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Résumé

Le mélanome malin est I'un des cancers les plus mortels dont I’incidence continue a
augmenter chaque année avec peu de traitement efficace a long terme. Il est causé et initié
principalement par 1’exposition excessive aux rayons ultraviolets engendrant des
photoproduits hautement génotoxiques. Il est bien connu que la cascade de signalisation
PI3K/Akt joue un rdle crucial dans la régulation des processus qui sont généralement
dérégulés durant le développement tumoral comme la prolifération, le contrdle du cycle
cellulaire et I’apoptose. Néanmoins, I’implication de cette voie moléculaire dans la réponse
aux dommages a I’ADN est peu caractérisée. Chez les mammiferes, trois isoformes de la
protéine kinase Akt ont été identifiées: Aktl, Akt2 et Akt3. Bien qu’elles soient trés
homologues en termes de séquence, plusieurs études ont montré que ces isoformes ont des
fonctions biologiques distinctes, et nous suggérons qu’elles puissent contribuer différemment
a la régulation de la réponse génotoxique. Les objectifs de ce projet étaient de: (i) évaluer
I’activation d’Akt dans les cellules de mélanomes (ii) déterminer I’impact de 1’inhibition de
cette activité sur la régulation de la réponse cellulaire aux UV (iii) vérifier si la perte
d’expression de 1’'un ou de I’autre des isoformes d’Akt peut réguler la réponse aux UV. Nous
avons démontré qu’Akt est transitoirement hyperactivée par phosphorylation suite aux
irradiations UV dans les lignées cellulaires de mélanomes. Afin de déterminer I'importance de
cette activation dans la réponse cellulaire aux UV, notre approche était de diminuer (i) la
phosphorylation d’Akt par 1’usage d’inhibiteurs pharmacologiques ou (ii) 1’expression de
chaque isoforme d’Akt par I’approche des ARN interférents. Nous avons montré que
I’inhibition de la phosphorylation d’Akt améne a 1’augmentation du taux de I’apoptose induit

par les UV d’une manicre isoforme spécifique, alors qu’elle n’a aucun effet sur la régulation



de la voie de réparation par excision de nucléotides (NER), qui est la seule voie humaine pour
¢liminer les dommages a ’ADN induits par les UV. En somme, notre étude constitue un
nouvel aspect qui permet de mieux comprendre les mécanismes moléculaires du

développement de mélanomes malins suites aux irradiations ultraviolettes.

Mots clés: Mélanomes malins, réponse aux dommages a I’ADN, ultraviolet, PI3K, Akt,

PTEN, réparation par excision de nucléotides, apoptose.



Abstract

Malignant melanoma is one of the deadliest cancers whose incidence continues to rise each
year with a few effective long-term treatments. It is caused and initiated mainly by excessive
exposure to ultraviolet radiation generating highly genotoxic DNA photoproducts. It is well
known that the PI3K/Akt signaling cascade plays a crucial role in the regulation of processes
commonly deregulated in tumor development such as proliferation, cell cycle control and
apoptosis. Nevertheless, the nuclear involvement of this molecular pathway in the genotoxic
response is poorly characterized. In mammals, three Akt kinase isoforms have been identified:
Aktl, Akt2 and Akt3. Although these exhibit a high degree of homology, several studies have
shown that they have distinct biological functions; therefore, we suggest that these isoforms
may contribute differently to the regulation of genotoxic response. The objectives of this
project were to: (i) evaluate Akt activation in UV-irradiated melanoma cells, (i1) determine the
effect of the Akt phosphorylation inhibition on the regulation of the cellular response to UV,
(iii) evaluate whether the loss of the expression of one or more of Akt isoforms can regulate
the cellular response to UV. We demonstrated that Akt undergoes transient hyperactivation
after UV treatment in melanoma cell lines. To determine the importance of this activation, our
approach was to reduce (i) the phosphorylation of Akt by the use of pharmacological
inhibitors or (ii) the expression of each individual Akt isoform using RNA interference. We
have shown that inhibition of Akt phosphorylation leads to increased rates of UV-induced
apoptosis in an isoform specific manner, while exerting no effect on regulation of nucleotide

excision repair (NER), the only human pathway for eliminating UV-induced DNA damage. In



summary, our study provides a better understanding of the molecular mechanisms of

malignant melanoma development in response to UV.

Keywords: Malignant melanoma, DNA damage response, ultraviolet, PI3K, Akt, PTEN,

nucleotide excision repair, apoptosis.
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Introduction 1: La réponse aux dommages a I’ADN

Les types de dommages a I’ADN et leurs origines

Bien que protégé au sein du noyau, I’ADN est continuellement exposé a plusieurs agents
d’origine endogeéne ou exogeéne, pouvant former des milliers de 1ésions par jour (Lindahl and
Barnes 2000). L’ADN peut étre altéré par des facteurs endogénes, souvent par certains
produits du métabolisme cellulaire qui peuvent causer des altérations non négligeables a
I’ADN. Quant aux altérations d’origine exogene, elles sont principalement liées a des sources

environnementales d’origine physique ou chimique.

Les altérations spontanées de I’ADN

Vu que ’ADN est confront¢ a des réactions chimiques spontanées avec 1’eau et les
molécules oxygénées du milieu, il survient en permanence des réactions d’hydrolyses entre
les bases d’ADN et I’eau. Par exemple, I’élimination des bases azotées (dépurination) qui
conduit a la formation des sites abasiques (ou sites AP) par 1’hydrolyse de la liaison entre la
base et le ribose-phosphate de I’ADN (Gates 2009). De plus, les réactions d’hydrolyse de la
molécule d’ADN peuvent aussi mener a la déamination spontanée des bases dont la formation
d’uracile par désamination de la cytosine est I’exemple le plus cité (Frederico, Kunkel et al.

1993).



Le dommage oxydatif

L’ADN peut étre endommagé par certains produits du métabolisme cellulaire comme les
dérivés réactifs de 1’oxygeéne (« Reactive Oxygene Species », ROS) (Valko, Rhodes et al.
2006) et les radicaux libres. Les ROS peuvent réagir avec la molécule d’ADN et former
différentes lésions oxydatives dont la 8-oxo Guanine est la plus fréquente et mutagénique
(Nishimura 2002, Barnes and Lindahl 2004). Les ROS peuvent étre également d’origine
exogene, notamment générés par les radiations ionisantes (IR) comme les rayons X (Yokoya,
Fuji et al. 2008). De plus, les UV peuvent aussi indirectement générer des dommages

oxydatifs a I’ADN (Pattison and Davies 2006).

Les pontages au niveau de ’ADN

Les pontages intercaténaires (ICL) représentent des altérations hautement toxiques inhibant
la séparation des brins d’ADN, ce qui empéche la réplication génomique. Ils peuvent se
former entre deux bases des deux brins de ’ADN (pontage intercaténaire) ou entre deux
bases du méme brin (pontage intracaténaire). Les pontages sont généralement générés par les
agents chimiothérapeutiques comme le cisplatine et la mitomycine C (MMC) (Deans and
West 2011). En effet, le cisplatine cause des pontages intracaténaires situés principalement
entre les purines adjacentes sur le méme brin de I’ADN (Dasari and Bernard Tchounwou
2014), tandis que le MMC génere généralement des pontages intracaténaires formés entre les
guanines (Rink, Lipman et al. 1996). Les ICLs peuvent également se former par des sources
endogenes y compris les produits de la peroxydation des lipides comme les B- aldéhydes

insaturés (Stone, Cho et al. 2008).



Les mésappariements des bases de ’ADN

La réplication de I’ADN est un mécanisme qui est relativement fidele. Pourtant, certaines
erreurs peuvent parvenir lors du processus et engendrer des réarrangements entre des bases
qui se traduisent par 1’incorporation d’une mauvaise base non complémentaire de la matrice.
C’est ce qu’on appelle le mésappariement des bases (mismatch) (Pavlov, Minnick et al.

1994).

L’alkylation des bases

L’alkylation des bases se traduit par le transfert d’un groupement alkyl; méthyl ou éthyl sur
les bases azotées de I’ADN, formant des adduits a I’atome N et O (Drablos, Feyzi et al. 2004).
Citant I’exemple d’O6-méthylguanine (O6-meG) et N7-méthylguanine (N7MeG). Ces
altérations proviennent généralement des agents alkylants comme le t¢émozolomide (TMZ) et
le méthylméthane sulfonate (MMS) ou des sources endogenes, principalement la S-adénosyl-

méthionine (SAM) (Lindahl 1993, Ciccia and Elledge 2010) .

Les cassures simple et double brins de ’ADN

L’ADN est constamment sujet a des cassures monocaténaires (ou SSBs) se formant sur un
seul brin ou bicaténaires (ou DSBs) sur les deux brins d’ADN. Ces cassures peuvent provenir
de sources endogenes telles que la réplication d’ADN ou de sources environnementales

comme les UV et les radiations ionisantes.

Les SSBs sont les altérations les plus communes atteignant au moins 10.000 1ésions par

jour. Elles sont principalement produites d’une manicre directe par 1’attaque des dérivés



réactifs de I'oxygene (ROS) et autres molécules électrophiles, causant la destruction des
résidus désoxyriboses et des bases, ou par I’exposition aux radiations ionisantes (Ward 1988,
McKinnon and Caldecott 2007, Caldecott 2008). Les SSBs peuvent également étre induits par
I’action des certains antibiotiques anti-tumoraux y compris la bléomycine (Chen, Ghorai et al.

2008).

