
HPLC.

Z t8co—% o . f E‘'—" t1—8 ex-S‘tte TifefZoef tie exZfecetfe
méthode (Wakamatsu and Ito, 2002) te— ...'¢’‘exf 11 t3—3F —"fc—Ffefoe—0d Zi—
Zi'S>tf—<'e fZ.. fZcot ¥ZFZif——"% ZiS>t"'Z>et "2t—..="<..t 7t

v fcmfete—e coftifetfoece f_ceter ti—et 'fU_ thexyqalint—"e ti
au KMnQ Ti—i...—f,,ZiO f a ft- tif—-"1% 'fr-4 tie ef " —f—
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'SttexZfecet SH>t’Zset "rt— .-« f 71 sfce "—c of ofe_
tx—t... —f—" £7F...-""...Scec*—1ta ife— —ef ox_S'tf etestendt ofce t.
des étapes complexes du traitement avec Hl, et le besoin de deux types de détecteur.

foef.fett e£-S'tt ——«Zcet —e of—7 —"fc—Feto0A(@T'S>Tf <"
and Wakamatsu, 2008) En comparaison avec la méthode précédente celle est plus
simple, elle est reproductible, applicable a tous les tissus pigmentés @onne a la fois les
efrt—t—"e o'k <" —fe T Zit—exZfecet t— Tt Zf 'StrexZfecetq

produits de dégradations obtenus aprés oxydation avec @ s‘e— '‘—" Zit—exZ fecet
Zif..<tft 2352%..f", 82—t T — ZiFdicarbdxyliglie' @DCA),
—foetce “—F —" Zf "Stex7 o fZ HiFRABLrfdEbDFlique (TTCA)

t— Zif .. <t t458icqroexyligue (TDCA) Figure 72).
i£...Sfe—<ZZ' te— ece e '"tets0,dhngd @5Msle BCBPpendant 20
heures a 25°C. Le peroxyde restant est décomposé aveed@ puis le mélange est acidifié
avec HCI 6 M. Apres centrifugation a 1000 g pendant 2 minutes, le surnageant est analysé
par HPLC avec une colonne C18 (apolaire) en utilisant comme phase mol#ig8% de
phosphate de sodium 0,1 M, pH 2,1 et 1% méthanol.
Z f t—% txe'e—"+ “—% 7% "fettete— T Zi'&>tf—c'e to T -
celui en PDCA et TDCA. Ainsi, la quantité de ces marqueurs permet de remonter aux teneurs
en mélanine de chaque éclfie—<ZZ'ea4 [ “—foe—<—% tit—exZfoecoet te— ' —te_1t
PTCA par 80 pour les échantillons humains et par 25 chez la souris. Pour la phéomélanine, il

faut multiplier la quantité de TTCA par 34, quel que soit le sujet.

Figure 72 8 f"“—t—"¢ T3 t2%"fTf—<'e T1 Zit—extZfocot -
(TTCA et TDCA) obtenus par oxydation avec H202 en milieu alcalin. Ito and Wakamatsu, 2008
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Résultats

Reéesultats

La premiére partie des résultats se focalise sur Zix——13 T+ Zf trecex-"
T 81 rsrst t— Zift " <. f..<—%x Tt Zf "fT<=SE"f'<t e o—Z <t
xénogreffe SKMel 3 (Publication 1). i<e E % ... 13]bCRO1012 en multidose a également
+—+ —fe—txF o—" Fif——"1e Zc%o et 7LebimodifiZgtions fde pigmegkation
consécutives au traitement par 31]ICF01012 dans les tumeurs syngéniques B16 et les
xénogreffes SKMel 3 ont été étudiées. P]JICF01012 a un effet sur le nombre de
métastases spontannées dans le modéle B16BI6, ceci peut"F T— o Zi<""ftcf—c'e T4
tumeur avant la mise en pace des processus de disséminac‘e ‘— Fe ... "F o Zi<""ftcf—c'e
cellules circulantes. Pour documenter le r6le de la RISUr la capacité métastatique, nous
avons réalisé des expériences utilisant des modéles de colonies pulmonaires (injection i.v.
des cellules tumorales) ou des cellules B16Bl6uc. Pour terminer, nous exposerons les
"de—7—f—e o—" Zictie—< cntfexfoecte ok ff=2f—-<9 Tt .. 3Z27Z—
cancéreuses dans la lignée de mélanome humain-$t€l 28 cultivée en monocouche ou en
sphéroide. Ces données préliminaires constituent les bases pour étudier ultérieurement
Zit " "t- ti—e1 " f 1< - SpOFpuldtionpdrticulivre-

Dans la seconde partigles résultats sur la potentialisation de la radiothérapie par la
Coce@EF...—<'e T3 ZF—""Fe t— ere—Cef Tt "t'f"f-<'e tF Zi
(Publication 2). Destravaux similaires associant[131[]ICF01012aux nanoparticules a base

de gadoliniumsont également rapportés

—"fe— of —8°etd Eif< t%ofltoto— . te—"(,—t o T E"Fe e

par deux articles, présentés en annexe.
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Résultats

Caractéristiques de la RIV avec
[131]]ICF01012

. Dosimétrie et t raitement de mélanome
S—o fce ' f7 o — 7 —« T3HPGFA1012

ixr——1t t3 Zf 1o draitenient des-tufburs SKMel 3 par 3 injections de 25
“  T3]ICF01012 sera présenté cidessous puis f8'‘ex o'—e “'Tef  FIf7_—¢
(Publication 1, p143-151). Ce protocole f +%ofZfefe— +—+ —Fo—tx oe—" Fif——"1%
mélanomes humains pigmenté: les cellules M2Gen et M4Beseront présentées par la

suite.

1. Publication 1

a. ”i.:t._f_(‘o Ti Z|f"—(2i

Dans un premier temps, nous avons montré que la molécule ICF01012 conservait ses
ek —dte 7'V — 377t t—fc— of " —xf o Zic'tt stud e'—feefe— .
exZfecoete f— ZitxZcocof—<'s "fctLibles.cLeés Yrdcétientes évaluations en
imf% f"¢t "7+ ... Zcoc" —F *—fcte— "xfZcoexte f7H... Tt Zictf stwéa
et et” ZFe "ke—Zf—e fTE . Zice'—""f Stud ..o fe—<'eefZZtetoe— -

b. Détection de mélanomes pigmentés patf3I]ICF01012 (Figure 2)

f "<3f—<1BKCFO01012 a été comparée sur deux modéles de mélanomes
présentant deux pigmentations différentes. Le modéle murin B16F0 a une concentration en
mélanine de 14,13 + 4,65 ug/mg de tumeur, tandis que les tumeurs $kel 3 ont trois fois

moins de mélanine, aveaine concentration de 5,42 + 0,39 pg/mg de tumeur. Les animaux

‘o "t-— —ef e EF..—<'e B&E Trsusiyd ZFdir——tIe ticcapsd <t o Zf
‘e— +—* "xfZcoxte Ul tr f— vv SE—"%e f'7% ZiceEF..—<'ed o-"% Z%
estobef”" 234 f7F.. —F129UCHOL012 plus forte dans le modeéle tres pigmenté

141



B16F0. Malgré une plus faible concentration en mélanine, la moléculé23]]ICF01012
Tf ... .. —oe— 7% Tfee ZFe ——«Mel3.oLeS calculs Tdalisés A partir des images
temps 44 heures,montrent corrélation directe entre la quantité de mélanine et la fixation
T 23 rsrstd it <. f..<—x Tt Zf "fT<=Sx"f'<t tx'fet tF Zf “—f-
niveau tumoral, ces premiers résultats suggérent que dans le modeéle -8l 3, il sera
et . teef<"t tif—%oote—1" Zf t'et <eEt..—-x%t ''—" fT'@'cels t°F-

observé dans le modéle B16FO.

c. Etude dosimétrique (Table 1)

ef £—— 11 Trlecex— "< —FA "£fZcoxt o f"—<" Tt Zf ex-S'tt
i Z° " tete—e f—e@t”4 f 't7ece tE TxTcec” “—1F IBUUCFOIOR deE ... — <"
37 MBq, la dosedélivrée a la tumeur SKMel 3 est de 26,2 Gy. Dans une précédente étude
ete_"fe— Zi1" < BJICFOL@121sur le modeéle pigmenté B16BI6, la méme injection
délivrait 108 Gy a la tumeur. Enrradiation externe, il est généralement admis que des
dosescomprises entre 30 et 60 Gy sont nécessaires pour obtenir un effet palliatif sur le
développement du mélanome métastatiqué€Zygogianni et al., 20118 1 f ... — j€ctéetde »
Uy “ sife— FTlo .l "fe o—"Tcofef 7 _tec” —e £77E— o MBIZf .7 ¢
ua “t... —e "= 7% ticeE ... —BYIAFD1002S lesacalclls e dosimétrie
indiquent que la dose délivrée a la tumeur dépasse les 50 Gyn dffet significatif sur la

croissance tumorale devrait ainsi étre observé.

d. _"“"c... f . 13J€EFOI012 sur le modele SKMel 3 (Figure 3&4)

Ce protocole a été appliqué sur des animaux porteurs de tumeurs humaines-Sl€l
3. Les cellules sont injectées darson de 5 millions/100 pl de PBS en sousutanée sur le
flanc droit des animaux. Aprés 35 jours de pousse tumorale, les animaux sont séparés en
trois groupes homogeénes le groupe «contrble » qui ne rec¢oit aucune injection, le groupe
«1 x [31]ICF01012» qui regoit 1 injection i.v. de 25 MBq et le troisieme groupe & X
[1BU]ICF01012» “—«< Fe— —"fc—% f ... u <o@E%..—c'ee ca”a T3 tw “ Fe]
tice—t""fZ2Z%ta tr E'—"e f’"°e¢ Zf '1HRCFOL012: GErie.. dirinutiohi

significative de la croissance tumorale est observée chez les animaux traités avec 3 doses en
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comparaison avec le groupe controle (0,84 = 0,3%2,58 + 1,24). Cette diminution perdure
E—<"“—7T° xt E*‘—"vs2A+ 5,68angspectivement). Letumeurs dugroupe « 3 X
[131]]ICF01012 » présentent également un temps de doublement deux fois plus important
qgue le groupe contrdle (30,27vs 14,50 jours). En comparant avec le groupe « 1 x
[131]]ICF01012 », une petite diminution de la croissance est observée par rapportigroupe
témoin mais non significative. Associée a cet effet, la médiane de survie des animaux est
significativement augmentée dans le groupe traité avec 3 doses comparée au groupe témoin
(81 vs53 jours).

e. Discussion

En conclusion, trois doses de 25 MBq i@3!I]ICF01012 sont associées a une forte
diminution de la croissance de SK/el 3 et une augmentation de la survie des souris sans

effet secondaire significatif sur le poids des animaux.

iteete,Zt t1 ..%te "te—Z—-f—ead '"F"et— Tt ""'eB’chaqusd —-Sz"f’
patient en fonction de la pigmentation des métastases. La premiere étape consisterait a
évaluer la pigmentation des métastases en fonction de la fixation de la molécule. Cette étude
Mt Zcocof"t Tt et ——"fo— Tiftf'=1" Zf T 'reun effetedlir fes. métdstases” f '«
"<Uoote—tFed f——F —SE"f'ct "fleteefZcett +Tc—F"fc— ZicoEL . —<'e ]

Feooc Zico fom o Zhe O Bofmtotdim “—% Zf "docofd ' [Z'7e <oTE7
T:l:o T‘o:to e Af(nz:to “_“H'{:f_f.c_if’z:u:.t_'f"_(:tz PY— Zf ___”‘(oofo___:t
"<Yoete—xtfed F..c ..o "—% Zictxt tifUvt..SE —SE"fete—_c—%t fTF...

Z:l:o Zi‘("‘ f_ efce TT—o 'f_(:to_ ’f" (of%oi”(:t fN:t Zf e2ef .‘Zi

thérapie.
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2. "TF- tF —7'ce o E BLUICSFOLO12TSUr la croissance

de mélanomes humains

a. Evolution tumorale de la lignée M2Gen

Apres 85 jours de pousse tumorale pour la lignée M2Gen (moyenne tumoral239 +
124 mmd & Zf '"tec®"f <o E .. < 3HHCFOWO12 ‘esthiiéalisée en iv.. Elle est
e— "¢t tF ti—8 <oEF...—c'ee o' Zxete_fc"Fed o Zf o2¢f tTretd i
tice—t""fzZZ%a

Les animaux sont en effectif trop faible pour réaliser une analyse statistig (n=2
pour contrble ; n=3 pour «3x[131]ICF01012»). Cependant, une diminution nette de la
croissance tumorale Figure 73A) est observée a partir du jour 18 entre les animaux
contréles et traités (1,75 = 0,0lvs0,46 * 0,14 respectivement). Cette dimir——«<‘« i f ... ... fo——1
avec le temps et elle devient méme négative pour le groupe traité. 36 jours apres la
premiere injection, la croissance tumorale est de 4,71 + 1,7 pour les controles-0,01 £+ 0,2
pour les animaux «3x[13L]ICF01012»& f e—""<t Tt foecoef—3 oif 'fo t—% +7fZ-
ils ont été sacrifiés le méme jour (J36) afin de réaliser des analyses sur la pigmentation.

La comparaison de la mélanine totale entre la lignée M2Gen et -84l 3 montre une
quantité 3 fois plus importante dans la lignée M2Gen (14,71 + 4,09 vs 5,58 + 0,72 pg/mg de
tumeur respectivement) (Figure 73B). La forte efficacité de la moléculest expliquée par

cette concentration élevée en mélanin¢Viallard et al., 2014)

Figure 73 : Effet de la radiothérapie sur la lignée M2Gen. A) Courbe de la croissance tumoralees
animaux controles et traités avec 3*¥p]ICF01012 (25 MBq par injection).B) Comparaison de la quantité
de mélanine dans les tumeurs M2Gen contrdles et les tumeurs-$t€l 3.
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Résultats

b. Evolution tumorale de la lignée M4Beu

Les tumeurs M4Beu ont présentéune forte disparité en termes de croissance

——e"fZta f- Lt ft°e Z% tx,—— t1 ZWtjeursipbstimoctatioh ——< ‘" f Z
cellulaire: 54 + 41 mn¥ & T1Sx—+""%otetc—% x—fc— <o—"f F— <o—1"%"'—'t& Zf
eif eofe-"%x f— ... —ef onificatiiee enfre des trois groupes (contrble: n=3,

1x[131]]ICF01012: n=4 et 3x[31[]ICF01012: n=4) (Figure 74) (test ANOVA). Les animaux
‘e x—x of L "<<xe wu E'—"e f’"°e 7 f3]ICFO1012 pourdEéhliser des T i
analyses sur la concentraon en mélanine

Figure 74 : Effet de la radiothérapie interne sur les mélanomes humains M4Beu. Courbe de la croissance
tumorale des animaux contréles et traités avec 1 ou 3 33}]ICF01012 (25 MBq par injection).

c. Discussion

Les lignées de mélanomes utilisés ont montré des sensibilités différentes a la
radiothérapie. Les tumeurs M4Beu ont faiblement répondu au simple et au triple
—"fc«—Fete—a FT--1% f,e%-etrdddd & Ues difficultés-de croissance tumoralmais
également a un profil plus radiorésistant. Cependant, les mémes xénogreffes traitées avec
uyaw “13HICF01012 avaient montré une diminution de la progression tumorale
(Bonnet et al., 2010)ce qui renforce la premiére hypothéselLa lignée M2Gen semble tres
sensible a la radiothérapie, ces résulta préliminaires sont tres intéressants et restent a

étre confirmer ultérieurement. En effet, cette lignée posséde la particularité de ne pas avoir
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la mutation conduisant au phénotype BRAFVG600E. La RIV pourrait ainsi permettre de

soigner les personnes norligibles pour le traitement anti-BRAF.

Il. "7 1 —13}]ICF01012 sur | a pigmentation

Z—ect—"e tleerFe o7 7% o t°Z%t SX ZX ¢'e—"fcte— “—1F Zf :
Tie %o®ete t1 Zf exZfe'%oteet feooc “—i—et Fcoco——c'e Tie "7
précurseurs (Degoul et al.,, 2013 T f —%oefe—f—<‘s tTfe exZfoecete fo— Zcxt o
principale & 7' —+% " Z7 Tt Zit " f— tde "flcf—cieed ‘—e fTree tre
les modeles de mélanomes SKlel 3, M2Gen et M4Beu si la variation du taux de mélanines
if ... ‘o f %o fld<TtE Pt T— "f—<' fe—"%1 Zf 'SttexZfecet F- Zit—
Zit—exZfoeced foe— "F . tee—F 7 efe VUVt te fe—c'E5tfe—te -
photoprotecteur alors que la phéomélanine qui contient du souffre est un agent

phototoxique pro-oxydantad “—«< " —""f<— f—%oofe—F" Zif% " Foec <—% ——e'"f7
1. Analyse de la pigmentation des tumeurs SK -Mel 3

Les tumeurs SKMel 3 controles et traitées par une ou plusieurs injections
T[I31]ICF01012 ont été analysées par spectrophotométrie et HPLC. Une augmentatide
la quantité de mélanine est observée dans le grou@x[131|]ICF01012 comparé au groupe
contrble (8,6 vs 5,6 pg/mg de tumeur, respectivement(Tableau 11). En revanche, cette
f—%oete—f—c'e oifo— ecY%hooc c...f—<"F “—3F Z'"e t1 Zhgiblgfueia a -1

spectrophotométrie.

Groupes Spectrophotom étrie HPLC

Contréle 6,4 pg/mg 5,6 pg/mg
1x[131[]ICF01012 5,9 nug/mg 6,0 ug/mg :|*
3x[131]]ICF01012 8,7 ug/mg 8,6 ng/mg

Tableau 11 : Concentration en mélanine totale d ans les tumeurs SK-Mel 3 contrbles et traitées avec
T<""+"fe—Fe T BYPCKA1012. Les valeursmédianes sont exprimées en ug par mg de tumeur.
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ifefZ>et 'fret— t1 “f<"t Zf T<des Hesxtypesde mélanines
fe of " —t—"e tt Zit—etZfecoet t— T3 Zf 'StietZfecet f—Yooteo—Fe-
groupe 3x[131]ICF01012 (6,8 pg/mg et 1,8 pg/mg , respectivement valeur médiang
comparé au groupe contréle (4,5 pg/mg et 1,1 pug/mg, respectivemenvaleur médiang
(Figure 75). T1f—%osfe—f—c'e T1 Zf 'St‘exZfocet Fo— +%ofZfefo— oc%oec ¢
3 injection et le groupe 1 injection (1,2 pg/mg, valeur médiane). En revanche, les ratios de
Zf 'SttexZfecet o—" Zbhtinehargéss et

Figure 75 & —fe—< <...f—c's "f" T+ Zit— "St'ex7fecet-Mel3 triitées-avee t
T« "+ fe—1. T BYHCFA1012.

2. Analyse de la pigmentation des tumeurs M2Gen

Aprés une analyse spectrophotoméique, une augmentation de la concentration en
mélanine dansles tumeurs traitées par rapprt aux tumeurs contrbles (respectivement
24,0 vs 14,7 pg/mg de tumeur, valeur médiang est déterminé. Les analyses statistiques
cite— Tfe ' 27 "k fZcotte oot P oofiflce £ Ao ZFe T2 To—0 %
ifefZ>ef fo T . Fe ——ef—"9 f "F7ece T1 (TableduiZ)etde-—-F —f-7

mettre en évidence la présence des deux mélanines.if—e+Z feced: te— Zf oxZfe
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principalement présente (médiane: 19,7 ug/mg) par rapport a la phéomélanine (médiane

2,8 ug/mg).

Groupes Spectrophotométrie HPLC
Contréle 14,7 pg/mg 29,7 pg/mg
3x[131]]ICF01012 24,0 pg/mg 41,1 pg/mg

Tableau 12 : Concentration en mélanine totale d ans les tumeurs M2Gen contrbles et traitées avec 3
t et $I)ICF01012. Les valeursmédianes sont exprimées en g par mg de tumeur.

3. Analyse de la pigmentation des tumeurs M4Beu

La concentration en mélanine dans les tumeurs M4Beu est vraiment tres faible, quel
“—t etc— ZF %" —'tA ifefZ>et fo f 7F7ece TF Tx—F"eced” —of
pg/mg pour les tumeurs controles, 1,22 ug/mg pour les tumeurd x[131]]ICF01012 et 7,76
ug/mg pour les tumeurs 3x[L31 rsrstéa 1 o‘e,”"f "te—"tce— tix..Sfe—<ZZ'+ t<

pas permis de réaliser des tests statistiques.
4. Relation entre pigmentation et agressivité tumorale

La lignée B16BI6, hyperpigmentée, est décrite comme hautement amsive (Poste et
al., 1980; Rondepierre et al., 2009 “«<s tf . f"f..—%"<et” Zit""fi- Tt Zf <
Zif% "teec <—td —eot <of . —<"f—c'e tf Zf —>"'ecofet fte— "ifZcoxt %
dirigés contre cette enzyme. Les plasmides utilisés, nommés de A a D,spréent des
et —te Fe ti t{ e— . Zx'—<tte t<"<Hote ..'e—"F tThe "t%eTywe T<Tx"i

Le plasmide Ori contient une séquence aberrante.

foooteet—te  F Tt —f T3 ZiceSc,c—<'e T% Zf —>"'ecofoet te
production de mélanine.Une diminution significative de la concentration en mélanine est
observée dans les clones B et D (2,4 et 4,5 ug/M de cellules, respectivement) par rapport
aux cellules contréles (9,4 pg/M de cellules). Cette diminution est de 74% pour le clone B et
52% po—" Z3% ..Z'<t Trootte ofe ""tete_tte i o "F7fe.  Sta Zte ...

présentés de modification significative de leur taux de mélanine.
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.I.:t,\,\i_ T:l: Zf l<%0.:l:o_f_<l. f i.o_(_i + — + EI"’gﬁré_?G:A)et_u Zf RN
une augmentation de cgparametre est observée au temps 96 heures entre les clones B et D

par rapport aux groupes controle et Ori. De plus, une augmentation significative de

Zice fecte o ' et"xt 't Zie . Z'e12) et DVBO9 celuiZ/mn2)tpars o

rapport au cloneOri (145 cellules/mm?2) (Figure 76B & f tcece——<'e T3 Zice foc'e T —
C (4l cellules/mmR  eife— "fo oc%ooc <...f=< % "f" "f "= f— ..Z'st "<& te
t—+ "k fZcote o—" tvS F— f— . —eF T Tx"fe F tE 2T E"f—cte site.

Figure 76 & ~"t— T1 Zf tcoco——c'o T1 Zf —>7"'ecofot o Zf "2 E"f—<te

5. Discussion

f exZfoeced E'—1F —eo "@ZF fo,<%— Tf[sClkifdas patierits —+ ——-
traités atteints de mélanomes, il a été montré que les Iésions pigmentées étaient associées a
un pronostic plus négatif que leurs homologues amélaniques ”* > f - fZ aBetpastu
leurs fonctions initiales de protection de lice—+ %o "<—+ ... 37272 —7f<"t& Zte exZfocotfe
capables de capter les ROS et radicaux libres produit notamment par la radiothérapge
tTeoco—toe— feooc Zit "< . f...<{Kunwdreet—dlf 201% Nous avons donc 1)
évaluer les changements en termes de mélanines dans Iesneurs irradiées 2) tester in
Te="t ZTET - the oSN 7 dce Zothootte SXx Zx te —iOfifbratibinge  foecte

Assez logiquement [131]]ICF01012 induit dans les tumeurs irradiées une
augmentation du taux de mélanine « ¥ f-4a Zit " "ft— ""tect” tF Zf "ft<-Sx"f
est la création de cassure doublg”<e T+ Zi A te ...fee—"%te of _—"ff—cot

phosphorylation de p53, qui induit a son tour la transcription du gene POMC et de la
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"t — .. —<-MSHi@#siao and Fisher, 2014) La phéomélanine a été décrite aonme

initiatrice de ROS(Panzella et al., 2014)' f” "f' "= o Zit—exZfocet “—¢ Fo— "Z—0o o
donc intéressant de savoir si le traitement aved!3!]ICF01012 enrichit la tumeur en
eu/phéomélanine. Apres traitement, le ratio en phéomélanine/eumélanine est inchange, ce

“— ¢ eicotct—F "fe tF ese—S°ef i x"fe_«F7Z7%F Tfee —eF Tk ‘— Tfo
mélanine est donc équivalente pour les deux voiesedsynthése.Cette augmentation de

mélanines pourrait entrainer un caractére moins invasif (Sarna et al.,, 2014) mais

également conférer des résistanes a des traitements ulterieurs "‘ >ef - fZ&4 trsua

Kunwar et al., 2012)

‘e fTree f"t: 2% @7t Tt Zf <%oete—f—<'e Tfes Zif% " teec
"tt—cofe— "f" oS Ziteeret —>"'ecefetd fe "te—2pdvidencetZcocef
une augmentation de la prolifération et de la capacité invasives des cellules inhibées en
tyrosinase par rapport aux contrélesin vitro. Il a été montré que la mélanine pouvait altérer
ZitZfe—<..<—x t+f Zf ...¥2Z—7%t f- +'t(Saina etfal,.J01A).Dest tice™f

expériencesin vivo seront réalisées prochainement.