Parmi les diverses formes de dommages a I’ADN citées, les DSBs représentent les 1ésions
les plus toxiques a ’ADN (Huertas 2010), pouvant étre impliquées dans la production des
aberrations chromosomiques ainsi que la mort cellulaire (Johnston, MacPhail et al. 1998,
Pfeiffer 1998). Les DSBs sont formés lorsque les deux brins complémentaires d’ADN sont
simultanément cassés et 1’appariement des bases est insuffisant pour garder les extrémités
d’ADN proches I'un de ’autre. Ce type de 1ésions est essentiellement généré par 1’exposition
aux irradiations ionisantes et aux multiples agents chimiques radiomimétiques (Ohnishi, Mori
et al. 2009). En effet, les 1ésions induites par les radiations ionisantes sont générées par les
ROS et les radicaux libres et peuvent étre converties en DSBs (Sutherland, Bennett et al.
2000). De méme, les UV peuvent indirectement générer des DBSs comme conséquence de la
réparation de I’ADN ou de la formation de dommages oxydatifs (Yajima, Lee et al. 2009).
Quant aux DSBs d’origine endogene, elles peuvent se produire lorsque la machinerie de
réplication rencontre d’autres lésions qui la bloquent, incluant les SSBs (Jackson 2009).
Lorsque deux SSBs sont formés I'un prés de 1’autre, ils résultent a la formation de DSBs
(Jackson and Bartek 2009). Enfin, les DBSs peuvent aussi se produire lors de la

recombinaison V(D) J qui survient dans les lymphocytes B et T (Jackson 2002).



Réponse aux dommages a ’ADN

Pour prévenir ’instabilité génomique causée par I’accumulation de dommages a I’ADN, la
cellule dispose d’un mécanisme bien précis, dit réponse aux dommages a I’ADN (DDR), afin
d’assurer I'intégrité du patrimoine génétique transmis aux cellules filles lors de la division
cellulaire.

La DDR comprend plusieurs voies de signalisation activant des points de contrdle du cycle
cellulaire et de réparation des dommages a I’ADN, spécifiques aux types de 1ésions (Harrison
and Haber 2006, Harper and Elledge 2007). Bri¢vement, afin de prendre en charge
d’éventuels dommages dans son ADN, la cellule doit d’abord étre capable de les détecter
graice a l’intervention des protéines « senseurs » qui reconnaissent plus ou moins
spécifiquement un type de 1ésion. Rapidement, ces senseurs recrutent des kinases essentielles
dans la transduction du signal a travers la cellule, entrainant un recrutement des médiateurs
qui vont & leur tour amplifier le signal. Ensuite, ces kinases vont phosphoryler et
inhiber/activer une multitude de protéines effectrices, qui activent les points de contrdle du
cycle cellulaire et régulent la transcription de nombreux génes (Jackson and Bartek 2009).

Globalement, la présence d’une Ilésion d’ADN résulte en différentes réponses:
I’accumulation des mutations des geénes suppresseurs de tumeurs ou de proto-oncogeénes
(Hoeijmakers 2009). D’autre part, la cellule peut induire 1’apoptose ou la sénescence
(Schumacher, Garinis et al. 2008).

(i) La réparation des dommages a I’ADN: lorsque le dommage a I’ADN n’est pas sévére, la
cellule active une multitude d’enzymes et recrute plusieurs facteurs pour une réparation

efficace et spécifique au type du dommage avec peu ou sans conséquences (Ciccia and



Elledge 2010). De ce fait, la cellule arréte activement le cycle cellulaire et active les points de
son controle jusqu’a ce qu’elle garantit que certains processus importants comme la
réplication de I’ADN et la mitose sont bien complets et que la réparation est bien accomplie
(Liu, Yu et al. 2006).

(ii) Réparation défectueuse des dommages: certaines cellules peuvent également survivre
en présence du dommage non ou mal réparé, ce qui mene a ’accumulation des mutations,
pouvant causer le développement de diverses maladies humaines, incluant le cancer (Ciccia
and Elledge 2010, Negrini, Gorgoulis et al. 2010). Ainsi, I’activation d’un proto-oncogéne ou
la perte de fonction d’un gene suppresseur de tumeur peut mener au développement du
cancer. Citant I’exemple du suppresseur de tumeur p53 qui est muté dans divers types de
cancer (Olivier, Eeles et al. 2002).

(iii) Apoptose: Une réponse radicale en cas de dommage sévere est la mort cellulaire
programmée ou apoptose. Il est supposé qu’elle soit mise en ceuvre seulement en cas de
dommages irréparables, afin d’¢liminer de [’organisme wune cellule potentiellement
prédisposée au cancer. P53 est le premier déterminant de la susceptibilité a I’apoptose induite
par les dommages a ’ADN a étre identifi¢ (Clarke, Purdie et al. 1993, Lowe, Schmitt et al.
1993). Tout d’abord, p53 active la transcription de nombreux geénes qui codent pour des
protéines pré-apoptotiques et réprime celle des génes anti-apoptotiques. De plus, P53 active la
transcription des récepteurs de la mort cellulaire comme Fas et DR5-Killer (Oren 2003). Ce
suppresseur de tumeur contribue au déclenchement du processus apoptotique non seulement
par son role de facteur de transcription, mais €galement par des actions indépendantes de son
activité transcriptionnelle. P53 semble étre transloqué a la mitochondrie ou il agirait comme

stimulateur de la cascade apoptotique en se liant directement avec des protéines de la famille



Bcl-2 (Murphy, Leu et al. 2004) et va ainsi renforcer le relargage du cytochrome C (Mihara,
Erster et al. 2003). Enfin, il est important de souligner que p53 est au carrefour des
signalisations en réponse aux dommages a I’ADN et régule la balance entre I’arrét du cycle
cellulaire / réparation et 1’apoptose. Autrement dit, elle participe a la décision du destin
cellulaire.

(iv) Sénescence: il est important d’ajouter que la sénescence peut étre aussi déclenchée lors
d’un entretien défaillant du dommage a I’ADN. Elle représente un déterminant du
vieillissement de I’organisme (Seviour and Lin 2010). La sénescence est définie par un arrét
permanent du cycle et de croissance cellulaire, pouvant causer des altérations dramatiques
dans le métabolisme cellulaire, comme la sécrétion des protéines qui peuvent modifier le
microenvironnement tissulaire (Campisi 2005). De plus, cette réponse est activée dans les

étapes initiales de la transformation pré-maline (Braig, Lee et al. 2005, Dimri 2005).

La réponse UV

Vue générale sur les ultraviolets

Les rayons ultraviolets (UV) représentent une source environnementale de dommages a
I’ADN, a laquelle nous sommes quotidiennement exposés. Ils font partie des agents les plus
¢tudiés (Cockell and Horneck 2001). L’exposition des cellules a ces radiations constitue un
excellent systéme modele et un outil facile pour étudier les conséquences biologiques des
dommages a I’ADN. Nous recevons du soleil un rayonnement composé d’infrarouge, du

rayonnement visible et enfin les UV.



Les radiations UV représentent 6% des radiations émises a la terre et comprennent des
longueurs d’onde différentes entre 200 et 400 nm du spectre électromagnétique solaire. Les
UV sont aussi subdivisés en trois types: UVA (320 — 400 nm), UVB (295 — 320 nm), et enfin
les UVC (100 — 295 nm), dont les UVA et UVB représentent 95% et 5% des radiations UV
terrestres (de Gruijl 2000, Anna, Blazej et al. 2007), alors que les courtes longueurs d’onde
comme les UVC sont absorbées par la couche d’ozone (Kuluncsics, Perdiz et al. 1999). Les
organismes vivants ne sont donc pas naturellement exposés aux radiations UVC. Pourtant, sur
le plan pratique, les UVC sont fréquemment utilisés comme mod¢le, car leur longueur d’onde
est proche de celle d’absorption optimale pour ’ADN qui est de 260 nm et n’est pas
efficacement absorbée par les protéines (Batista, Kaina et al. 2009, Schuch and Menck 2010).
Il est important de souligner que les radiations UV générent diverses lésions a ’ADN avec

une fréquence différente dépendamment de la longueur d’onde d’UV.

Les dommages a I’ADN induits par les UV

Les rayons ultraviolets (UV) représentent le composant le plus mutageéne et néfaste du
spectre du rayonnement solaire. Une journée d’exposition aux UV peut engendrer jusqu’a
107 de photoproduits par kératinocyte de peau (Hoeijmakers 2009). En effet, les irradiations
UV peuvent étre absorbées par plusieurs biomolécules telles que les protéines, I’ARN et
I’ADN, en raison de leur capacité d’absorption des UV, et par conséquent, induire des lésions
a I’ADN via deux mécanismes moléculaires (Pattison and Davies 2006).

(i) L’absorption directe de I’énergie photonique UV par PADN. Lors d’une excitation
directe de I’ADN par des courtes longueurs d’onde (UVB et UVC), les photons hautement

énergétiques peuvent étre absorbés par les bases pyrimidiques thymine et cytosine de I’ADN,



ce qui conduit a leur excitation. Cette absorption induit des photoproduits dimériques entre les
bases pyrimidiques adjacentes, les thymines, les cytosines et les 5-méthylcytosine (Ravanat,
Douki et al. 2001). Les photoproduits les plus fréquemment engendrés par les UV sont les
dimeéres de cyclobutane pyrimidique (CPD) et 6-4 prymidine pyrimidone (6-4 PP) (Sinha and
Hader 2002). Les CPDs se traduisent par des liens covalents doubles entre les carbones 5 et 6
de chaque pyrimidine pour former une structure cyclique. En ce qui est trait aux 6-4 PPs, ils
se définissent par un lien entre le carbone 6 de la pyrimidine en 5’ avec le carbone 4 de la
pyrimidine adjacente en 3’. La formation de telles lésions engendre une déformation
structurale de la double hélice d’ADN, causant le blocage de la machinerie de la réplication et
de la transcription de ’ADN (Naegeli 1994, Tornaletti 2005). Il est estimé qu’il y ade 3 a 10
fois davantage d’induction de CPDs que de 6-4PPs par les UV, engendrant des déformations
différentes. En effet, les 6-4PPs induisent une courbure plus importante de I’ADN (44°) que
les CPDs (9°), ce qui leur permet d’étre éliminés plus efficacement et rapidement que les
CPDs (Mitchell and Nairn 1989, Kim and Choi 1995, Mitchell, Cleaver et al. 1995). Le ratio
CPD/6-4PP semble étre influencé par la longueur d’onde d’UV (Cadet, Douki et al. 2001,
Douki and Cadet 2001, Cadet, Sage et al. 2005). En effet, I’absorption directe des UVC par
I’ADN au niveau des sites pyrimidines engendre les 6-4PPs et CPDs a un taux approximatif
de 70-80% et 20-30% des dommages induits par les UVC, respectivement (Clingen, Arlett et
al. 1995).

(ii) Paction indirecte des photo-sensibilisateurs (exogeénes ou endogénes) sur I’induction
des dommages a I’ADN, et leur excitation en état de triplet par les UV. Une fois excités, les
photo-sensibilisateurs induisent des dommages a I’ADN par des mécanismes de type I et de

type II: via respectivement (a) une interaction directe avec I’ADN par le transfert d’¢lectrons



induisant la formation de radicaux libres, ou (b) un transfert d’énergie a la molécule de
dioxygeéne menant ainsi a la formation des ROS, qui a leur tour endommagent I’ADN
(Pattison and Davies 2006). Il est bien rapporté que les radiations UVA sont beaucoup plus
efficaces que les UVB a induire le dommage oxydatif (Cadet, Douki et al. 2009). De plus,
UVA contribuent aux réactions de photosensibilisation par la formation des ROS générées par

des photo-sensibilisateurs endogeénes (Ravanat, Douki et al. 2001, Cadet, Sage et al. 2005).

La réponse cellulaire aux UV

Afin de faire face aux photo-dommages engendrés par les ultraviolets, les cellules
mammiferes ont développé un mécanisme de réparation par excision de nucléotides (NER).
Chez les eucaryotes, la NER représente un systéme de réparation trés conservé, représentant
le seul mécanisme pour éliminer les photoproduits 6-4PPs et CPDs engendrés par les UV chez
I’humain. Ce mécanisme de réparation nécessite I’intervention d’une panoplie de facteurs
protéiques qui permettent I’excision de ’ADN endommagé et se déroule en trois étapes
moléculaires principales: la reconnaissance du dommage, I’incision de ’ADN et finalement la
resynthése et la ligation. La NER pourrait étre divisée en deux voies principales qui différent
uniquement au niveau de 1’étape de reconnaissance du dommage (Volker, Mone et al. 2001).
La NER globale du génome (GG-NER) répare les 1ésions sur I’ensemble du génome (Gillet
and Scharer 2006). Quant a la NER couplée a la transcription, elle permet de réparer les
lésions bloquant la transcription qui sont lentement réparées par GG-NER (Hanawalt 2002) et
présentes uniquement sur les geénes transcrits (Svejstrup 2002). En ce qui concerne I’efficacité
de réparation des photodommages, les 6-4PPs sont plus rapidement réparés que les CPDs par

le GG-NER apres une exposition aux UV, ce qui pourrait suggérer qu’ils sont mieux reconnus
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par la NER (Mitchell 1988, Mitchell and Nairn 1989). Bien que les CPDs soient lentement
réparés, la TC-NER permet une élimination accélérée de ces lésions présentes dans les
régions transcriptionnellement actives (van Hoffen, Venema et al. 1995).

En plus du systéme de réparation, les cellules disposent d’une réponse spécifique aux UV
et protectrice pour préserver I’intégrité de 1’information génétique. Chez les humains, les
voies déclenchées lors de la réponse aux UV peuvent étre subdivisées en deux voies
principales.

(i) Voie dépendante des dommages a I’ADN: Cette réponse est initiée au niveau du noyau et
est induite par la présence des dommages a I’ADN (64PPs et CPDs). L’induction des photo-
lIésions permet d’activer des voies de signalisation controlant de multiples processus
cellulaires. Il est bien connu que suite a ’exposition aux UV, les cellules de mammiferes
restent bloquées en phases G1 et G2. Ces points de controle du cycle cellulaire (checkpoints)
permettent une réparation optimale des dommages a I’ADN avant que la cellule réinitialise la
réplication d’ADN (arrét en G1) et/ou rentre en mitose (arrét en G2), afin d’éviter la
transmission des aberrations chromosomiques. Pour cette réponse nucléaire, les kinases de la
famille PIKKs (« phospatidylinositol 3-kinase-like kinases »); ATM (« ataxia telangiectasia
mutated ») et ATR (« ATM and rad3-related ») ainsi que leur effecteur p53 jouent un role
central. ATM est exclusivement et rapidement activée par les DSBs en réponse aux IR.
Tandis qu’ATR semble étre plus polyvalente: en effet, la kinase ATR est stimulée en réponse
au stress réplicatif par les régions simple brin provenant des fourches de réplication bloquées
ou lors de I’induction des photo-produits (Shiloh 2003, Shechter, Costanzo et al. 2004). Il est
important de souligner que les UV activent principalement et rapidement ATR, tandis que

I’activation d’ATM par ceux-ci se fait tardivement (Yajima, Lee et al. 2009). ATR est, tout
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d’abord, recrutée et stimulée par I’ADN simple brin li¢ a la protéine de réplication A (RPA).
Ensuite, grace a sa liaison avec RPA, ATRIP (ATR-interacting protein) va permettre le
recrutement et 1’activation d’ATR (Cortez, Guntuku et al. 2001, Zou and Elledge 2003). De
plus, TopBP1, recrutée par le complexe 9-1-1, également active ATR via son interaction
directe avec ATRIP (Kumagai, Lee et al. 2006, Ohashi, Takeishi et al. 2014). Une fois
activées, ATM et ATR vont phosphoryler et activer de nombreuses cibles dont Chk1 et Chk2
sont les majeures, respectivement. ATR phosphoryle Chkl aux sites S317 et S345 pour
promouvoir ’arrét du cycle cellulaire via I’inhibition des Cdk (cyclin-dependent kinase)
(Sanchez, Wong et al. 1997, Liu, Guntuku et al. 2000). En réponse aux UV, ’activation
d’ATM est dépendante de la phosphorylation d’ATR et induit la phosphorylation de la kinase
Chk2 afin d’effectuer I’arrét du cycle cellulaire en phases S et G2/M (Stiff, Walker et al.

2006, Yajima, Lee et al. 2009).

(ii) Voie indépendante des dommages a I’ADN: il s’agit d’une réponse extranucléaire
initiée au niveau de la membrane plasmique, et ayant pour but le déclenchement de multiples
voies de signalisation cytoplasmiques. Ces voies vont converger vers le noyau pour permettre
la régulation d’expression génique et enfin une réponse adéquate. L’une des premicres
réponses des cellules humaines de la peau observées apres 1’exposition aux UV semble
impliquer I’inactivation des protéines tyrosine phosphatases liées a la membrane (PTPs) qui
maintiennent les récepteurs en leur état déphosphorylé (Herrlich, Karin et al. 2008). Cette
inactivation résulte de I’oxydation de la cystéine hautement réactive dans leur site catalytique
(Gross, Knebel et al. 1999). Par conséquent, ceci entraine une autophosphorylation des
multiples récepteurs tyrosine kinases (RTK) au niveau de la membrane, y compris EGFR

(Sachsenmaier, Radler-Pohl et al. 1994), PDGFR (Knebel, Rahmsdorf et al. 1996), le
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récepteur de TNF-a (Dy, Pei et al. 1999), parmi d’autres. Des évidences ont montré que la
phosphorylation des RTKs par les UV est induite par 1’activité intrinséque de la tyrosine
kinase (Coffer, Burgering et al. 1995) d’une maniere indépendante du ligand (Knebel,
Rahmsdorf et al. 1996). L’activation des récepteurs résulte donc en une activation d’une
multitude de cascades de signalisation, principalement la voie induite par les MAPK (mitogen
activated protein kinases) ERK1/2, JNK1/2 et p38a/pf (Bode and Dong 2003). Ces kinases
vont ensuite phosphoryler une panoplie de facteurs de transcription (tels que p53) et autres
protéines associées aux réponses génotoxiques comme 1’arrét du cycle cellulaire, la réparation
des dommages a ’ADN et I’apoptose. Il a ét¢ démontré que la voie p38 peut jouer des roles
pro- ou anti-apoptotiques d’une manicre dépendante de la dose d’UV (Gong, Liu et al. 2010).
De plus, I’activation de la voie JNK est nécessaire a I’induction de ’apoptose par les UV. Les
voies MAPK pourraient é¢galement exercer des fonctions précises sur la progression des
cellules selon la phase du cycle cellulaire (Bulavin, Higashimoto et al. 2001, Thornton and
Rincon 2009, Gutierrez, Tsuji et al. 2010). En ce qui est trait a la NER, le role de la voie
MAPK dans la régulation de cette voie de réparation reste encore contradictoire. En effet, il a
¢été montré que les MAPKSs ne régulent pas la réparation des dommages a I’ADN induits par
les UV par la GG-NER (Rouget, Auclair et al. 2008), tandis que d’autres études ont montré
que ces kinases sont requises pour le recrutement des facteurs de la voie NER (Zhao, Barakat

et al. 2008, Wang, Han et al. 2013).

Tout comme les voies MAPK, les UV peuvent induire 1’activation d’autres voies de
signalisation cytoplasmiques. Il est important de souligner que la voie du contrdle de survie
cellulaire PI3K/Akt peut étre également activée en réponse aux UV (voir les détails en

deuxiéme partie) (Wan, Wang et al. 2001). De méme, ’activation de NF-kB a été¢ aussi
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identifiée en réponse aux UV (Wu, Tan et al. 2004) d’une manic¢re indépendante des

dommages (Devary, Rosette et al. 1993).