Le traitement avec [31]ICF01012 induit une augmentation de la mélanogenese des
deux voies dee>e—S°etd “ceo TI .Lteefc—"1% Zif " <«|RUEFOIBT2Pdw—<FZZ1 ]
Zit—etZfocet '— Zf 'St'exZfoecoetd Te —Fe—eo Feo f...0"F ote— feTcof

lI. [131[]ICF01012 et dissémination

1. Effets sur les colonies pulmonaires

Les cellules murines B16BI6 fortement pimentées sont injectées en i.v. a raison de
150 000 celluleg200 ul de PBS. Les cellules vont coloniser les poumons et aprés une
semaine de croissance tumorale en interne, le traitement est inoculé aux animaux.
[131]]ICF01012 est injectée en i.v. a une dogke 18,5 MBQ. Les animaug=10 par groupe)
sont sacrifies 13 jours apres la radiothérapie, les poumons sont préleves et une évaluation
Tf Zife fSceotoefe— " Ze'efc"t fo— "+fZcoxTi
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ife—cof—cie T— o' "t ox_foe_fofe off "fo o'e_"+ TFgente "+"Fe. . f
les animaux traités ©0,7 métastases) et controles (59,1 métastases) En effet, de
nombreuses micrométastases, visibles uniqguement sous loupe binoculaire, sont présentes
sur les poumons traités. En revanche, une modification de la taille des métases est
nettement perceptible (Figure 77A et Figure 78) entre les deux groupes. Cette différence a
une répercussion sur le poids des poumons, avec une augmentation significative des
poumons contréles 0,25 + 0,06 grammey par rapport aux poumons traités avec
[131]]ICF01012 (0,17 = 0,04 grammes) igure 77B) (p<0,05, Test Student).

Figure 774 ~~ 1 181}ICF01012 (18,5 MBQ) sur des colonies pulmonaires B16BI6. A) Photographiedes
poumons contrOles et traités prélevésl3 jours aprés la radiothérapie. Des micrométastases sont présente
sur les poumons traités.B) Le poids des poumons est significativement différent entre les groupes contréle
et traités (p<0,05, Test Student).

Les analyses anatomopathologiquesonfirment la diminution de la taille des
métastasesdans le groupe traité (Figure 78 &4 —...—ef fZ—-+"f—<'e T — —<ceoe— ft
retrouvée dans le groupe J3]ICF01012 (Figure 78), suggérant une f ,efe ... T Tt l€st —

tissus adjacents
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Figure 78 : Histologie des colonies pulmonaires B16BI6 (fleches noires) et du tissu adjacent.
Coloration HES grossissement x10 ou x20.

2. Mise en place de la lignée B16BI6 luminescentes

~

Suivre la dissémination a partir de la tumeur’"<e<—<"f E—e"—Tf—3§ oc—Fe ""+"+
Fo— —et «txf ext—cofoe—ta ‘"o Tt Zf .. f—fZset t%f 2f Z— ... x"cetf
bioluminescent est émis et capté par une caméra optique. Cette technigpermet de
visualiser la présence de celluledans un organisme. La transfection de la lignée B16BI6 par
le vecteur codant pour la luciférase pourrait permettre de suivre en temps réel
Zite fScesfofo— F— Z% t27FZ ' tete— tF ex—fe—foefe ' —Ze'efc"Fel

a. Etudesin vitro

La lignée B16BI6 a été choisie pour deux raisons principalessa capacité de
métastaser a partir de la tumeur primitive et sa forte pigmentation(Rondepierre & al.,
2009). Les capacités invasives et la quantité de mélanirs®nt conservées apres transfection
(données non présentées) e« x—f'te t1 —"fee" I . motifielescaragtéristiques
des cellules B16BI6. Nous avons évalué la relation entre l@mbre de cellules et le signal
bioluminescent. Cesignal, exprimé en radiance, est proportionel a la quantité de cellules
B16BI6-Luc présentesentre 500 et250 000 cellules(Figure 79).
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Figure 79 : Quantité de signal bioluminescent émis en fonction du nombre de cellules B16BI6  -Luc.

b. Croissance tumorale et métastases de la lignée B16BlGc

In vivo, la croissance tumorale de la lignée B16BlBuc est semblable a celle mesurée
chez la lignéet 7" « %dederdnées non présentées) °s u E'—"e f'"°¢ Zice' ... —Zf—<'e
en souscutanée (300rrr ...t1Z7Z—Z73%e¢ 4 Zitoecooc's T% ‘'Z—ecote  fe. .t F-
caméra permettent de déceler des tumeursncore non visibles (Figure 80 A). Le temps de
doublement du signal (3,06 jours)a ...fZ..—Z% « 'f’—<” Ti—ekquantifative,"<...f—<'e

est similaire a celui dda croissance tumorale 2,86 jours).

Figure 80 : Signal bioluminescent émis par les cellules B16BI6 -Luc apres inoculation sous -cutanée. A)
Augmentation du signal de J3 & J17 en fonction de la croissance tumor@p. — ... —e s<%oefZ sife
cas de nécrose.

La bioluminescence est également le reflet de la topographie tumoralEigure 80B).
En effet,les zones totalement dépourvues de signal sont corrélés aux zones nécrotiques

“cec,ZF e o [hV@rs@ment, les zones rouges, ou le signal est le plus fort, pourrait étre
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LU EZ 2 Fe o the "t %octee T Zif...—<"<—% . FZ7Z—7f< Ppastété ce—Feet
vérifiée. Ce modele a été développé pour étudier la dissémination cellulaire a partir de la
——ef—" Ucec—<"tA ic<tie—<Tc..f—<'e t— ZF e—<"¢ tte . tZ27Z—7%
pulmonaires se sont avérés compliqgé. Dans un premier temps, mgké nos efforts pour
dissimuler la tumeur sous un tissu noir occultant, le signal bioluminescent provenant de la
tumeur perturbe celui provenant des métastasesKigure 81, souris B). Ceci induit une
Fo—cof—c'e T et tF Zite fSceetoete— L oFef M cosf~Hir fZ—1
signal est pertinent ou non(Figure 81, souris A). Par exemple pour la souris A, un signal au

niveau pulmonaire apparait a J18, il disparait 2 jours plus tard pour finalement ré

apparaitre a J22. Il semblerait que le signatr¥ sz % ¢‘¢«— “iT—e f"—f%"f...—-a "f—-
e<Y%oofZ T3 Zf ——eF—"4 $— “—c of "27Z%-% te "cte Zite fSceetete
'Z—"f"— Tie ecUhoof—3F oif  fUfcoeto— “—ie the e—flte —frtcTed o "
animaux. La quantification ex vivodu signal provenant des colonies pulmonairesKigure
81, souris C) f—"f«= '— 2-"% —et fZ-f"ef—<"F '—" Zix"fZ—f—c'e
Cependant, la quantité de signal émis est trées dépendant du temps pagection de la
luciférine et un retart t1 ur ef..‘etfe 't—— . Sfe% it Zite—cof—c's “<of,
Ziteste, Zt t1 e "fUfec—"%e "tet Zit fZ—f-<'e Tt ZiF T f.c—1%
I——<Zcof—<'o Tt . F o't°Zt te— .. ' ediVivdde iafdissémination. e — <"«

Figure 81 : Signal bioluminescent au niveau pulmonaire aprés une inoculation sous -cutanée de
cellules B16BI6 -Luc. Les animaux sont plaés en vue ventral. Un tissu noir occultant est dispéssur la
tumeur afin de dissimuler son signal.
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c. Détection des cellules circulantes B16BHiuc

Au vu des difficultésdu suivi de la dissémination par imagerie, cette technique ne
ef"f 'fe ——<Zcoxt ' —" Zix"fZ—f—c'e ti—e —"fc—Fefe—a oFf f—-"1%
la lignée B16BI6 — ... fee— Fe ... ‘—7¢ Titde flet@rminet lajprésence decellules
circulan— 1« ° fdmglification 1t Zi luciférase en PCRLes premiers résultats (non

présentés) confirme la pertinence de cette hypothése ainsi que sa faisabilité.
3. Discussion

Les différents essais sur la lignée B16BI6 ont montré une diminution significative du
nombre de métastases pulmonaires(Degoul et al., 2013 Viallard et al., en cours de
soumission). Cependant, il est diffite de savoir si la RIV agi surla disséminationa partir
des tumeurs primitives, sur les cellules circulantes ousur les micrométastases installées.
‘e fTree f tx Zit " t— tE Zf «—" ZAvecle.moddle-d&stoolanies ... —Z f »-

pulmonaires qui se forment aprés injection i.v. des cellules tumorales. Ce faisant, nous

t——tc'oe ZF "feef%t TF Zf o<’ —Zf—c's ofe%o—cot "i"e ZFe —coe—
2t "t t1Zf %t Z'...fZ 't—" Ziceo—fZZf—<'e tie . FZ27Z—@fe ——o"
epithélial) (Caramel et al., 2013) Dans ce modele, nous montrons une diminution de

Zite fScoefote— —— e "f74 o—%%ot"fo— “—F Zf eutset/ofisur< f o—"
Tte . tZZ—7%¢ <" —Zfe—Fed Z of"f <o—x"feefoe— tice®F..-F" .

[1311]ICF01012 pour préciser son réle sur les cellules circulantes

Pour suivre en imagerie optique les processus de dissémination, nous avons

construit une lignée B16BI6Luc. Cette approche reste a amélioregre " fce‘e Ti—et %" feot 1

diffusion du signal de la tumeur primitive $ — Zif&+"°¢f t1 Zf ——ef—" ""coc—<"F of’
pour observer, sans diffusion du signal tumoral, la colonisation des poumori3es modeles

Tt . FZ72—7%« . fe. x"f—eFe ‘o T e £ ——<Zcoxe 17 7]
radioimmunuthérapie interne sur des carcinoses péritonéales(Boudousq et al., 2010,

2013). Le suiviinvivo t 3 Zix " fZ—f—<c'e tT3e ——ef—"e " Ze'efc e "f" 77—
poursuivi.
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Mise en évidence des cellules

souches de mélanome

Les CSC sont une soympulation de cellules tumorales qui peuvent étre en partie
"telteef Zte tF Zf "teco—fe. it f—8& —"fc—tete—e F— t1 Zf "1 <ot
Ti—et "f1< —=S+"f <tda 4SUJYOROLOL2, biir ce pool de cellules représente donc

un intérét réel dans la lutte contre le mélanome. Les premiéres étapes ont été de détecter

Zit8 "Feecte The of " _F "o suu I- tys Tfee 'Z—ect—"¢ Z<%o:
humains. Ces résultats préliminaires aastituent une base pourévaluer ' f” Zf o—<«—% Zit "%
tTi—et "fTe¢' =St f'¢t o—" . f——F "' —Zf—-<'ea

|. Deétection des cellules souches de
meélanome

La recherche de cellules souches marquées CD133+ et/ou CD271+ a été effectuée
sur trois lignées de mélanomes humais: A375, SKMel 3 et SK $Z tza o f—F TT—-
nombre faible de cellules marquées (0,1 0,2 %), les deux premiéres lignées ne sont pas
exploitées. Les cellules SKiel 28 qui présentent une expression de plus ou moins 3% pour
les deux marqueurs, seront utisées pour tester la radiosensibilité des CSC. En revancha,
raison de leur profil amélanique, une radiothérapie avec!$]ICF01012 ne peut pas étre

envisagée. Ell@ourra étre remplacée par une irradiation externe.
1. Mise en évidence dans une culture 2 D

if'"°e Zte ""teco"fe fofZseted «Z [ f"f<— “—% Zf ..te"Z—%e. .1
<o’ —fe— Ffee ZitE "Feecte T L F"—fcoe of " —f e t1 MAZ—ZFfe o
28, cultivees en 2D, ont été ensemencées la veille a différentes concetitnras dans des
flasques T75 cm (Figure 82). Les résultats confirment que le pourcentage de cellules
CD133+ ou CD271+ varie en fonction de la confluence des cellules. Ainsi, des cellules avec

tres peu de contact entre elles (5@00 cellules/flasque) expriment 8,2 % de marqueur
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tys2 $— ef—Ztete— sds " ti suu?ad fe TfZFI—"e eiceTiete— Z'7s
cultivées a des concentrations beaucoup plus fortes. En effet, & un ensemencement a
3000000 cellules, les valeurs sont 1,3 et 3,7 % pour les margurs CD271+ et CD133+

respectivement (Figure 8 3).

Figure 82 : Photographie des différents ensemencements des flasques T75 cm 2 avec des cellules
SK-Mel 28.

Figure 83 : Pourcentage des cellules SK-Mel 28 marquées CD133+ ou CD271+ en fonction de leur
confluence en flasque T75 cm 2.