Le role de p53 dans la régulation de la réponse cellulaire aux UV

Il semble que ces deux types de voie de signalisation nucléaire et extranucléaire soient
induites indépendamment 1’une de 1’autre, mais elles participent a la réponse cellulaire d’une
manicre additive. Ces deux voies, toutes les deux, meénent a 1’activation de multiples facteurs
de transcription. Un de ces facteurs protégeant les cellules contre les dommages induits par les
UV est p53. 1l est bien établi que 1’exposition aux UV provoque une induction de p53 d’une
manicre dépendante de la dose et du temps d’exposition. Comme il fut précédemment évoqué,
pS53 peut étre phosphorylé par les voies MAPK et les voies ATM/ATR en réponse aux UV
(Bulavin, Saito et al. 1999, Tibbetts, Brumbaugh et al. 1999, She, Chen et al. 2000). Cette
régulation positive induit une réponse protectrice contre les dommages a 1I'ADN par
transactivation des genes d'arrét du cycle cellulaire, de réparation d'ADN ou des geénes
impliqués dans la réponse apoptotique (Davenport, Morris et al. 1999, Decraene, Agostinis et
al. 2001). Tout comme la phosphorylation de p53, 1’ubiquitine ligase MDM?2, régulateur
négatif de p53, peut étre phosphorylée a la sérine 395 par ATM et a la sérine 407 par ATR en
réponse au stress génotoxique, conduisant a la stabilit¢ de p53 et la réduction de sa
dégradation (Maya, Balass et al. 2001, Shinozaki, Nota et al. 2003). Cela résulte en une
activation de p53 et sa participation au controle du cycle cellulaire, de 1’apoptose et la

régulation de la NER.

Arrét du cycle cellulaire. 11 est bien établi que p53 joue un role important dans ce processus

en réponse aux UV. Il a été observé que les cellules exposées a faibles doses d’UV
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promeuvent un arrét modéré en phase G1 du cycle cellulaire d’une manic¢re dépendante du
p53 (Chang, Chen et al. 1999). De méme, il a été démontré que durant I’inhibition de la
prolifération cellulaire par p53, p21 (inhibiteur de la kinase cycline-dépendante 1) peut
inhiber la réplication d’ADN (Waga, Hannon et al. 1994). Bien que p53 est capable de réguler
la transition G2/M (Agarwal, Agarwal et al. 1995, Stewart, Hicks et al. 1995), il a été rapporté
que les UV induisent I’accumulation des cellules en phase G2 d’une maniére indépendante du
p53 (Herzinger, Funk et al. 1995). En effet, il a ét¢ montré que 1’inhibition de p53 n’induit
pas une diminution du bloc des cellules en G2, au contraire il le favorise et le renforce

(Ceraline, Deplanque et al. 1997).

La régulation de la voie de réparation NER. Etant donné sa fonction suppresseur de
tumeur, Il est important de souligner que p53 est nécessaire pour une réparation efficace des
photo-dommages a I’ADN principalement par la voie GG-NER, et semble étre requis pour
I’activité TC-NER (Ford and Hanawalt 1995). Il fut démontré que p53 est important dans le
processus de la NER en ce qui est trait a I’élimination des CPDs, et non pas celle des 6-4PPs

(Adimoolam, Lin et al. 2001, Ferguson and Oh 2005).

Apoptose. Il est communément admis que les photo-1ésions non réparées constituent un
signal primordial de I’induction d’apoptose suite aux irradiations UV. Notamment, les cellules
déficientes en NER montrent une sensibilité extréme a la mort cellulaire en réponse aux UV
(Meunier, Sarasin et al. 2002, Lehmann 2003). P53 induit I’apoptose par (i) la régulation des
protéines de la famille Bcl-2, citant I’exemple de la répression de la protéine anti-apoptotique
Bcl-2 (Knezevic, Zhang et al. 2007), et (ii) I’induction d’une protéine impliquée dans

I’apoptose GADDA45. Cela conduit a Iaugmentation du ratio Bax : Bcl-2. Ces évidences
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montrent clairement que les geénes permettant 1’apoptose sont induits a fortes doses d’UV

(Latonen, Taya et al. 2001).

DNA damage- independent

Uuv
Ligand-independent
DNA damage- activation of RTK

dependent |

Cytoplasm / /

l L Transcripticn factors
= 1 | |

k substrates L Gene expression

.t * | |

' Apoptosis :
Cell cycle checkpoint cell cifocr:eoml*rzs’r Apop‘rosus. :
DNA repair DNA repair DNA repair *

Nucleus

Figure 1: Représentation schématique de I’activation des voies de signalisation par les
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Introduction 2 : Les bases moléculaires du développement de mélanome

Le mélanome malin

Le mélanome malin représente la forme la plus agressive des cancers de peau dont
I’incidence augmente a un taux inquiétant, particuliecrement dans la population caucasienne
(Purdue, Freeman et al. 2008). D’aprés la société américaine du cancer, le risque de
développer le mélanome augmente a 2% chez la population blanche, 0.5% chez les
hispaniques et 0.1% chez la population noire (American Cancer Society, 2012). Bien que le
carcinome spinocellulaire et le carcinome basocellulaire, connus tous les deux sous le nom de
« cancer de peau non-mélanome », soient les types les plus fréquents du cancer de peau, le
taux de mortalité est faible comparativement aux mélanomes qui sont de gravité particulicre.
Au Canada, en 2013, il y a eu 6000 cas de mélanome, dont 1050 en sont morts (Société
canadienne du cancer, 2013). Ce type de cancer peut survenir a tout age en dehors des enfants
chez qui le mélanome est exceptionnel. Ainsi, le risque d’étre atteint du mélanome est un peu
plus important chez ’homme que la femme. Au Canada, il est représenté par 1 sur 63 chez les

hommes et 1 sur 79 les femmes (Société de recherche sur le cancer, 2013).

Le mélanome est une tumeur cutanée maligne dont la gravité est associée a son potentiel
de générer des métastases. Il est développé aux dépens des mélanocytes, les cellules de la
couche épidermique basale de la peau qui fabriquent le pigment, et il se forme lorsque la
croissance de ces cellules est dérégulée. Le traitement du mélanome est fortement associé au
stade de sa détection. Un mélanome détecté a un stade précoce fait appel a I’excision par

chirurgie qui démontre un taux de survie trés €élevé. Pourtant, la survie des patients atteints
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d’un mélanome a un stade avancé semble étre faible, représentant uniquement de 2 a 8 mois
de survie aprés le diagnostic. Certains agents chimiothérapeutiques sont communément
utilisés pour traiter le mélanome métastatique, comme I’hydroxyurée et la dacarbazine
(DTIC), avec une réponse limitée (par exemple, 10 a 20% de patients répondent a la DTIC)
(Eigentler, Caroli et al. 2003). La combinaison de ces agents chimiothérapeutiques avec
d’autres agents ayant une activité anti-mélanome (comme les composés du platine) semble
améliorer le taux de réponse des patients, mais aussi augmenter la toxicité du traitement

(Chin, Garraway et al. 2006).

Les mélanomes sont actuellement regroupés en plusieurs sous-types, en fonction de la
présence (mélanome superficiel extensif, lentigo et acral) ou I’absence (mélanome nodulaire)
de la phase de croissance radiale, ainsi que par leur localisation et le stade de progression
(Barnhill and Mihm 1993, Jhappan, Noonan et al. 2003). Lorsque la croissance est radiale (in
situ), le mélanome se manifeste comme une tumeur plate. Mais, le mélanome malin invasif et
potentiellement 1étal est caractérisé par la présence d’un nodule indiquant une croissance
verticale, pénétrant la couche supérieure de 1I’épiderme et le derme sous-jacent (Jhappan,
Noonan et al. 2003). Cette invasion des cellules tumorales témoigne une grave atteinte des

vaisseaux sanguins et lymphatiques, représentant ainsi un fort risque de métastases.

Comme tout cancer, le mélanome est une maladie multifactorielle, résultante de différentes
causes qui interagissent entre elles. Plusieurs facteurs responsables de cette physiopathologie
ont ét¢ mis en évidence, dont la prédisposition génétique et 1’exposition excessive aux
ultraviolets représentent les facteurs majeurs. L’ensemble de ces différents facteurs de risque

mene a une répartition trés inégale des cas de mélanomes.
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Le phototype et les caractéristiques physiques sont des facteurs de risque pour le
développement du mélanome. Le phototype caractérise la sensibilit¢ de la peau aux
rayonnements UV. Il comprend la couleur de la peau, des yeux et des cheveux, ainsi que la
réaction de la peau face aux coups de soleil. Il existe divers phototypes allant d’une peau et
des cheveux clairs (phototypes I, II et III) jusqu’a des peaux et des cheveux plus foncés
(phototypes IV, V et VI). Plus le phototype est clair, plus la sensibilité aux rayonnements
solaires et le risque de développer un mélanome sont importants (Gandini, Sera et al. 2005,

Cummins, Cummins et al. 2006).

Le nombre de nzevi (grains de beauté) représente aussi un risque de facteur fort et
indépendant. Bien que la majorité des mélanomes surgissent spontanément, certains peuvent
se développer a partir d’une Iésion existante. En effet, 26% des mélanomes se développent sur
un navus préexistant avec 43 % d'entre eux provenant de navi dysplasiques et 57% d'autres
types de navi (Bevona, Goggins et al. 2003). Le risque de développer un mélanome est
d’autant plus élevé que le nombre de navi existants dans le corps est important (Bauer and
Garbe 2003). Les naevi mélanocytaires présents a la naissance ou rapidement apres la
naissance sont définis comme congénitaux. Ils ont un risque de se transformer en mélanome

qui augmente avec leur taille (Watt, Kotsis et al. 2004).

L’antécédent familial de mélanome prédispose au risque de développement d’un mélanome.
Les individus issus des familles ayant des antécédents de mélanomes sont a fort risque pour
le développement de cette tumeur maligne, avec 6 a 12% de tous les cas surviennent dans un

cadre familial (pour revue, (Cummins, Cummins et al. 2006)). Un sujet ayant un parent de
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premier degré diagnostiqué pour un mélanome est prédisposé au développement du mélanome

a 50% relativement a un sujet n’ayant aucun antécédent familial (Olsen, Carroll et al. 2010).