2. Mise en évidence des CSC en sphéroide

e .—Z-——"% U & o —e [Tlee t—— Tt ZitE "teecte FTie of"i
différents stades aprés la formation du sphéroide. Dans les premieres heures qui suivent
Ziteotote  tote— tfee ZFte '—c—0d Zte . FZZ—Z%te oif% " °%ote— Fo-"1
'S+ Attt f—Y%oete—t o —f<ZZFta f"—<" ti—e e—ftt va ZFe ... tZ.
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(Figure 84). Les marqueurs CD133+ et CD271+ ont été évalués sur des sphéroides au stade

S E—e“—if— o—ftft ya f —fetfoe..f ‘,et" "% o—" Z%e . $Z27Z—7%-
la culture 3D. Ainsi, plus les cellules sont & confluence», plus le magueur CD133+ est
exprimeé, et inversement pour le marqueur CD271+ qui voit son expression chuter. Les
cellules marquées CD133+ atteignent environ 20% des cellules totales a partir de J4. Cette

FE "feecte "foe—t tee——F o—f 71 E—e+"—ifedesedllilds masquébs ' —" ... T
CD271+ chute rapidement, avec 1,65% au stade J1. Cette baisse continue pour atteindre

environ 0% dans le stade tardif Figure 85).

Figure 84 : Photographie des sphéroides SK-Mel 28 a différents j *— "¢ f’"°e Zifeefete %
plague 96 puits .

Figure 85 : Pourcentage des cellules SK-Mel 28 marquées CD133+ ou CD271+ en fonction du jour de
la formation des sphéroides.
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l[I. Discussion

Les cellules souches cancéreuses ont des adaptations cellulaires et génétiques qui
leur conferent une résistance aux approches thérapeutiques classiques. La présence de
nombreux transporteurs transmembranaires tels que ABCB5, permet le relargage des
agents ...S«cec' =S+ "f'f——<“—te fTfoee Zite'f. ..t $8-"f..F2Z—7f<"t4& —f
Zt—" "'t L f'f.c—x TE U2 frf—<te T Zi Zte ' —°%¢Qolak T+ +°7¢
and Medema, 2014) Les cellules souches cancéreuses pourraient étre en partie
"teltesf Zte Tt Zix..Sf''tete— f—3§ —"f<Mdl 2Beest@in honndae t
pour la caractérisation des marqueurs CD133 et CD2&Uffisamment présents pour mettre
en évidence les cellules qules arborent par cytométrie en flux. De plus, cette lignée a la
capacité de former des sphéroides. Ainsi, nous avons pbserver une augmentation des
cellules CD133+ dans les cultures 3D par rapport a la culture 2D. En revanche, les cellules
marquées CR71+ disparaissent presque completement lors de la culture en sphéroide.
Cette modification de & quantité de cellules souchegn fonction du type de culture a été
"t -+t ffee Tif—="Fe t——tted —7 tie Z<%oet,IGD2UywA Z %
ABCB5+ dminuaient lorsque les cellules étaient cultivées en 3D, suggérant que ce type de
culture induisait une différenciation cellulaire (Mo et al., 2013) Les stratégies pour cibler
les CSC sont en plein développant. Ainsi, un anticorps ciblant les cellules CD133+ de cancer
colorectal a montré une fixation spécifique a ces cellulékang et al., 2015) Des traitements
efe ot Tt —te Tr-"—cote— tU%ofZFete— Zto a ife— Zt ..fe t1 :
des populations de mélanome sans distinctiofJandl et al., 2013) ¢ Zice " t"ef tfe —S+"f ¥
classiques (Morrison et al., 2011)a Z 3"f t'e... «<e—t"teefe— tit——*Fct”
T 131]ICF01012 sur les sphéroides de la lignée 9¥el 28 dont la mélanogenése peut étre
restaurée ' f” Zif..—<'« ta{lsoii'gtAlt, 2004) ‘ — Fe.."t T fee tif—de"fe Z<%oe

mélanomes pigmentégelle que SKkMel 3.
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Utilisation de radiosensibilisants pour
—te—<fZcot” ZPHNCEOLOND

Le premier radiosensibilisant testé est le coDbait. Les praipaux résultats et les
conclusions seront exposés eallessous Lif”—«<...ZF (Publigatien 2) en anglaissera
présenté par la suite (171-195). Par la suite, nous exposerons les résultats obtes lors de

la radiosensibilisation par les nanoparticules de gadolinium.

|. Potentialisation de la RIV par le coDbait
1. "xefe—f—<'e t1 Zif"—<...2%

La molécule [1311]ICF01012 a montré une efficacité antumorale sur le modeéle

syngénique B16BI6 et le modele dgénogreffe SKMel 3. Cependant, la régression tumorale
cit—fe— "feo —'—fZt f— —e £ .. Sftete— f— —"fc—tftefe_a ..f"f..-
Licesfe  f —— et fZFA f £—% ‘e fUC%e Zif""2— FT— —"fc—tete—4
la radiothérapie et réduire la radiorésistance du mélanome, le coDbait a été associé a
[1311]ICF01012. Le coDbait est un radiosensibilisant qui mime une cassure doukbein

T t— Zt—""% fcooc Zte ok . focoefe T "2’ f"f-c'ed i, Ef..-< t
Zifee'. .. {f314]I€GF01012 et coDbait sur deux modeles de mélanomes pigmentés. Une

étude des mécanismes mis en jeux par ce double traitement complete ce travail.
2. Résultats

fe Tiefe 177« . 134]ICR0L012 dans les deux modeéles avait été précédemment
déterminées. Pour le modele murin tres pigmenté B16BI6, une injection de 18,5 MBq est
suffisante pour obtenir un ralentissement significatif de la croissance tumorale. En
revanche, il est nécessaire 8——«<Z<et” —et T'ef T tw “ "x’x—2F —"'ce Tice
Tice—1""f22% '*—" f~'<" —e+ 171 —-Mek3’ Effinde-senstbiliser les cellules
tumorales a la radiothérapie, des injections intratumorales de coDbait complétent le

traitement. Dans le modéle B16BI6, les injections de coDbait (2 mg/injection) se font 5
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St—"%e f"foe— Zice@EF..—<'s T% ra —«<s f—3% E'Mei3ste va x t-
coDbait (1 mg/injection) est administré 5 heures avant chaque TRT puis 24 et 48 heures

apres.

a. Effet sur la croissance tumorale et la survie des animaux

fee Z1 o't°ZF sx Zx& “—c< f —ef . 7'coesfoet "fcttad Zifeo'.
montré une diminution significative de la croissance tumorale. Le temps de doublement des
tumeurs double-traitées augmentent de 170 % par rapport aux tumeurs contréles (4,%s
2,6 jours, respectivement). Associée a cet effet, la médiane de survie augmente par rapport
aux animaux contréles (18vs 10 jours) et aux animaux simples traités (13 jours pour le
coDbait & 15 jours pour [131 rsrst @ e x——7Tte o—f—-co—c“—Fe ‘o FThele_
"flctefeec, «Zeofo— t— ' fc—= " "cte— ti—e 7T iFiguetld—<" tEe T

Dans le modéle SK £Z ua Zif3MGFO1012 est amélioré par le coDbait,
entrainant un ralentissement de la croissance tumorale. Chez les animaux doulaités, le
temps de doublement est significativement augmenté par rapport aux animaux contréles
(25,1 vs 12,4 jours, respectivement). La croissance tumorale des tumeurs traitéesea
[131]]ICF01012 + coDbait est réprimer pendant 2 mois apres le traitement avant de
rechuter. La médiane de survie des animauX3]ICF01012 + coDbait est significativement
augmentée par rapport a celle des animaux contrbles (10%s 58 jours, respectiement).
Statistiquement, I'association entre[131|]ICF01012 et coDbait sur ce modéle de mélanome

démontre clairement une synergiedes deux moléculesur la survie des sourigFigure 3).

b. Evaluation des effets secondaires dans le modéle syngénique B16BI6

(Figure 2)

Dans les deux études, le traitement a bien été toléré par les animaux avec une perte

~

T "cte “—c oifE..°FE Tfe srT t— Tcte <o—<fZA TFf- t— t'—, 2%

non-cibles pigmentés a été évalué sur les animaux C57BI6. Les anafysle la rétine ont

ete_"+ —eof TFcoeco——<'e tF Zf ...'—..St ..te—fefe— ZFe 'StV .
pigmentaire rétinien chez les animaux traités avec1}llJICF01012. Cette altération se
"te—"fce— f——"—" ft— of"" “_<*—1% t- ZifE'—s lattoxicité' ,f<«— i
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T 81 rsrsta <o’ f..— t— t'—,Z% =" fc—tFefo— e—" Zfe ox7fe' . >—Fo
“Z2Z¢..—ZFe «ZF—F oif ote—"t f— . —ef o't foc'e fe_"F Zfe T

c. Mécasnimes moléculaires associés a la RIV (Figure 4)

La radiothérapie interne induit des cassures double, "<+ 11 4 adtivation des
protéines impliquées dans la réparation (H2AX, ATMP, Chk2P, P53S15, P21, pAR[Rt les
modifications du cycle cellulaireont été étudiées dans les deux modéles de mélanonia
lignée B16BI6 est une lignée P58 alors que P53 dans la lignée humaine est mutée

entrainant un changement Arg267Trp(Forbes et al., 2006)

Activation des protéines de la réparation (Figure 4)

fee Z%t o't°Z%f sx Zx& te Y%otex"fZA —eoF f—Y%oote—f—<'s Ti
protéines est observée chez les animaux traités aved3j]JICF01012 +/- coDbait, excepté
pour pARP et H2AX. Le taux basal deH2AX est méme élevé chez les tumeurs controles,
—te'<Uoefo— TE Ziceo—f <Z<csecelldesdé mélandmd(Gorgoulis et al., 2005) Ce
profil est différent dans le modele SKMel 3, avec un taux deH2AX faible dans les tumeurs
contrbles et qui augmente dans les tumeurs traitées aveé3fl]JICF01012 +/- coDbait. Par
ailleurs, les niveaux de P53S15, AT and Chk2P sont plus élevés dans le groupe
[131]]ICF01012 par rapport au groupe [31]ICF01012 + coDbait. En revanche, dans ce

e tOZ% ZitE "teec's tE 'ts eife— 'fo Utk Z4t fUE.. Zif..—< foc'e 1
e —focte tf et T_dcetd ' eife— 'fe . Z<tA “—17 "t o<
groupe, lif'*'—‘ef of ef"fc— Tre... 'fo «o'Zc¢“—%* tfoo Zf o'"— 77—

différents traitements.

Etude du cycle cellulaire (Figure 5)

e+t ZifefZret t— > 2%t . 427—7f<"t tv Sf—_"fe frUoe
B16BI6 montrent une augmentation gnificative des cellules en phase G2/Mchez les
tumeurs traitées avec [131l]ICF01012 +/- coDbait comparées aux tumeurs coDbait et
contrbles (33.8+ 3.5% et27.1+ 1.9%vs.12.9+ 1.2% et 7.9 £ 1.7%). Un arrét prolongé des

cellules conduit a la sénescencege qui pourrait étre la cause de la mort cellulaire dans ce
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modéle. En revanche dans le modéle SKtZ udé <Z i> f 'feo tif""2— t3 ...>...Z2% fte
accumulation des cellules en phase S pour le groupe doultfaité. Conformément aux

résultats trouvés précédemment en western blot, il y a bien présence de cassures double

brins, caractérisées par la présence de la phosphorylation] t efce <Z oi> f fe
TitE "teec's tF "tsa fTre... "feo Tif""2— t— ..>...Z2%4 Feo .. $12Z—7%fe -
leur cycle ceZZ—Z2f<"3 fe tx'«<— t1 Zf '"xete.f ti L fee—"1% Ti Fe
sc—'—c"—1% F— f'7% —e L f"—fco —Feleq Tcoeceefe— Tf7 ot _T¢" F% et

+——Tfe Sce—'Z'%o<“—*fe e—" Tfe ——et—"e¢ Sx ZX "xZ%F " xte Z'e%o—1
jours) montrent un phénotype caractéristique : une population de cellules géantes
f—>'<“—%ed f 1., —e . >—""Zfeet t—Fet— F— tie o—  Zx'ZFe Foe— *,

pas été observée dans le modele S¥el 3 car les prélevements ont été effectués trop

précocemment (24 heures).
3. Discussion

En conclusion, la survie et la croissance tumorale ont été améliorées chez les
animaux recevant le traitement combiné par rapport au groupe contrdle ou traitements
simples, et ceci dans les deux modéles de mélanomes pigment@ans le modele B16BI6, il
> f —e £77F— ftte—<" Tte t1+—8§ ¢'Z+... —Zted it " iMet3-Danat” %o<"—:
les deux modeles, le traitement avedt rsrst f te—"fAext tie . fee—"%e t1 Zi
fTo—et fL =< f—=<'e Ti T — pratéine p2k w été identifiée dans les cellules
murines mais pas dans les cellules humaines. En effet, les cellulesMg{ 3 sont p53 muté
(Arg267Trp) qui ne permet pas la transcription de p21. La perte de fonction de p53 est
associée a un ralentissemental la phase S apres une irradiation, témoin de cassures non
réparées et pouvant conduire a la mort cellulaire. Un autre aspect important est la présence
de cassures doublebrins spontanées en grand nombre dans les cellules B16BI6 et dans une
moindre mesure dans les cellules SWel 3, suggérant des mécanismes de réparation actifs
efce TfU<f Zte Ti—e o t°Zt o Zif——"%a4 fZ% "% tie ..f"f..—%x"ce"—1
Zte L YZ27Z—7%e t—c F—THe— Tf<"i TfU<d" Zi—"e Vftciefesc,<Z
désaganisation des systémes de réparation par le coDbait a clairement augmenté

Zit"" ... RUGFO1AI2, et ceci quel que soit le profil génotypique et phénotypique des
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lignées de mélanome. Le transfert clinique de la moléculé&fl]ICF01012 est en cours Une

Wieco"t x——t1t tite. fZftt tE tlet <o Z—"f tfee foctoe—o f——Fco
sans tenir compte des mutations somatiques, notamment au niveau de la voie des MAP
ecefetfd T——<Zcof—c'e t— ' f<—= "f—— 2_7"% te"ceflhire Jeste o —''7
mécanismes de radiorésistance qui se produisent dans les tumeurs. Les résultats obtenus

dans les modéles précliniques pour l'association del3I]ICF01012 avec le coDbait
promettent d'améliorer encore l'efficacité de la radiothérapie pour les paents atteints de

métastases pigmentées resistantes aux thérapies conventionnelles.
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Abstract

Rationale: Melanoma resistance to therapeutics remains a challenge. Alongside chemotherapy and
immunotherapy, targeted radionuclide therapy (TRT) using radiolabelled melanin ligands offeran
alternative for the efficacious treatment of disseminated pigmented melanoma. We previously
demonstrated that [131]]ICF01012, a melanintargeting ligand, induced a significant slowing of
melanoma growth. To overcome melanoma radioresistance and increase TRT efficacy, we studied
the combination of pan DNA repair inhibitor coDbait and311]ICF01012 in murine (B16BI6) and
human (SkMel 3) melanomas.Methods: Mice bearingB16BI6 and SKMel3 preclinical moded were
treated by intravenous injection of131[]JICF01012 (18.5 MBq and 75 MBq, respectively) and/or with
intra and peri-tumoral injections of coDbait (10 mg). Tumor growth and mice survival were
followed. Anatomopathological and molecular studies were peokfmed onin vivosamples. Statistical
analyses were performed by ANOVA followed by postoc tests and by log Rank tests and
considered significant when p<0.05Results: In both models, the addition of coDbait enhanced TRT
efficacy as estimated by tumour gswth and median survival parameters in[:31]ICF01012 +
coDbait groupvs.control and single treatment groups. While an additive effect of eBbait and TRT
was observed in B16BI6, a synergistic one was pointed out in the slow growing -84l 3 tumours.
CoDHait did not worsen the DNA lesions induced by TRT, but aborted or delayed their repair as
observed by the presence of micronuclei in B16BI6 tumours and by cell cycle blockade in S phase in
SK-Mel 3 tumours. Also, coDbait combination with TRT did not inducany general toxicity or
increase TRT side effects in pigmented tissues (e.g. hair follicles, ey&)nclusion: Combination of
[1311]ICF01012 with coDbait is thus a promising treatment for patients with pigmented metastatic

melanoma.

Keywords: Targeted radionuclide therapy, melanoma, coDbait, DNA repair.
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Introduction

Melanoma caused 5%00 deaths in 2012, accounting for 0.7% of all deaths from cancérThe
pejorative features of this cancer reside in its metastatic propensity and its high resistance to
treatments, leading to frequent elapse for new targeted and immunotherapie$. A specific trait of
cutaneous melanoma is the presence of biopigments, namely melanins, initially produced by
melanocytes to protect skin from U\tadiation. These polymers can serve as a melanorspecific
target through the use of melanirtargeting ligands such as antibodie$ or small molecules of the
arylcarboxamide family 4. In preclinical models, different arylcarboxamide derivatives (ICF01012;
MIP-1145) labeled with - emitting radionuclide (iodine-131, t1» = 8.02 d) induced significant
slowing of tumour growth 58, In a first human study, an MIPL145 analogue, PB!]BA52, was
associated with a 2year survival in 3/5 patients with metastatic melanoma®. This study is
important since it underlines the safety and efficacy of melaniTRT against disseminated
melanomas and the need to stratify patients. Melanins are present in 320% of analyzed
metastases a demonstrated in a SPEGTT imaging study with the melanin radiotracer {23I]|BZA2

10, We al® demonstrated a clear correlation between melanin content and melanifRT efficacy in
preclinical models 611, The dosimetry is obviously a major point for successful radiotherapy;
however, the maximum administrable dose is limited due to potential adverse effects on retina
pointed out in highly pigmented mices, but not yet reported in humans®. A way to increase the
efficacy of radiation is to use radiosensitizers. Melanoma has long been considered as a
radioresistant tumour 12 and this recalcitrance may firstly stem from the presence of melanins
acting as a freeradical shield around the melanoma cell nucleus. In fungi, melanins do exert a
radioprotective role by quenching free electrons and free radicals genated from water hydrolysis

or by scattering Compton effects13. Secondly, melnoma presents a high DNA instability
counterbalanced by efficient repair mechanismst4 16, which contributes to radioresistance 7.

Modifying the DNA repair system is therefore of interest to radiosensitize melanoma. Various
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entities possess such properties, such as PARP inhibitors currently undergoing clinical trigig&
However, coDbait disorganizes thed ' f « 6 "I f <" «¥&L ftehas been tested on different
tumours in combination with both external beam radiotherapy (EBR)?2223 and chemotherapy 24.
When administered subcutaneosly, coDbait did not induce toxicity in rats or monkey$s.

To date, no study has investigated the combination of coDbaitith TRT. Therefore, the ability of
coDbait to radiosensitise melanomas t¢*311]ICF01012 TRT was tested in syngeneic murine B16BI6
and human xenograft SKMel 3 in which we previously studied the effect of TRE1L We also
evaluated the side effects the syngeneic model and mechanisms underlying TR€oDbaitin both

melanomas
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Materials & Methods

Cell culture and coDbait

Murine B16BI6 and human SKMel 3 melanoma cell lines were obtained from the laboratory of Prof.
Fidler (Houston, Texas, USA) and American Type Culture Collection (ATCC, Biovalley, Mame
Vallée) and were cultured as previously reported!. B16BI6 is a cell line wild type for p53, af and

n-ras genes 25, while SkMel 3 harbours mutated P53 (Arg267Trp) and BRAF (V600E) phenotypes
21,28, Dbait fused with cholesterol (coDbait)was from DNA Therapeutics (Evry, France) and

corresponds to clinical DT0121.
Tumour models

Male C57BL/6J mice and female Nude mice (6 weeks old) were obtained froBharles River
fo"f=""<te 0 ,"teZt& "fe..f & ZZ foecofZ e——*Tcte ™ME"F L fUUctt f——

for the Care and Use of Laboratory Animals and approved by the ethics committee (C2E2A, number
CE6412). To establish the tumours, 3« 105 B16BI6 cells (C57BL/6J mice) and % 106 Sk-Mel 3 cells

(Nude mice ) in 100 pL PBS buffer were injected subcutaneously into the right flank. Mice were i.v.

injected with [131]ICF01012 after 10 days for B16BI6 (mean tumour volume: 30L00 mm3) and 35

days for K-Mel 3 (mean tumour volume: 30200 mmg3). The length and width of the tumours were

measured using a caliper. Tumour volume was determined with the formula: volume (mih=

(length (mm) x width2 (mm))/2. Mice were weighed three times per week and sacrificedvhen

tumours reached 2000mma3. This endpoint was considered as day of death in survival analyses.
Radiolabelling of {31]ICF01012

ICF01012 was labelled with {311]Nal (881-1472 GBq, Perkin Elmer, Courtaboeuf, France) at high

specific activity using a radioiododestannylation reaction as described elsewhefe[13t]ICF01012
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was obtained with good radiochemical yields (6087%), high radiochemical purities (>98%) and

specific activity in the range 57 115 TBg/mmol.

Radiotherapy protocols for mice bearing melanomas

After 10 days and 35 days of tumour growth, 1p]ICF01012 treatment was administered
intravenously in mice bearing B16BI6 (18.75 MBq, day 0) and SWel 3 (3x 25 MBq, days 0, 7 and
14) melanomas, respectively (see supplementary Fig). Two independent experémts with 10 mice
per group were performed for the B16BI6 model, and one experiment with 6 mice per group for the
SK-Mel 3 model. In both models, coDbait diluted in 5% glucose was injected into the tumour and in
the peritumoral area 5 h before each TRT (2Zng and 1 mg for BL6F6 and SKiel3, respectively).
Further injections of coDbait were made at days 1, 4, 6, 8 after TRT for B16BI6 (2 mg per injection)
or at 24 h and 48 h after each radiotherapy for the S#iel3 model (1 mg per injection). Controls
received 5% glucose solution in the same manner. For molecular studies, three additional mice per
group were killed 24 h and/or 10 days postirradiation. Tumours were removed and divided into
two parts, one fixed in AFA for histology and one frozen in liquid N Metastases were counted on

lung using a binocular microscope.

Histological analyses

Histological (tumours and eyes) and cell cycle analyses were performed as previously descritfed
Briefly, normal skin and melanoma tumour pieces fixed in formol solution were mounted in
paraffin. 4 um slices were stained with haematoxylirphloxin saffron (HPS)An anti-PS100 antibody
(Dako) was used tostain melanocytes. The secondary horseradish peroxidase (HRP) antibody was
visualized with diaminobenzidine (DAB). The number of melanocytes was quantified as the number
of PS100positive cells per field. At least three fields per slide were counted by @athologist. The
necrotic cells were identified as cells with intense nuclear labelling (pycnotic nuclei) and a very red

cytoplasm, and the percentage of necrosis referred to the necrotic area relative to the tumour area.
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Micronuclei assessmenivas performed on HES staining as previously described, approximately
3500 cells per groups have been counted.

Eyes were placed in fixative solution and embedded iparaffin. Sections of 5 um were cut and
prepared for haematoxylin-eosin saffron staining. The thickness of the retina pigment epithelium
and that of photoreceptor were measured both near to and far from the optic nerve using

MetaMorph software from the CIG platform (ClermontFerrand, France).

Flow cytometry DNA analysis

B16BI6 tumor samples were mechanically disaggregated in PBS solution with 26G needles and
filtered through a 70 um nylon filter. The suspensions of cells were spun (400 g, 8 min, 4 °C)dan
the supernatant was removed. The dry pellets obtained were suspended in 500 pL of ribonuclease A
(1 mg/ml, SigmaAldrich, France), and 500 pL of propidium iodide (0.1 mg/mL, Sigmaldrich)
were added. After 30 min at 4 °C in the dark, events in the difent cell cycle phases were gated
manually using the BBDLSRII flow cytometer (CICS platform, FACS Diva software (BD Biosciences),
Clermont-Ferrand, France) at wavelengths of 488 nm (excitation) and 620 nm (emission). The data

were analyzed with ModFit LT ell-cycle analysis software (Verity Software House, Topsham).

Molecular studies

For Western blot, proteins were extracted from 10 mg of crushed tumour in buffer (6 M urea, 5 mM
NaF, 2.5 mM sodium pryrophosphate, 1 mM EDTA, 0.5% TritonX100, 1 mM activatsadium
orthovanadate, 1X protease inhibitors). Proteins (30 pg) were separated in 8% or 12.5% SPSGE
and transferred to nitrocellulose membranes (Millipore, St Quentiren-Yvelines, France). We used
the following antibodies: ATMS1981P (36810, Abcam, P&, France), ChkZI68P (85743, Abcam),
p53-S15P (9284, Cell Signalling Ozyme, SQuentin-en- Cell

Signalling), p21 (6246, Santa Cruz,Clinisciences, Nanterre, France), and GAPDH (25778, Santa
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Cruz). VEGF level was determinedhy ELISA (Raybiotech, Tebbio SA, Le Perrayen-Yvelines,

"feot fo. tce%e — —8F efe—"f . ——"1"[e <o (el

Statistical analysis

The results are expressed as meahSD except for Figures 1a and 3a where they are represented as
mean + SEM. Statistical analyses were conducted using Stata software (version 13, StataCorp,
College Station, TX, US). A twailed p value of less than 0.05 was considered to indicate statistical
significance. Comparisons concerning quantitative parameters (Wisn blot quantification, VEGF
content, lung metastases distribution, tumour doubling time) between treatment groups were made
using ANOVA or a nofparametric Kruskal-Wallis test according to ANOVA hypotheses (assumption
of normality studied by ShapiroWil e fet Ste‘e  ttfe—<c..<—> ,>» f"=Z%t——ie —Fe— a St
(previous tests such ag <0.05), an appropriateposthoctest (PHt) was considered: TukeyKramer
(TK) followed ANOVA and Dunn (D) for KruskaWallis. Censored data (survival) were estimated
using the KaplanMeier method. The logrank test was used in univariate analysis to compare
independent groups. The results were expressed as hazard ratios (HR) after Cox proportional
hazards regression (Cox). The type of interaction was described as additiwden corresponding to

the effect being equal to that of the theoretically calculated effects pB11]ICF01012 or coDbait alone
and supraadditive (synergistic) when the effect of combined PB]ICF01012 plus coDbait is

considered to be more efficient tha the calculated effect of single use.
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Results

CoDbait treatment plus TRT strongly slowed tumour growth and increased survival in the

syngeneic B16BI6 model by disturbing DNA repair

The administration of coDbait (5 sessions of 2 mg) during thérst week following TRT significantly
increased P31]ICF01012 efficacy (Figure 1). $31]ICF01012 + coDbait significantly slowed B16BI6
tumour growth, the tumour doubling time (DT) being extended by 170% compared with control.
Combined treatment was sigificantly better than either single treatment (Figure 1a) (PHt,
p<0.001 compared with control and coDbait groupsp= 0.04 compared with [3]ICF01012
group). The evolution of tumour growth using the random effects model demonstrated the
additional effects of both molecules. Likewise, median survival increased significantly for mice
receiving [$31]ICF01012 + coDbait treatment (18 days) compared with control (10 days)&ox
p<0.001) and the singletreatment groups (13 and 15 days for coDbait and }]ICF01012,
respectively) (Cox p=0.001 and p=0.05, respectively) (Figure 1b). Decrease of lung metastasis
number by TRT was not further improved by addition of coDbait (Supplementary Figure 2a) nor

was the VEGF tumor content (Supplementary Figure 2b).