Les génes de susceptibilité conférent également un risque important de développer le
mélanome. Deux genes trés fréquemment mutés dans les mélanomes familiaux ont été mis en
¢vidence: CDKN2A et CDK4. Le géene CDKN2A (cyclin- dependent kinase inhibitor 2A),
situ¢ sur le chromosome 9p21, agit comme un suppresseur de tumeur et exerce un role
primordial dans la régulation du cycle cellulaire. Les mutations germinales de CDKN2A ont
¢té observées chez 20 -50 % des familles atteintes du mélanome (Goldstein, Chan et al. 2006),
alors que juste 0.2-2% de sujets atteints du mélanome de forme sporadique aient des
mutations dans ce géne (Aitken, Welch et al. 1999). CDKN2A code pour deux protéines
suppresseurs de tumeur: INK4A (aussi appelée pl6) et ARF. Ces deux protéines sont
négativement impliquées dans la régulation du cycle cellulaire. INK4A intervient dans le
controle de la transition G1-S en inhibant la phosphorylation et I’inactivation de Rb
(rétinoblastome) médiée par CDK4/6 (Serrano, Hannon et al. 1993, Sherr and Roberts 1999).
Ce qui est a la protéine ARF, elle stabilise p53 en inhibant son ubiquitination par mdm?2
(HDM2 chez I’humain), ce qui permet a p53 d’agir via I’inhibiteur de cycle cellulaire p21
(Kamijo, Weber et al. 1998). Pourtant, le géne codant pour p53 (TP53) est rarement muté
dans les mélanomes (Bennett 2008), ce qui peut s’expliquer par la mutation fréquente du geéne
CDKNZ2A, conduisant a I’inhibition de p14ARF et p53. Le second géne de susceptibilité pour
le mélanome est le géne CDK4 situé en 12ql3 et codant pour la protéine CDK4. Il agit
comme un gene oncogeéne en stimulant la progression du cycle cellulaire via la
phosphorylation de Rb (Zuo, Weger et al. 1996). Les mutations dans ce locus ont été

retrouvées dans le codon 24 qui est impliqué directement dans la liaison avec pl6INK4A
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(Goldstein, Struewing et al. 2000). Un autre gene de susceptibilité mis en évidence est le géne
MCIR. Il code pour le récepteur transmembranaire de la mélanocortine I. Ce gene est
responsable de la pigmentation et de la protection contre les UV via la production de la
mélanine. Ses variantes sont associées a un risque accru du mélanome et sont a 1’origine d’un
phénotype particulier: la présence d’éphélides, une chevelure rousse et une hypersensibilité¢ au

soleil (Palmer, Duffy et al. 2000, Nelson and Tsao 2009).

Les facteurs de risque environnementaux : ’exposition aux ultraviolets. L’exposition au
soleil et plus largement aux rayonnements ultraviolets joue un rdle déterminant dans le
développement du mélanome malin, surtout chez les individus a peau blanche. En effet, de
nombreuses études épidémiologiques attribuent le rdle critique aux expositions intermittentes
au soleil (Walter, King et al. 1999). Bien que le mélanome survienne trés rarement avant 1’age
de 20 ans, I’exposition au soleil pendant I’enfance, notamment I’exposition intense
provoquant les coups de soleil, constitue également un déterminant clé¢ dans I’apparition du
mélanome a 1’age adulte. De plus, les individus qui ont passé leur enfance dans des régions
ensoleillées sont a risque plus important pour développer un mélanome comparativement aux
individus passant leur enfance dans des régions a faible exposition aux rayonnements
ultraviolets (Weinstock, Colditz et al. 1989, Autier, Dore et al. 1997). Il est bien évidemment
connu que les radiations atteignant la surface de la terre UVA et UVB contribuent
relativement au développement du cancer de la peau, en particulier le mélanome (Garland,
Garland et al. 2003). Pourtant, il est sujet de controverses a savoir la contribution spécifique
de chacune de ces radiations dans la mélanomagenése (Wang, Setlow et al. 2001, De Fabo,
Noonan et al. 2004). Bien que les UVA pénétrent plus profondément dans la peau que les

UVB pour atteindre les mélanocytes, la plupart des évidences focalisent sur I’étude des UVB
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et montrent ses implications dans I’induction de mélanomes. En effet, I’irradiation chronique
aux UVB peut induire des lésions mélanocytaires humaines, y compris le mélanome
(Atillasoy, Seykora et al. 1998). De plus, il a été observé que les mélanocytes semblent étre
plus résistants a des doses physiologiques d’UVB et avoir un potentiel de survie qui est
caractéristique de la transformation maligne (Lai, Di Girolamo et al. 2007). En ce qui est trait
aux UVA, certaines évidences épidémiologiques et expérimentales ont indiqué que chez
I’humain, les radiations UVA peuvent jouer un rdle significatif dans I’induction de

mélanomes (Moan, Dahlback et al. 1999).

Concernant ’exposition des individus, dont I’age ne dépasse pas 30 ans, aux UV des
cabines de bronzage et le risque de développement de mélanomes, les résultats obtenus des
¢tudes réalisées sont contradictoires et non concluantes. Certaines études ont mis en évidence
une relation significative entre 1’exposition aux UV artificiels et I’augmentation du risque de
mélanomes (Walter, Marrett et al. 1990, Westerdahl, Olsson et al. 1994), alors que d’autres

¢tudes n’ont pas pu trouver une telle relation (Osterlind, Tucker et al. 1988)

Aspects génétiques et moléculaires de la mélanomagenése

En dépit du role important dans la prédisposition aux mélanomes, les mutations dans les
genes CDKN2A et CDK4 représentent seulement une proportion des mélanomes familiaux et
sporadiques. Cela indique la présence d’autres genes pertinents du mélanome. Les progres
techniques de la génétique moléculaire ont beaucoup apporté a la compréhension des aspects
et mécanismes moléculaires du développement et de progression du mélanome. Le passage

d’un mélanocyte a un mélanome malin est le fruit de ’accumulation d’altérations géniques
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apportant un avantage favorable a 1’expansion clonale. Ce phénomene met en jeu I’activation
d’oncogenes et I’inhibition de génes suppresseurs de tumeur qui sont impliqués dans une
multitude de voies de signalisation pouvant affecter le controle de la prolifération cellulaire et
de I’apoptose. Regardons, plus tard, plus en détail les roles spécifiques des deux voies de
signalisation majeures hautement dérégulées dans les mélanomes: les voies MAPKs
(mitogen-activated protein kinases) et PI3K (phospho-inositide-3-kinase), ainsi que les

mutations des génes impliqués dans celles-ci.

La voie des MAPKS

La voie de signalisation MAPK est une voie de transduction des signaux hautement
conservée et se retrouve chez tous les eucaryotes, de la levure a ’humain. L’activation de
cette voie permet la régulation de diverses fonctions cellulaires, y compris la prolifération, la
différenciation, et la migration cellulaire. La voie MAPK est I’'une des voies les plus
potentiellement ciblées dans le mélanome. En effet, 1'activation aberrante de cette voie est
détectée dans plus de 80% de mélanomes, suite a 1’activation d’oncogenes comme NRAS,
BRAF, suggérant ainsi son role-clé dans la mélanomagenése (Fecher, Amaravadi et al. 2008).
Une méta-analyse a récemment démontré que les mutations du géne BRAF sont plus
fréquentes lorsque le mélanome survient sur des zones d’exposition au soleil intense et
intermittente, alors que les mutations de NRAS paraissent plus fréquentes sur une peau
chroniquement exposée au soleil (Lee, Choi et al. 2011).

N- Ras: Ras est 'oncogene le plus fréquemment muté dans les cancers humains, avec pres de
30% des tumeurs sont porteuses des mutations activatrices (Bos 1989). Il existe trois membres

de la famille Ras: NRas, HRas et KRas. Ces protéines Ras sont des oncogénes codant pour
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des protéines G associées a la membrane, jouant un role de transduction de signaux de
croissance et de différenciation extracellulaire (Lowy and Willumsen 1993). Une fois mutées,
les protéines Ras perdent I’activité intrinséque de leurs GTPases ce qui leur permet de rester
sous une forme liée au GTP et alors de s’activer d’une maniere constitutive. Ceci entraine la
stimulation d’une multitude de voies effectrices, en particulier les voies PI3K et RAF-MEK-
ERK (Trahey and McCormick 1987). Les mutations de NRAS sont les plus communes dans
les mélanomes alors que KRAS et HRAS sont mutés dans seulement 2% et 1% des cas,
respectivement (Milagre, Dhomen et al. 2010).

B-RAF: Les protéines Raf sont des sérines/thréonines kinases faisant partie des MAPKKK.
Chez les mammiferes, elles sont codées par 3 genes homologues ARAF, BRAF et CRAF dont
les fonctions ne sont pas redondantes. Les mutations de BRAF ont été retrouvées dans
plusieurs types de cancer. Par ailleurs, le taux le plus important de ces mutations a été observé
dans les mélanomes. En effet, une forte association entre les mutations du géne BRAF et le
mélanome a été rapportée en 2002 (Davies, Bignell et al. 2002). En ce qui a trait aux deux
autres isoformes; ARAF et CRAF, ils ont rarement été retrouvés mutés dans les cancers
(Emuss, Garnett et al. 2005, Lee, Soung et al. 2005). Parmi les quarante mutations activatrices
de BRAF identifiées, la mutation VO0OE, affectant la valine en position 600 du domaine
catalytique, est la plus commune, représentant 92% des mutations de BRAF retrouvées dans
les mélanomes sporadiques, et 82% des naevi bénins (Kumar, Angelini et al. 2003, Pollock,
Harper et al. 2003). Cela pourrait s’expliquer en partie par I’implication des mutations BRAF
dans la progression d’une forme bénigne en tumeur. La protéine mutée BRAF a une forte
activité kinase comparativement a la forme sauvage de BRAF, ce qui stimule la

phosphorylation de la protéine ERK et induit une activation anormale de la voie signalisation
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cellulaire (Wan, Garnett et al. 2004). L’ensemble de ces événements résulte en une croissance
et une survie anormale des mélanomes, deux caractéristiques de transformation maligne.