Histology analyses were performed on B16BI6 tumours removed 24 h (2 mg of coDbait) or 10 days
(10 mg of coDbait) after irradiation (18.5 MBq). Morphological alterations following TRT
(Supplementary Figure 2c) were not increased with coDbait. At 24 h, theittic index decreased
similarly in TRT and TRT + coDbait (mean: 14 and 13 mitoses per 10 high fields) compared with
control and coDbait tumours (mean: >20 mitoses per 10 high fields). Interestingly, 24 h pe$RT,
necrosis was significantly increased (PHtp <0.001) in the combined treatment group compared
with the others (Supplementary Figure 2d). Interstingly ,ten days after the treatments, the number

of micronuclei was significantly higher in tumours receiving TRT + coDbait (Figure 1c).
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CoDbait treat ment plus TRT did not worsen [ 131]]ICF01012 toxicity.

As [131]]ICF01012 targets pigmented organs, toxicity effects were studied in eyes and skin. As no
histological damage was detected on the ciliary body and choroid structuret we focused the
analyses on retinal changes, specifically in the outer nuclear layer containing photoreceptors and
retinal pigmentary epithelium. Compared wth the control group, we observed a significant
decrease in retina thickness immediately around the optic nerve area 10 days following irradiation
in mice receiving E31]ICF01012 (REMp <0.001) or [t31]ICF01012 + coDbait (REMp < 0.001), but

no additional reduction with coDbait, the difference between the two irradiated groups being nen
significant (Figure 2a). The reported leukocyte decrease (Figure 2b) and slight weight loss (Figure
2c¢) induced by TRT were not modified by the addition of coDbait. The results suggest that coDbait
addition to TRT did not increase TRT adverse effects or induce specific toxicity. We evaluated the
impact of the combined treatments in hair follicle melanocytes revealed by counting PS10ébelled
cells (Figure 2d). The nurber of melanocytes was identical in controls, single and associated

treatment groups (3 to 5/fields, 10 fields counted) (Figure 2e).

Combination with coDbait significantly enhanced [ 131|]ICF01012 radiotherapy efficacy in SK -
Mel 3 human melanomas

[131]ICF01012 (3 x 25 MBQ) injection in the SKMel 3 model produced a significant slowing in
tumour progression compared with control group (doubling time: 12.4vs25.1 days, PHtp =0.006).

In SKMel 3, the effect of B1]ICF01012 was improved by coDbait, leadig to slowed tumour growth
(Figure 3a) (PHt,p = 0.06). The benefit of the association between TRT and coDbait was statistically
supra-additive demonstrating a clear synergy of the two molecules on tumor growth control

(comparison coDbait/combination: p<0.001; comparison TRT/combination p= 0.005)

A statistically significant increase in the survival rate of mice receiving both compounds against

single treatments was demonstrated (Coxp=0.005 and p=0.017 compared with coDbait and
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[1311]ICF01012 respedively) (Figure 3b). In parallel to tumor growth, the association between TRT
and coDbait was again statisticallysupra-additive demonstrating a clear synergy of the two
molecules on mice survival (comparison coDbait/combination: p=0.005; comparison
TRT/combination p= 0.017). Tumour growth was controlled for 2 months before relapse. Double
treatment was well tolerated; weight loss did not exceed 10% of the initial animal weight (data not
shown). Histology studies showed the emergence of cells with atypicaluclei and enlarged
cytoplasm in tumours receiving [3t]ICF01012 + coDbait (Figure 3c). In these groups necrosis was
present in each animal and represented 20% in 2/5 mice with double treatment. The number of
mitotic cells (<10 mitosis per 10 high fields)decreased compared with control groups (>15 mitosis

per 10 high fields) (Figure 3d).

In vivo antitumour mechanisms of [ 131]]ICF01012 + coDbait administration on B16BI6 and

SK-Mel 3 tumours

[131]ICF01012 TRT was expected to induce DNA doubkgtrand breaks (DSB) and the subsequent
repair mechanisms. We monitored the modifications (level and/or specific phosphorylation) of
proteins involved in DNA repair and cell cycle control/death: -S1981P, P53515P, P21,
and PARP in both models and ChKR68P only in human tumours (Figure 4a and B. The basal
was high in the B16BI6 model with no significant modification observed in tumours
receiving TRT and/or coDbait (Figured4a), and low in SK +
coDbait groups compared with the controls (Figure 4b). However, ATM was shown to be
phosphorylated at S1981 by [31]ICF01012 in both models. ATM activation was also revealed by
phosphorylation of P53 on serine 15 leading to an induction of P21 expression in only the B16BI6
model. The levels ofP53-S15P, P21, ATM-S1981P were not significantly changed with coDbait
addition in B16BI6, while P53-S15P, ATMS1981P and Chk2T68P levels were higher in

[1311]ICF01012 than in [131]ICF01012 + coDbait SKMel3 tumours (PHt test p < 0.05) (Figure 4c and
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d). CoDbait, by trapping repair systems, should increase tumour cell deatin both models,
however, cleavage of PARP was not detected, indicating that apoptosis is not involved in the

tumoural cell death induced by these treatments.

We then analyzed cell cycle modificationgFigure 5a and 5b) In the P53 wildtype B16BI6 tumours
display 24 hafter treatment, a significant decrease in cells in G1 (4486.2% and52.5+ 1.5%vs.
64.9+ 4.1% and 65.7 £ 3.5%and an increase in G2/M cells (33.& 3.5% and27.1+ 1.9%vs.12.9+
1.2% and 7.9 + 1.7%)xould be observed between groups receiving orat receiving [*3!]ICF01012
treatment (PHt test p<0.05). This pattern suggests tha{3!l]ICF01012 treated cells died from
unrepaired damage that ultimately pass the G2/M checkpoint arrest leading to mitotic catastrophe
in senescent or necrotic cells.nterestingly, coDbait addition significantly decreased G2/M blockade
(PHt test, p<0.05), suggesting that the disorganization of repair machinery could accelerate such
cell death.In the human xenograft, 24 h following treatment, we did observe a progres® increase
of cells in S phase from control to double treated groups that became significant in the

[1311]ICF01012 + coDbait group compared with controls (Figur&b).
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Discussion

Melanoma [3t]ICF01012 TRT is applicable on melanhpositive disseminated lesions. Using
adapted dosimetry, tumour growth control and survival improvement can be observed in highly
pigmented B16BI6 tumours and moderate SHlel 3 pigmented tumours with 18.5MBq and 3x 25
MBq [131]ICF01012 activities respectively 81l We demonstrated here the possibility to increase
[1311]ICF01012 TRT efficiency for melanoma growth control with a pan DNA repair disrupto® 2L, In
both models, survival and tumor growth control were improved in mice receiving double treatment
compared to those receiving single ones. This increase was shown to be additive for the B16BI6
model and synergistic in SKMel 3 one. Assesment of radiosensitization required synergy
demonstration, however the additive effects is also of clinical interest and may be linked in this case

to the ability of cell to repair DNA .

In both melanoma models DNA DSBs were caused B$t[[ICF01012 TRT as shown by the activation
of the DSB sensor ATM. ATM phosphorylation leads to P53 phosphorylation on serine 15 in the two
tumor types , which in turn induces the expression of P21 but only in murine cells. Although P53
could undergo this modification in K-Mel 3, the identified mutation (Arg267Trp) occurring in the
DNA binding protein did not allow p21 transcription. On the contrary, in B16BI6 tumours, P21
expression occurred and should block mitosis promoting factor activation (cyclin B1/CDk1; Chk?9
leading to mitotic giant cells.No G2/M nor G1/Sblockade was seen in the SKilel 3 receiving 25
MBqg [3]ICF01012. An important feature of human melanomas resides in a defective G2
checkpoint 1629 that could abrogate G2/M blockage in irradiated SHel 3 tumours. P53 loss of
function has been associated W significant slowing of Sphase following irradiation 30. Anincrease

in cells in Sphase wasobserved in irradiated tumours, reaching significance with the addition of
coDbait Accumulation of cell in Shase often reveals unrepaired damage that slows down the

replication and may lead to cell dedt.

186



Résultats: Article 2

Another important parameter in radioresistance is the ability of tumour cells to repair DNA lesions.
SK-Mel 3 tumour
controls, indicating the presence of spontaneous DNA breaksr replication stress 1731, and
suggesting active repair mechanisms. Inhibiting and/or disorgaizing DNA repair system by coDbait
clearly increased the effects of13t]ICF01012 TRT in both models in regard to growthcontrol and
survival. In irradiated B16BI6 tumours, micronuclei that testify the lack of effective DNA repair were
higher in double treated tumours. These radiosensitizing effects are comparable to those observed
in preclinical models treated by EBReL23, Interestingly, coDbait injection alone induced a non
significant decrease in tumour growth as previously reported?3. CoDbait was shown to capture
proteins involved in DSB and single strandreak repair 12 and so should enhance tumour cell death.
We observed this effect in B16BI6 irradiated tumours receiving coDbait injection compared with
TRT alone, with a significant increase in necrosis. For 9%el 3 tumour, we have cell cycle blockade
after one irradiation plus coDbait, which might be increasedn treatment conditions after the two
additional cures. The positive association of coDbait with TRT on melanoma whatever their p53 and
b-raf status is of importance in treating patients with disseminated lesions, ineligible or resistant to
available therapies. Another positive aspect is the absence of toxic effects after coDbait treatment, as
demonstrated in the syngeneic B16 model (no modification of weight or decrease in vital signs).
More importantly, in the murine melanoma model,[231]]ICF01012 side dfects on retina were not
increased by coDbait even though it can readily diffuse in the bod9. The same applied to the hair
follicle melanocytes, which were not altered in terms of number and function in groups receiving

coDbait and/or [131]ICF01012.

Although active therapeutics are now available to treat melanomad,e.kinase inhibitors and immune
system modulators, they encounter resistance mechanisngs, and in many cases, patients with
advanced melanomas continue d die. The development of targeted therapies against intrinsic

melanoma properties such as the presence of melanins offered another window for those patients
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without therapy proposal. The ongoing clinical transfer for 3]ICF01012 TRT with a first into
human escalation dose phase will include patients with stage IV melanomas. In the following years,
we can propose to associate coDbait with!{[]ICF01012 TRT as in a first clinical trial including
patients presenting melanoma skin metastases coDbait in asgation with external beam

radiotherapy induces tumor growth decreases4.

Conclusion

The results obtained in the preclinical models for the association oft31]ICF01012 TRT with
coDbait are then promsing to improve further on treatment efficiency for patients with pigmented

disseminated metastases resistant to therapeutics.
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Figure

Figure 1. Effect of coDbait added to B]ICF01012 TRT on tumour growth and
median survival in B16BI6 model 6 =20/group). a. The tumour growth was calculated
with the ratio of final volume (FV) minus initial volume (IV) to initial volume (IV). The
doubling time (DT) was calculated with the exponential &lue of tumour volume curvesb.
Survival curves were established as the percentage of animals that remained in each group
(n=20/group) at indicated times c. The number of the cells presenting micronuclei in the
cytoplasm (black arrows) in nonnecrotic and proliferative areas was increased in
[131]ICF01012 TRT group compared to control and coDBait, this was further enhanced by
CoDbait addition (n= 4 /group; 300000 cells counted). *p<0.05.