TP53: Les mutations du gene TP53 sont un événement commun dans les cancers (Hollstein,
Sidransky et al. 1991). Lorsque ce géne est muté, la protéine p53 devient inactive et les
promoteurs de la croissance cellulaire stimulent un développement anarchique des cellules. Il
s’agit de 'un des génes les plus souvent mutés dans les cancers associés aux dommages a
I’ADN induits par les UV (Ziegler, Leffell et al. 1993). Les mutations du geéne TP53 ont
particulierement été retrouvées dans les sites dipyrimidines (transitions C a T ou CC a TT)
dans les cancers de la peau, ce qui pourrait s’expliquer par I’induction directe de ces
mutations par les lésions induites par les UV et donc I’implication de TP53 dans le
développement du cancer de la peau (Ziegler, Leffell et al. 1993, Nakazawa, English et al.
1994). Bien que 50% des mutations de TP53 ont ét¢ identifiées dans divers types de cancer,
incluant les cancers de la peau non mélanomes (Benjamin and Ananthaswamy 2007), des
¢tudes basées sur le séquencage de TP53 ont clairement montré que les mutations de ce gene
sont rares dans les mélanomes (9%) (Bennett 2008). Bien qu’il soit rarement muté dans les
mélanomes, d’autres genes impliqués dans la méme voie de signalisation semblent étre
fréquemment mutés et/ou dérégulés dans les mélanomes. Il a été démontré que MDM?2 est
fréquemment surexprimé dans les mélanomes ce qui entraine 1’inactivation de p53 requise

pour le développement tumoral (Jochemsen 2014).
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La voie de signalisation PI3K/Akt
Structure et expression d’ Akt

Les origines de la protéine Akt reviennent a la découverte, par Staal et ses collaborateurs
en 1977, d’un rétrovirus Akt-8 isolé a partir d’une lignée de souris qui développait
spontanément des lymphomes thymiques. Ce groupe de chercheurs a démontré que le virus
Akt-8 codait pour un oncogene dit Akt. Aussi connue sous le nom de protéine kinase B
(PKB), il s’agit d’une protéine sérine/thréonine kinase de 56 KDa et membre de la famille des
sérines/thréonines kinases AGC (cAMP-dependent protein kinase A/protein kinase G/ protein
C). Chez les mammiféres, la famille des kinases Akt consiste en trois membres; Aktl, Akt2 et
Akt3, aussi connus sous le nom de PKBa, PKBp et PKBy, respectivement (Jones, Jakubowicz
et al. 1991, Cheng, Godwin et al. 1992, Brodbeck, Cron et al. 1999). Bien que les trois
isoformes soient codées par des geénes séparés localisés sur différents chromosomes 14q32 /
19q13/ 1g43, elles partagent une forte similarité structurelle. En effet, elles ont plus que 80%
d’homologie au niveau des séquences d’acides aminés (Nicholson and Anderson 2002).
Chacun des isoformes d’ Akt est formée de trois domaines fonctionnels:

(1) Un domaine d’homologie pleckstrine (PH) en position N-terminale consistant en 100
acides aminés et permettant les interactions protéine-protéine et protéine-lipide et
lie les phospholipides.

(i1) Un domaine kinase catalytique localisé dans la région centrale de la protéine. Il s’agit
des résidus de la thréonine T308, T309 et T305 pour Aktl, Akt2 et Akt3
respectivement. C’est ce domaine kinase qui confére a Akt un fort degré de

similarité avec les protéines kinases A et C (PKA et PKC).
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(111)Un domaine régulateur carboxy-terminal contenant un motif hydrophobique,
caractéristique de la famille des protéines kinases AGC. Cette région présente des
résidus sérines dépendamment de ’isoforme d’ Akt S473 (Aktl), S474 (Akt2) et
S472 (Akt3).

Les isoformes d’Akt sont différemment distribuées dans divers tissus humains, de telle
sorte qu’Aktl et Akt2 sont largement abondantes presque partout, tandis que l'expression
Akt3 semble étre plus limitée et restrictive. En effet, Aktl est exprimée d’une fagon
prédominante dans le cerveau, le thymus et les testicules (Yang, Tschopp et al. 2003). Akt2
est spécifiquement exprimée dans les tissus qui répondent hautement a 1’insuline, tels que le
tissu adipeux brun, le muscle squelettique et le foie (Altomare, Lyons et al. 1998). En ce qui
est a Akt3, elle est exprimé d’une mani¢re abondante dans seulement le cerveau, les testicules,
les poumons, les glandes mammaires et le tissu adipeux (Yang, Tschopp et al. 2003). Or,
I’expression de chacun des isoformes n’est pas nécessairement associée a son activité.
Dépendamment de la lignée cellulaire, les isoformes d’Akt ont ét¢é montrées pour localiser
différents compartiments sous-cellulaires. Des études réalisées avec différentes cellules
transformées et non transformées ont bien montré que, dans la majorité des cas, Aktl est
localisée dans le cytoplasme, Akt2 dans la mitochondrie, et Akt3 dans le noyau (Santi and Lee

2010).

Le controle de ’activité d’ Akt

La voie de signalisation PI3K/Akt est activée par différents facteurs, y compris
I’exposition aux facteurs de croissance, ’activation de leurs propres récepteurs tyrosine

kinase (RTKs) ou les récepteurs couplés a la protéine G et aussi celle des protéines RAS
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(Burgering and Coffer 1995, Franke, Yang et al. 1995, Gupta, Ramjaun et al. 2007). Tout
d’abord, la liaison ligand-récepteur entraine I’activation du récepteur par phosphorylation sur
les résidus tyrosines (Ullrich and Schlessinger 1990). Ensuite, ces résidus phosphotyrosines
peuvent recruter des protéines possédant le domaine SH-2 (Src homology 2), y compris la
kinase phosphoinoside-3 (PI3K). L’ensemble de ces événements contribue a ’activation de
PI3K, qui consiste en une sous-unité régulatrice (PI3KR; p85) et une sous-unité catalytique
(PI3KC; p110). Une fois I’activité catalytique est stimulée, PI3K phosphoryle les lipides
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2) au niveau de la membrane plasmique, générant
ainsi des seconds messagers; les phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate  (PIP3)
(Vanhaesebroeck and Alessi 2000). Ces phospholipides recrutent a la membrane plasmique
les protéines possédant un domaine PH comme la protéine Akt (Takeuchi, Kanematsu et al.
1997). Akt est une protéine cytosolique, maintenue dans un état inactif par une liaison
intramoléculaire entre son domaine PH et son domaine kinase. Une fois recrutée a la
membrane plasmique, les phosphoinositides provoquent des changements conformationnels
d’Akt, ce qui entraine 1’exposition de ses sites de phosphorylation sérine 473 et thréonine 308
(Osaki, Oshimura et al. 2004). Tout d’abord, une sérine/thréonine kinase, PDKI,
(phosphoinositide- dependent kinase 1) ayant un domaine PH va phosphoryler Akt sur le
résidu T308 (Anderson, Coadwell et al. 1998). La phosphorylation de ce site active
partiellement Akt. Par ailleurs, une activation compléte requiert ¢galement la phosphorylation
sur le deuxiéme résidu S473 (Alessi, Andjelkovic et al. 1996). Le mécanisme de la
phosphorylation de la S473 demeure a ce jour controversé. Il semble que certains candidats
sont mis en jeu. L’un de ces derniers est PDK2 (protein- dependent kinase 2) dont 1’identité

n’est pas encore claire. Des évidences récentes ont cependant démontré que le facteur le plus
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susceptible de phosphoryler la S473 est le complexe mTORC2 (mammalian target of
rapamycin complex 2), composé de la sous-unité catalytique de mTOR et de cinq protéines
accessoires; Rictor, mSINI, GBL, Protor, et Deptor (Sarbassov, Guertin et al. 2005, Bozulic
and Hemmings 2009). De plus, il a ét¢ montré que les kinases ILK (integrin- linked kinase) et
DNA-PK peuvent phosphoryler Akt (Delcommenne, Tan et al. 1998, Bozulic and Hemmings
2009). A la suite de son activation, Akt se dissocie de la membrane plasmique et transloque
vers le cytoplasme ou le noyau, ou elle va phosphoryler a son tour une multitude de substrats
afin de réguler différents processus cellulaires. De plus, la translocation d’ Akt vers le noyau
semble avoir aussi un réle important dans la régulation de son activité dans le cytoplasme
(Kandel and Hay 1999). Akt peut étre également activée d’une maniere indépendante de
PI3K. Il a été rapporté que les agents élevant ’AMP cyclique comme le forskoline, 8-bromo-
AMPc et le chlorophenylthio-AMPc peuvent activer Akt via la protéine kinase A (PKA) et
que cette induction indirecte ne nécessite que 1’activation du résidu T308 (Filippa, Sable et al.
1999). Cependant, la kinase dépendante de Ca2+/calmoduline peut directement phosphoryler
Akt au site T308 in vitro (Yano, Tokumitsu et al. 1998). D’autres études ont mis en évidence
I’activation d’ Akt par le stress cellulaire et le choc thermique via I’association avec une petite
protéine du choc thermique HSP27 (Konishi, Matsuzaki et al. 1997). De plus, I’activité d’ Akt
peut étre positivement régulée par 1’agoniste P-adrénergique, isoprotérenol, d’une manicre
résistante a 1’inhibition de PI3K (Moule, Welsh et al. 1997). L’activité basale d’Akt dans la
cellule dépend de 1’équilibre entre les facteurs positifs (niveau élevé de PIP3) et les facteurs
négatifs qui provoquent 1’inactivation d’Akt, suggérant alors qu’il peut y avoir une régulation

transitoire de cette kinase.
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Akt est négativement régulée par des phosphatases qui ciblent les sites de phosphorylation.
PP2A (protein phosphatase 2A) agit comme régulateur négatif de 1’activité d’ Akt en induisant
la déphosphorylation du résidu T308, tandis que les PHLPP (PH domain leucine-rich repeat
protein phosphatase) inhibent 1’activité de cette kinase en la déphosphorylant sur le résidu
S473 (Resjo, Goransson et al. 2002, Gao, Furnari et al. 2005, Kuo, Huang et al. 2008). Deux
isoformes des phosphatases PHLPP ont ét¢é mises en évidence; PHLPP1 et PHLPP2,
déphosphorylant directement la S473 en régulant les différents isoformes d’Akt. En effet,
PHLPP1 déphosphoryle Akt2 et Akt3, tandis que PHLPP2 est spécifique pour Aktl et Akt3.
SHIP (SH2-containing inositol 5-phosphatase) peut également inhiber I’activité d’Akt via
I’hydrolyse de PIP3 pour générer PIP2 (Liu, Sasaki et al. 1999). Finalement, il est important
de souligner que P’activité d’Akt est principalement inhibée par PTEN (Maehama and Dixon
1998).

Le géne PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten), également
nommé MMACI (mutated in multiple advanced cancers) ou TEPI (TGF- regulated and
epithelial cell-enriched phosphatase), est un geéne suppresseur de tumeur majeur localisé sur le
long bras du chromosome 10, en 10923 (Li and Sun 1997). La protéine encodée par ce géne
agit comme un suppresseur de tumeur en régulant diverses fonctions biologiques; la division
cellulaire, la migration, et I’apoptose (Stambolic, Suzuki et al. 1998, Cheney, Neuteboom et
al. 1999, Huang, Cheville et al. 2001). PTEN posséde a la fois une activité phosphatase
lipidique et phosphatase protéique. Or, c’est I’activité phosphatase lipidique qui semble étre la
fonction majeure de cette phosphatase. La fonction phosphatase lipidique de PTEN semble
avoir un role important dans la tumorigenese. En effet, PTEN agit comme antagoniste de la

voie PI3K/Akt en catalysant la déphosphorylation du 3’ phosphate de la boucle inositol de
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PIP3, générant ainsi un produit biphosphate PIP2 et I’inhibition de I’activité d’ Akt (Maehama
and Dixon 1998). En ce qui est a la fonction phosphatase protéique, PTEN peut
déphosphoryler FAK ou kinase d’adhésion focale, et inhiber I’activit¢ de la voie MAPK,

empéchant ainsi I’adhésion et la migration cellulaire (Tamura, Gu et al. 1998).

Effets biologiques de ’activation de la voie PI3K/Akt

Akt activée joue un role primordial dans de nombreux processus cellulaires tels que la
survie cellulaire, la prolifération, le controle du cycle cellulaire, le métabolisme cellulaire, en
phosphorylant divers substrats contenant le motif consensus R-X-R-X-X-S/T (Manning and
Cantley 2007). L’analyse de ce motif a rapporté I’existence des milliers de cibles pour Akt
dont juste 60-70 sont bien connues a ce jour. Akt régule négativement ou positivement ses
substrats en affectant leur fonction, localisation cellulaire ou leur stabilité. En revanche,
I’activation aberrante de cette kinase proto-oncogénique peut conduire au développement du
cancer ainsi que d’autres maladies comme le diabete (Hers, Vincent et al. 2011).

Akt et survie cellulaire

La promotion de la survie cellulaire est la fonction de la voie Akt la plus étudiée.
L’activation de la voie de signalisation PI3K/Akt déclenche des signaux de survie permettant
a la cellule de résister aux stimuli apoptotiques. Akt permet I’inactivation par phosphorylation
des protéines pro-apoptotiques dont Bad est la premiere a étre découverte (voir figure 2). Bad
est un membre de la famille des protéines Bcl-2 qui lie les protéines BCL-2 ou BCI-XI et
inhibe leur potentiel anti-apoptotique. Cependant, lorsque la protéine Bad est phosphorylée
sur la sérinel36 par Akt, elle se dissocie de Bcl-2 ou Bcl-XI localisés sur la membrane

mitochondriale, et forme un complexe avec les protéines 14-3-3 dans le cytosol, résultant en
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une inhibition de I’apoptose (Datta, Dudek et al. 1997, Datta, Ranger et al. 2002). De méme,
des facteurs de transcription de la famille forkhead (FKHR/FoxO1, FoxO2, FKHRL1/FoxO3
et AFX/FoxO4) sont également phosphorylés par Akt menant a leur exclusion du noyau et
leur inactivation (voir figure 2). Une fois phosphorylées sur les résidus T24 et S256, les
protéines FOXO lient les protéines 14-3-3 et forme, donc, un complexe retenu dans le cytosol
(Tzivion, Dobson et al. 2011, Zhang, Tang et al. 2011). L’ensemble de ces événements
contribue au blocage de la transcription des génes requis pour 1’induction de 1’apoptose
comme TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), le ligand Fas et TRAIDD (TNF
receptor type 1 associated death domain) (Brunet, Bonni et al. 1999). Lors de I’induction
d’apoptose, la cellule déclenche une cascade de protéases de la famille des caspases initiée par
la caspase-9 qui est activée a partir de la pro-caspase-9. Par conséquent, I’activation d’Akt
induit la phosphorylation de ces pro-caspases-9 sur la S196 menant a la diminution de leur
activit¢ protéase in vitro (Cardone, Roy et al. 1998) (voir figure 2). D’autres cibles
promouvant la survie cellulaire ont été également activées par phosphorylation, incluant IKKa
(inhibitor of kappa B kinase-a), qui & son tour phosphoryle et dégrade I’inhibiteur du facteur
NFxk B, IkB (voir figure 2). Ceci provoque la translocation nucléaire et I’activation de NF«kB,
menant alors a la transcription des geénes de pro-survie, comme les génes codant pour les
inhibiteurs des protéines apoptotiques IAP1 et IAP2 (Romashkova and Makarov 1999). D’une
manicre indirecte, Akt inhibe la fonction de la protéine pro-apoptotique p5S3 via 1’activation
de I'ubiquitine ligase Mdm2 (Murine double minute 2). En effet, Akt phosphoryle Mdm2 sur
la S166 et S186, ce qui va promouvoir sa translocation vers le noyau, la ou elle va induire
I’ubiquitination et la dégradation de p53 (Feng, Tamaskovic et al. 2004) (voir figure 2). De

plus, I’activit¢ du facteur de transcription CREB (cyclic AMP-response element binding
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protein) est régulée positivement via sa phosphorylation sur la S133 par Akt, permettant ainsi
I’augmentation de la transcription des geénes anti-apoptotiques incluant Mcl-1 (Du and
Montminy 1998, Wang, Chao et al. 1999).
Akt et régulation du cycle cellulaire

La voie de signalisation Akt peut également affecter la prolifération cellulaire par la
régulation des protéines impliquées dans la progression du cycle cellulaire, soit par
phosphorylation directe des cibles elles-mémes ou indirectement par la régulation des niveaux
d’expression des protéines. Akt peut controler indirectement la stabilité des promoteurs de la
progression cellulaire, cyclin D1 et c-Myec, via I’inactivation de son substrat GSK3f
(glycogen synthase kinase 3). En effet, GSK3p phosphoryle cyclin D1 sur T286 et Myc sur
T58, ce qui induit leur export nucléaire et leur dégradation par ubiquitination, causant 1’arrét
du cycle cellulaire en G1 (Diehl, Cheng et al. 1998, Gregory, Qi et al. 2003). Akt peut

¢galement réguler positivement D’activité des cyclin/Cdk via la phosphorylation et

Cip/Wafl KIP1
I’inactivation des inhibiteurs de Cdks, incluant p21 et p27 (voir figure 2). Elle

phosphoryle p21 sur deux résidus T145 et S146. La phosphorylation de T145 résulte au
recrutement de p21 du noyau au cytoplasme et la suppression de son effet inhibiteur de la
pression du cycle cellulaire (Xia, Chen et al. 2004), tandis que, la phosphorylation du site
S146 entraine 1’assemblage et 1’activation du complexe de la transition G1/S, cyclin D-Cdk4
(Li, Dowbenko et al. 2002).De méme, p27 peut aussi €tre phosphorylé par Akt sur le site
T157 et relocalisé au cytoplasme, ce qui empéche alors sa liaison avec les substrats nucléaires
Cdk2/cyclin E et Cdk2/cyclin A afin d’induire la progression du cycle cellulaire (Shin, Yakes
et al. 2002). En ce qui est trait a la régulation de la transition G2/M du cycle cellulaire, il a été

rapporté que la protéine Akt phosphoryle, sur le site S353, le membre de la famille des
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phosphatases a double spécificité Cdc25B qui joue un rdle important dans le controle de
I’activit¢é des Cdkl/cyclin B. Ceci entraine 1’accumulation cytoplasmique et donc
I’inactivation de Cdc25B (Baldin, Theis-Febvre et al. 2003). Récemment, une étude a suggéré
qu’Akt peut également réguler la progression G2/M via la phosphorylation de Cdk2 sur T39
et sa translocation cytoplasmique temporaire requise pour la progression du cycle cellulaire de
la phase S & G2/M (Maddika, Ande et al. 2008). De méme, Akt phosphoryle et inhibe deux
cibles majeures impliqués dans I’activation des points de contrdle du cycle cellulaire; Chkl
(p-S280) et TopBP1 (p-S1159) (voir figure 2).
Akt et croissance cellulaire

L’implication d'Akt dans la croissance cellulaire, augmentation de la synthése protéique, a
¢galement été mise en évidence. Tout d’abord, suite a son activation, Akt active phosphoryle
TSC2 (tuberous sclerosis complex 2) et entraine la dissociation du complexe TSC1/TSC2
impliqué dans le controle négatif de la kinase mTOR (mammalian target of rapamycin) (voir
figure 2). L’ensemble de ces événements contribue a I’activation de mTOR et donc a la
stimulation la synthése protéique (Sekulic, Hudson et al. 2000). Ensuite, mTOR va
phosphoryler deux protéines effectrices: «70-kDa ribosomal protein S6 kinase» (P70S6K) et
«4E-binding protein 1» (4E-BPIl). 4E-BPI] joue un rdle important dans la traduction de
I’ARNm, tandis que p70S6K permet I'augmentation de la biogenése des ribosomes (Fingar,
Salama et al. 2002, Tee, Fingar et al. 2002).