192



Résultats: Article 2

Figure 2. Side effects associated with treatments in pigmented C57BI6 mice.
Evaluation of [31]ICF01012 + coDbait toxicity on mice retina 10 days post irradiation
(n=4 per group). The significant ratio decrease observed following'}1]ICF01012 around
the optic nerve was not further increased with coDbait additionb. % variation from initial
values showed no statistically significant weight loss in the four group. White blood cell
guantification in the four groups showed a norsignificant decrease in irradated mice. d.
Evaluation of [t31]ICF01012 radiotoxicity on skin by melanocytespecific staining of PS100
protein. Representative histological sections of mice skins from the different groups
showed a similar number of melanocytes in the hair folliclese. Quantification of PSL00

stained cells showed no statistically variation of the hair follicle melanocytes. p,< 0.05.
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Figure 3. Effect of coDbait+ [131[]ICF01012 TRT in SKMel 3 model.a. The tumour
growth was calculated with the ratio of final volume (FV) minus initial volume (IV) to initial
volume (1V). The doubling time (DT) was calculated with the exponential value of tumour
growth with six mice in each groupb. Percentage survival ofmice (n =6 /group) receiving
the different treatments. c. HES representative histological sections and of SWel 3
sampled 24 h after [31JICF01012 injection (25 MBq) and/or one injection of coDbait (1
mg). d. The percentage of necrosis established byanting the cells on 3 HPF. $ <0.05
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Résultats: Article 2

Figure 4. Mechanistic studies of P3]ICF01012 * coDbait on tumour extracts
Western blot analysis of p53 phosphorylation (S15), ATM phosphorylation (S1981), Chk2
phosphorylation (T68) p21 expression and PARP cleavage in tumours 24 h p.i in B16B& (
and SkMel 3 models p). The corresponding quantifications are given on graphgc) and
(d) in B16BI6 and SKMel 3 respectively *p <0.05
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Figure 5 Cell cycle modifications induced 24 h after treatment in B16BI§a) and Sk
Mel 3 models p).*,p <0.05

Supplementary Figure 1

Schedules of experimentain vivoradiotherapy protocols in B16BI6 @) and SkMel 3
models ().
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Résultats: Article 2

Supplementary Figure 2

Effects of combined treatment on B16BI6 dissemination and anatomopathologic

features

a. The number of lung metastases was significantly decreased in mice receiving
[131]]ICF01012 + coDbait (h=15 each) compared with control 6=14) and coDbait (=18)
groups. b. Tumour VEGF content was decreased significantly if3fI[ICF01012 treatment
compared with control and coDbait.c: HPS representative histological sections of B16BI6
tumours 24 h or 10 days pos{{131]ICF01012 irradiation with one dose of cdbait (for 24 h,

2 mg) or with complete treatment (10 days, 5% 2 mg). 24 h postirradiation, tumour cells
were larger, with a marked nucleolus in both groups, with and without coDbait. An atypical
population of giant cells with expanded cytoplasm and shaened nucleoli in the TRT group
was observed 10 days posf!31]ICF01012 injection in all samples, representing 1020% of
the tumour cells d. The percentage of necrosis was established by counting the cells on 3

HPF.* p<0.05
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II. Radiosensibilisation du mélanome avec les
nanoparticules de gadolinium

Les nanoparticules a bases de gadoliniunfnanoparticules) possedent unatome
lourd dont les électrons périphériques« arrachés» par des irradiationspeuvent augmenter
les lésions (Mowat et al., 2011) Leur utilisation en association avec une radioathérapie
externe a montré une potentialisation des effets des irradiationgMiladi et al., 2014) Dans
un objectif similaire, ils ont été associéavec [31]ICF01012. Cette expérience a été réalisée
feo ZZf,"f—-<'e fTE.. Zix*—<F tT— A f7.. feci’a e >'ed

1. Injections de nanoparticules de gadolinium associées a
[1311]ICF01012

a. Effet surun modéele de mélanome murin B16BI6

Apres 10 joursde pousse tumorale de B16Bl6les animaux sont séparés en quatre
groupe homogeéne le groupe «contrdle y “—«< "F-'<— Zit§...<<fe— Tie t1+—8§ —"f«-
et i.t.,, le groupe «Nanoparticules» qui est traité avec 40 mM de nanoparticules en i.t.
pendant5 jours consécutifs, le groupe {231]ICF01012 » qui recoit une injection i.v. de 18,5
MBqg et le groupe «131JICF01012 + Nanoparticules> qui recoit les deux précedents
traitements. Les animaux simples traités recoivent également les excipients des teanents

non-injecteés.

<ot E'—"e fr7% Zi<""ftcf—<'ed —eF 1< 7x”yolumd tumbiat < < ... f—<
basal est observé pour les groupes contrble et simplesaités. T——1 T< "x"te. ... F it
‘LelrTxr f—ie Cf -« ti  sr ' -3)IZE01042 ‘+— Nmoparticules. Une
augmentation du temps de doublement des tumeurst{I]JICF01012 + Nanoparticules4,1
jours) témoigne également du ralentissement de la croissance tumoral. Cette augmentation
cifo— ec%ooc ... f=<"t “—if t... Z1 % "' — rtp=0,047)"@Bigure 8HyLAE ‘' —" &
comparaison du volume tumoral entre les differents groupes montre une différence
significative entre le groupe contréle et le groupelf!l]ICF01012 + Nanoparticulesainsi que
le groupe contréle et [3U]ICF01012 (p<0,05, Tuckey). ¢« "t~ fe..Sta <Z *i> f 'fo
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difference de volume tumoral entre le groupe PBH]ICF01012 et [S1]ICF01012 +

Nanoparticules.

Figure 86 : Effet radiosensibilisant des nanoparticules de guadolinium sur un modele de mélanome
e—"¢e SX ZX —"f<—% f7%.. — i 1RIGFDL012<(#8,75 MBq). A) Volume tumoral (mmsd)
apres les différents traitements. TD temps de doublement des tumeurs (jours)B) Valeurs desp valuede la
comparaison des volumes tumoraux des différents groupes (Test Tuckey). Les valeurs en orange s
inférieures a 0,05, les valeurs en violet sont proches de la significativité (0,100<x<0,05). IGFR]ICF01012,
Nano: Nanoparticules.

BN

Associée a cet effet, la médiane de survie des animaux recevant le traitement
combiné augmentesignificativement par rapport aux animaux contrdles 21 vs14,5 jours
respectivement, KaplanMeier, p=0,039) et aux groupes nanoparticule§l6 jours,p=0,006)
et [131]ICF01012 (16 jours, p=0,031) Figure 87A). o ‘, ef" " fe— Zice foc'e '— 7o ef";
nous remarquons une diminution significative du nombre de métastases dans le groupe
[131]]ICF01012 + Nanoparticules par rapport au groupe controle (0 vs 6 métastases,
respectivement) (KruskatWwallis, p=0,008) Figure 87B).
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Figure 87 :Effet T fe ofe* ' f"—<...—Z%te T1 %o—f 1T Zcoc—e o—" Zf «—""¢t (B) :
des animaux traités avec [ 131[]ICF01012 + Nanoparticules. Nano: Nanoparticules

b. Analyses anatomopathologigues

o ——ef—"e ‘e % 71 +Fe tvSBANCFOIANX & cantrdles T
n=3 Nanoparticules, n=2 [131]]ICF01012 et n=2 [131]]ICF01012 + Nanoparticules). La
mélanine se distribue dans plusieurs secteurs les macrophages, les cellules tumorales
et . texte f— Zte feo'f . Fe <ot  ¥77Z—7f<"ted o tx,—— TitxZf" %o
correspondant a des atypies cellulairesest observée dans les groupesayant recu
[131]]ICF01012 (Figure 88). En revanche, aucune différenceupplémentaire eite— ‘' ef”" "+ 1
lorsde Zifee'...cf—c'e T1e of et fLARCFOIALW: ™1 ...
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Figure 88 : Histologie des tumeurs B16BI6 apres différents traitements : Contréle, GBN
[1311]ICF01012 et [131]]ICF01012 + Nanoparticules. Les tumeurs sont prélevées 24 heures gqst-

irradiation, coloration HES

2. Discussion

Les études in vivo de la potentialisation de la RIV [31]ICF01012 par des

nanoparticules de gadolinium montrent une différence significative entre le groupe
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controle et le groupe[131]]ICF01012 + Nanoparticules en termes de volume tumoral, de
temps de doublement et de métastasgsulmonaires. En revanche, excepté pour la médiane
de survie des animauxles effets du traitement Nanoparticulesne sontsignificativement pas

différents de ceux observés sur le grouptaité avec la radiothérapie seule

Pf'7°e . te ""iect”e "Aief-E7-nfnogatticules de gadolinium ne semble
pas améliorer Z 711" "Hidl]ICF01012 et plusieurs facteurs pourraient expliquer cette
foefe... T T PIémiErement, les nanoparticules ont une durée deieven intratumorale
courte, environ 15 minutes (Miladi et al., 2014) Ce temps de présence fugaggourrait
ei2_"F efatlcefe— " t_Fe_<fZcet” Zi1 " malgtétle ¢ing fnjectior®+ " f <t
successives réaliséesEnsduite, le rayon @ 80 keV T+ Zi d'3flfest supérieur au « K-shell
electron binding » du gadolinium (50,4 keV) et leur proportion est faible (1%} i f'”°e Zte
eco—Zf—<'es Tt Zit""t— 'Ssec'—1 gadolBim T 2T pudhoetI—F e tE Zf T
absorbée due a la présence de nanoparticules mEpasse pas 1%, ce qui est négligeable
dans un traitement par radiothérapie (calculs réalisés par Dr. Yann Perrot, données non

montrées). « "3~ fe...Sta Zpeurfdit &tenesté pour uneffet radiosensibilisant.

En observant les courbes des volumes tumoraux des animaux traités avec
[131]]ICF01012 et [31]ICF01012 + Nanoparticules, il sembleependantavoir un effet des

nanoparticules.Celui ... < " —""f<— oif8' Z<“—1%" "f” Zf "'Vef—c'e tf efete’i_e
—>'F L fe  HfAF ET e —%t” —c¢ "f—"Fe— <et—<"F tides"tf..—<"
macromolécules biologiqueset in fine la mort cellulaire (Pouget and Mather, 2014) Ces

+——tFe “—c ote— ZFe ""tec®fe o ' —efe—t" Zifee' (f—c'e ofel’f.

radiothérapie interne sont a poursuivre. Il serait ainsi pertinent de caractériser in vitro
Zit"fe——17 1°"f- e ila—RIVZerges—nanoparticules sur la prolifération,
Zif—%oete—f—<'s T1te .. fhrins-0d ta présepdetde ROS sur desltures 3D de

mélanomes pigmentées.
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Discussions et

perspectives

Bien que les mélanomes cutanés ne représentent que 4% des cancer
dermatologiques, ils sont pourtant responsable Tife <”‘e zr" ¢des (Bandarchi et al.,
2010). Le mélanome cutané est un cancer de la peau survenant presque exclusivement dans
la population blanche, son incidence est plus faible chez les populationsi * " «<%o < f~"«... f<e%
qui possedent une pigmentation plus foncé Depuis 60 ans, son incence a augmenté
tite~<”*e %rdans la monde(Jennings and Murphy, 2009) Tf %" eec< <—% tT— exZfe'e:
provient de sa forte capacité a métastaseet lorsque ce stade est atteint, le taux de survie a
w fee Fe— T73¢720'% @@ray-Schopfer et al.,, 2007) Depuis 2011, de nouvelles
stratégies encourageantesont été approuvées par la FDA. Par exemple le vemurafenipui
est un inhibiteur de la protéine kinase BRAF V60QEaugmente & médiane de survie des
"f—<Fe—e tTite"<"'e (Qurtt‘and Urba, 2012)a f'feffe—-4a .. f —"fc—Ffeofe—
ftececo—"f, 2% “—if—3§ ’f—c<te—mutatient -soite envitonZ50% des cas de
mélanome et des phénomenes de résistanepparaissentfréquemment (Wellbrock, 2014).
Le développement de nouvelles cibles et stratégies thérapeutiques est donc toujours
tintérét. Parmi les caractéristiques intrinséques du mélanome, la production de mélanine
semble étre une cible de choix. En effate pigment est retrouvé dans environ 90% des cas

de Iésions primitives et 50% des métastase@Cachin et al., 2014)

i——<Zcof—<'s T1 o7+ ceufldées d1es +ddioisdtepes, et pogdant une
forte affinité pour la mélanine estune option —S+"f'f——<“—1% tx~"tZ*'+x% "f" Zi
Inserm/Uda $— tif——"1« Zf(Joydl-etdl}2010; Mier et al., 2014Ainsi avec le
transfert clinique réussi du radiotraceur BA52 (Mier et al., 2014)a t— ZifZZ'*%ofete— t1
e—""¢t tie "focte—e ti t feed ..t—-1 e—"f—+%<}Ldoprenditres “—1 &
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o'Z%..—Z%Fe tx7EZ' %« (MBINiet af{2002)ont été pharmacomodulées afin

T1f e+ Z < '€urd rédentions tumorales. Parmi les nouveaux vecteurda molécule ICF01012

est celle qui a montré les caractéristiques les plus intéressargeen terme de fixation

—— " fZT f— titZcocof—<'e fibles'(Chetalit at.; 2008)Elle posséde un iode

e TF—— 2-7F FerZf ik f" efe <of=Fe Mt fl—<Ted e of" —f %
avait déja été réalisé avec succes dans des études précéder{teBezal et al., 2008Bonnet

etal, 2010a .3 tetfe— Zf ...'—' Zf%3I f"%.. Ziceemeéhtutdisdden... e te—<
clini“—3& eif fc— Efefce =% "+fZcot E—e“—ie ""tete_d o tFe ""fec:
été de démontrer que Zf *'Z+..—7% rsrst ..'eet”"fc— ote "7 ct_te 7!
ef"“—xt o Zic'tt Stud o' —feete— 7f "«Fpextoe f—FinBeacofoerFe "f Tt
organes noncibles (Viallard et al., 2015) aspect théranostique T1  rsr bt un desses

avantageset i+ " fZ—f—<‘'s """ fZf,Z% "7 <of%t"<t Tte Ztec'es ot _fo_
statuer sur leur pigmentation et donc la présence de la cible thérapeutiquéNous avons

ete—"% f” tie t——FFe tlecet—"<"—1te “—icZ t—fc— amonteu<tZ ti
traitement la dose absorbée par la tumeuen fonction de sa pigmentation En effet, en

radiation externe, il est généralement admis que des doses comprises enB80 et 60 Gy sont
nécessaires pour obtenir un effet palliatif sur le développement du mélanome métastatique
(Zygogianni et al., 2011)Ora Zit——13 ‘e liséd Surdbs tanfurs humaines SK

Mel 3, montre “—3F Z*'"e¢ ti—ef <o @Ef...—<'e T twe eTheZf flo'owt—flesfot ' —
Ca—Fe«” ZiETTE— Fellter—2A o £77F-8 <Z te— et . teef"t tE e —Z-<Zc<
le palier de 53 Gy, dose effic® pour obtenir le ralentissement de la croissance tumorale

(Viallard et al., 2015) f '"‘—‘...'Z% tisr@pétées— ‘également été utilisé avec le

vecteur [131]]MIP-1145 (Joyal et al., 2010kt montre des performances semblables a celles

T 131]]ICF01012.

Les mécanismes de la RIV ont étpréalablement décrits dans la lignée B16BI6
(Degoul et al., 2013)Ce modele differe de celui que nous avons utiésles tumeurs lors de
Zi<""ftcof—<'e tE fe— 271  fligerflegétudes-de ratiogensibilisation (injection
intra-tumorales) les tumeus ont été ainsi traitées a J1@ost-inoculation des cellules au lieu
Tt x& f..¢ oif " f..—% "fe Zfe ot . foecoeste cot—c—o f" Zf f %
"EfUf—cte TEIZ Zif"72— te t t— ...oNouwsiavang dgalemiérftiavaillé
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sur une autre lignée de mélanome les SKMel 3, caractérisées par une mutation de p53
(Arg267Trp) (Forbes et al.,, 2006)s“t< " cfe— efe . f'f..c—xe Tf "<Sf—c'e o Zi
"fet "t te'—f Tt Zif,efe..t Tt Zf V' —t<et 'ts T e-wratliptionS—"fc—e —-

Le modele B16B5 permet une approche des processus métastatiques dans un
‘"% foecoeot <o—+%"t f— oe<TIif— T— e>e—Cef coee—ec—fc"ta TI 7.
meétastases (spontanées ou colonies pulmonaires) est particulierement intéressante
e —71Z7Z% T+e'e—"gsikilté«de #giter ‘des petites tumeurs accessibles par la
" —Zf—<'e ofeY%o—cotd Z ot fc— %o fZFete— co—x"Feefoe— tiz—-
e't°ZFe Tt exZferet tx7EZ ke " f7 T fAvan'der \Hgygehferak,”2045)

f exZfocef sifte— "fo —ec“—Fefe— ""tefe_TElefestrelidwéetZ fo'etfet
notamment dans les folicules "«Z 3 —34 $— Zi+x «—S+Zc—+ ’(Busct 6k, 2008) "+ —ceocte
La"<§f—«<'e Ti rsrsta ..'—'Z%1 « Zie¢ dtesceiules pourrdient’entrainer
des effets secondairesLes mélanocytes présents a la base des follicules pileux ne
présentent aucune modification morphologique apres un traitement avecl{I]ICF01012.

En revanchela "<& f — <« ‘BUHCF01012 f — «<"3f— t1f Zi unetdiminfifonide la
couche contenant les photorécepteurautour du nerf optique. Cependantles souris C57BI6
ont une pigmentation rétinienne tres forte qui ne reflete pas la celleretrouvée chez
ZiS e+ DPa plus, une dosimétrie réalisée chez le singdoyal et al., 2010)extrapolée a
ZiS'eed f ote—x tlet Ffe'” +F f— " i fu-betizamideaMIAL145 est de
SAur - raxy > “& Ve tit Zit——1t1F ... Zce<"—Miertdt al,f20145+...—Z1
aucun effet secondaire e —" ...t — ‘"@GlBerEporté. o ...'e...Z—ec<'ed Zf "<Ef—c'e o
T 131]ICF01012 ne devrait pasétre un probléme majeur pour le transfert clinique de la

molécule.

Cependant, apres un traitemenavec[131 rsrst Zf "% "feec's ——e'"fZ1 it
compléete et une reprise de la croissance est observée, suggérant la mise en place de

mécanismes de radiorésistance(Khan et al., 2011) Le mélanome est un cancer résistant a

Ziteete, 7t tie —St"f'cte tx71Z°'tte .. ‘e—himiothBrapid dt" teec e
radiothérapie), 17<sS<,c—c‘s Tfe o—"f_+%cfe ticoe—s‘e"""fasc'e scote to
cellules étant limitée par les maladies autocee—ete “—itZ7%e 't —(Zimmelhet «+" 1"
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al., 2012) En termes de radiorésistance et de chimiorésistance, la mélanine elleéme est

un acteur importantd f "‘e..—<'e <e<—<fZ% tf Zf exZfecet Fe— tTiF V-
kératinocytes des effets déléres des rayons UV. Elle posséde des sites insaturés qui
réagissee— f~f.. Zte T— Zte "fte..f—8 Z<,"fe fTce ticeSc, 1" ZFe -
(De Leeuw et al., 2001)Ainsi, elle capte les ROS prodsipar la radiothérapie et diminue

fT L teext—te ZiF" <. f ... «Kanwar et al,f2012)-Far-adleurs, la plasticité

Tie exZfotete "$7ef— f—8§ ——et—"e Tit™'Z—1" F— 13 exZt . —c'eet”
résistantes. Ainsi des mutations somatiquegont générer desmétastaseshétérogenes entre

elles efcs % fZtete— f— ofce Ti—eH(Yarrotitz-et al,—2012) Cette
hétérogénéité peut expliquer la difficultéa éradiquer totalement une tumeu avec un seul

principe actif. Des combinaisons de chimiothérapies sont actuellement testées comme par
exempledes antiBRAF couplé & des aniMEK (Ascierto et al., 2015)4 1f " fe—f %t t1 Zf

est de ne pas exercer de différences en tegm de génotypes, car les radiations sont émises

F— "t —"Fe— fo—%<et"t ZF Yoxetet tie T TTx"ie—te L FZ7Z—7%1ed t..<
Ti—et o—"f—x%<t T1 o — " (JAnde ed B fA0%3) sLes cellules souches
cancéreuses sont également un enjeu actuel dans les traitements atd@incéreux. Cette

population rare et quiescente constitue un pool de cellules déteés comme chimio et
radiorésistantes (Colak and Medema, 2014) En effet, la radiosensibilité des cellules

peuvent étre augment& 'f” Zi<eS«<,<—<'e tT— "f..—F—"SLUE assofi€eau. "< —«<'e
phénotype des CSCArienti et al., 2013). Les thérapies actuelles semblent enrichir les

tumeurs avec une population susceptible de reformer rapidement une tumeur hétérogene

(Morrison et al., 2011)  fe—«<...'"’e of"“—+ o Zi<'tt sus I -cifighementfceefe— o
les cellules CD133+ a montré la possibilité de ciblage spécifique des {Sahg et al., 2015)

Dans cette hypothése, nous avons commencé a caractériser les cellules digatrices de

tumeur, leur statut aprés une RIV sera déterminé afin de voir leur évolution au cours de ce

traitement.

Le génotype particulier de certaines lignéesleur procure des sensibiités différentes
“fot f— =7fc—Fete—a e'—feete— 7% 77 @Amabndsan—et”fl52008F T wu
Satyamoorthy et al., 2000)ou la présence de mutation dans les génesraf et n-ras

(Sambade et al., 2011)Afin de lutter contre les phénomeénes de radiorésistance, une équipe
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a développé dedeurres de réparation T+ Zi (Quanz et al., 2009a, 2009b)Le coDbait est

—eF "ft—<—F «'Z+ .. imitalt dassue doublebrin. Au niveau intracellulaire, ces

=" —Fe et —Fe Fe Ti Trte— %< teed e — e Tf_ ecex_c*—F 7
"t fUf—c'e f— fcoec stesc, «Zcot” Z%e 3727 —7%e f—8 t77F— ti—et <
une augmentation significative de I+~ "<... f ...<—% T1 Zf "f 1 «(Bidiset Al <20IHSE -1 "<+
Quanz et al., 2009bpu de la chimiothérapie(Devun et al., 2012) En associant le coDbait

avec [31]ICF01012 nous avons démontré pour la premiere fois la potentialisation de

Zit "< fc—2 ti—et "ft< =Sx7f'ct <o—FVet f" ZF ' f<= <flZ
soumission). Nos travaux ont montré —ef f—%oefe—f—<'e ocYhoec ... f-<"F TH¢
T 131]ICF01012 associé a des injectionssuccessivesde coDBait sur un modele murin

B16BI6 et humain SKMel 3 de mélanome pigmenté. T fee‘ ... <«f—<‘e Tte T —8§ —"fc—Fet
synergique dans le modéle SHlel 3 et additif dans le modele B16BI6. Ces résultats

rejoignent ceux fretrouvés dans une étude récente associant le coDbait a plusieurs

irradiations externe sur le mélanome amélanique S#lel 28 (Biau et al., 2014)

‘—7  f — %o e T offichtitéZ Ti#31]ICF01012, nous avons également tesé des
efe  f —c...—ZFe Tt %ofT ' Zcoc—e “—c o' —e ZiF " "f— THe "flcf—c'oe £§-
cellesci (Mowat et al., 2011) Z f~f<— *—=% «'e_irtadiatioii-exdrne de 10 Gy
combinée avec des GBNMiladi et al., 2014) induisait une diminution significative du
volume tumoral destumeurs SQ20B ' f” "f’''‘'"— e Zii " "f— tie. l¢séssaizt—7-«
difee' ... <f—<'e T3« I3CFD1I012 (réalisés & Lyonpar Zi+“—<'$ Janie) "4
f.. .. fo——te— Zit""ft- tF ZFf efce ofee f_—Fcot"L T T Fe
souris traitéesavec [31]ICF01012 et le groupe recevant le double traitementLes résultats
td Zit——*1F oF "Fret——fo— "o TH «2ff—P" Hft Zit" "F— GBNe—<fZceof
Une expérience supplémentaire réalisée dans nos nouveaux locaux est programmée

prochainement.

if——"%e¢ 7" ..Ste "t —"te— t%ofZfotoe— foexZ<"t" Zit "<, f.. <
vascularisation tumorale, trés perméable et hétérogene, est responsable de la
dissémination tumorale ainsi que la présence de zones hypoxiqué&oel et al., 2011) En
dehors de la diminution des métastases, la restauration de la vascularisation permet un

meilleur adressageaux tumeurs des traitements systémiques mais également une meilleure
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‘E>%otef—c'e tTHe ——et—"ed £Ztefe— Feete_ct7 '*—" (PotbiAfexer f..c—+ 1
al, 2011) ef e—"f—2 %<t f o'e—"# “—FfPea'ZftILIEEf... Stecte TI Zix'<-
vasculaire, b cisplatine injectéen i.v. avait un effet significativement plus important sur la

croissance tumorale des tumeurs B16F1QAgrawal et al., 2014) La radiothérapie interne

nécessite une bonne distribution de lanolécule associé « Zf '"+efe.. 1 Tli'ses@ib°eta
doncpertinent Tifee‘...<t"” ... T—-ddnemiglisatiéé vdsculaireavec [31]ICF01012.

o L te.Z—ec'ed Zifeete 7zt tF . fe —"f"f—& .moléoilete— Zit"
[131]]ICF01012 pour la détection et thérapie du mélanome métastatique pigmenté. Cette
stratégie de vectorisation développé " f” Zi {{r <3« est£n cours de transfert
o Zesct—1 tt 'Sfed A F-—1 x——11 eicee = tfee Zt L ft7E ti-
ot ——fe— f" ZT & fe Fecf e focfe—e TETfcte— 2-7% flece tfee Z
Tt Zifeext trswad f— fe—"%1 ffeFartdnck t1 Zif7e¢'e—
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