Akt et métabolisme du glucose

Akt peut jouer un role dans la régulation du métabolisme du glucose en activant le
transport du glucose via I’induction de ’expression des transporteurs GLUT1 et GLUT3 et le

recrutement de GLUT4 a la membrane plasmique (Kohn, Summers et al. 1996, Hajduch,
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Alessi et al. 1998, Barthel, Okino et al. 1999). Elle active également la synthése du glycogeéne

via la phosphorylation et I’inactivation de GSK3p (Cross, Alessi et al. 1995).
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Figure 2: La voie de signalisation PI3K/Akt
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Les fonctions biologiques spécifiques des isoformes d’Akt

Bien que les isoformes d’Akt soient trés homologues en termes de séquence, multiples
¢tudes menées sur des souris déficientes en un des trois isoformes suggerent que les
différentes isoformes d’Akt jouent distincts roles biologiques. Il a été rapporté que les souris
Aktl-/- montrent un retard de croissance et une augmentation d’apoptose, ainsi qu’une
mortalité néonatale (Chen, Xu et al. 2001, Yang, Tschopp et al. 2003). En ce qui est a Akt2, il
a été montré que les souris Akt2-/- sont résistantes a I’insuline et donc atteint des syndromes
du diabete type 2 (Cho, Mu et al. 2001, Garofalo, Orena et al. 2003). D’autres études ont
démontré que les souris déficientes en Akt3 ont un cerveau plus petit que celui des souris
sauvages (Easton, Cho et al. 2005, Tschopp, Yang et al. 2005). L’ensemble de ces études
suggere donc qu’Aktl est principalement importante pour la survie cellulaire, Akt2 est
importante pour [’homéostasie du glucose, tandis qu’Akt3 joue un rdle clé¢ dans le
développement du cerveau (Gonzalez and McGraw 2009). Des études avec des souris
transgéniques ont ¢été réalisées afin d’évaluer le chevauchement des fonctions des trois
isoformes. Par exemple, la déficience simultanée en Aktl et Akt3 provoque la 1étalité
embryonnaire causée par des défauts intenses du développement du systéme nerveux et

cardiovasculaire (Yang, Tschopp et al. 2005).

Dérégulation de la voie PI3K/Akt dans le mélanome malin

Des évidences ont rapporté que seules les mutations activatrices dans BRAF ne pourraient
pas expliquer la pathogenése du mélanome. Comme évoqué précédemment, les mutations

activatrices BRAF et NRAS sont présentes dans un taux élevé des naevi bénins et ont un
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faible potentiel dans la transformation maligne (Pollock, Harper et al. 2003, Poynter, Elder et
al. 2006). De plus, certaines évidences ont rapporté que certaines tumeurs et lignées
cellulaires sont résistantes aux inhibiteurs de BRAF et continuent a survivre, ce qui pourrait
expliquer la contribution d’autres voies de survie alternatives dans la pathogenese de
mélanomes et donc la nécessité d’autres interventions thérapeutiques (Nazarian, Shi et al.
2010, Villanueva, Vultur et al. 2010).

Une voie candidate est la voie de signalisation PI3K/Akt. En effet, pour stimuler le
développement du mélanome, 1’activation de la cascade de signalisation BRAF-MAPK
nécessite une activation simultanée de la voie PI3K/Akt. L’activation aberrante ou la présence
des mutations au niveau des composants de la voie PI3K/Akt a été observée fréquemment
dans divers types de cancers (Staal 1987, Li, Yen et al. 1997, Samuels, Wang et al. 2004). Il
semble bien que I’activation de cette cascade signalétique est associée avec le stade tumoral,
jouant ainsi un réle important dans les processus d’invasion et de métastases. En effet, elle est
activée dans 17% des naevi, 49% des mélanomes primaires et 77% des mélanomes
métastatiques (Dai, Martinka et al. 2005). Les mutations de la protéine PI3K elle-méme est
rare dans les mélanomes (Omholt, Krockel et al. 2006). Par contre, au niveau protéique, PI3K
est fréquemment surexprimé dans les mélanomes. Il existe aussi des mutations activatrices
dans des molécules qui sont mises en jeu dans ’activation de la voie PI3K/Akt. Contrairement
a BRAF, NRAS peut aussi activer la voie PI3K/Akt et ses mutations ponctuelles ont été
identifiées dans environ 15% de mélanomes. De plus, des mutations somatiques dans ERBB4,
membre de la famille des EGFR, ont été détectées dans ~20% des mélanomes (Prickett,
Agrawal et al. 2009). Par ailleurs, dans les mélanomes, la suractivation d’Akt et la perte de

PTEN sont les événements les plus communs qui sont bien étudiés.
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PTEN a été retrouvé muté et inactivé dans une large fraction de cancers (Li, Yen et al.
1997, Steck, Pershouse et al. 1997). Toutes ces altérations résultent en une activation
aberrante de la voie PI3K, et donc a une suractivation de la protéine kinase Akt, ce qui est
caractéristique des cancers (Stambolic, Suzuki et al. 1998, Suzuki, de la Pompa et al. 1998).
Des études fonctionnelles ont mis en évidence le role clé de PTEN dans le développement de
mélanomes. En effet, le géne PTEN peut étre altéré dans les mélanomes via plusieurs
mécanismes, y compris la perte allélique dans 23% de mélanomes, ’altération de I’expression
dans 19% des tumeurs, ou les délétions d’un seul allele et I’inactivation du geéne dans 57-60%
des lignées cellulaires de mélanomes (Pollock, Walker et al. 2002, Goel, Lazar et al. 2006).
De plus, I’expression ectopique du géne PTEN dans des cellules de mélanomes montre une
inhibition de la croissance cellulaire, impliquant fortement la fonction suppressive de tumeur
de PTEN dans le développement de cette malignicit¢é (Robertson, Furnari et al. 1998).
Plusieurs études ont mis en évidence l’interaction de la perte de PTEN avec d’autres
mutations dans les mélanomes. Les mutations de PTEN sont souvent détectées dans les
tumeurs et lignées cellulaires de mélanomes mutées pour BRAF (Tsao, Goel et al. 2004). Il a
¢été¢ démontré que la délétion de PTEN dans des souris transgéniques mutées pour BRAF peut
mener au développement de mélanomes malins (Dankort, Curley et al. 2009). Cependant, les
mutations de NRAS sont exclusives avec des mutations PTEN en raison de 1’activation
redondante de la voie PI3K/Akt (Tsao, Zhang et al. 2000). Mais, d’une facon étonnante, le
niveau d’activation d’Akt est plus élevé dans les tumeurs et les lignées cellulaires de
mélanomes a faible taux de PTEN que dans celles mutées pour NRAS (Davies, Stemke-Hale

et al. 2009).
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De méme, I’activation anormale de la protéine kinase Akt a également été détectée dans les
cancers humains. En effet, Akt est fréquemment hyperphosphorylée dans les naevi
dysplasiques et les mélanomes, contrairement aux naevi normaux (Dhawan, Singh et al.
2002). D’une maniere importante, Aktl, Akt2 et Akt3 ont été retrouvées surexprimées ou
hyperphosphorylées dans différents types de cancer. En effet, I’amplification d’Aktl a été
rapportée dans les adénocarcinomes gastriques primaires (Staal 1987), tandis qu’Akt2 a été
retrouvée surexprimée et amplifiée dans le cancer du sein, de l’ovaire et du pancréas
(Bellacosa, de Feo et al. 1995, Ruggeri, Huang et al. 1998). Il semble qu’Akt3 est la forme la
plus dérégulée dans les mélanomes, pourtant, la raison de cette sélectivité n’est pas encore
connue a ce jour. En effet, une activation forte et sélective de cette isoforme a été détectée
dans 40-63% de mélanomes sporadiques métastatiques et est due a I’augmentation du nombre
de copies du gene Akt3 ou a la sur-régulation d’Akt3 via la perte de PTEN (Madhunapantula
and Robertson 2009). De plus, la phosphorylation d’Akt3 semble corréler avec la progression
du mélanome suggérant ainsi son role dans 1’agressivité de cette malignité (Stahl, Sharma et
al. 2004).

Plusieurs études ont bien mis en évidence I’importance potentielle du ciblage thérapeutique
de la voie PI3K/Akt dans I’inhibition de la croissance tumorale et la chimiosensibilisation. Il
existe différentes classes d’inhibiteurs qui sont développés contre les différents composants de
la cascade de signalisation PI3K/Akt, incluant les inhibiteurs de la kinase PI3K (comme le
wortmannin), les inhibiteurs de mTORCI1 (rapamycine) et les inhibiteurs d’Akt (MK-2206)
(Brognard, Clark et al. 2001, Sinnberg, Lasithiotakis et al. 2009, Hirai, Sootome et al. 2010,
Isosaki, Nakayama et al. 2011). Bien qu’il soit en phase clinique II, MK-2206, un inhibiteur

allostérique d’Akt, montre une efficacité particuliére (Hirai, Sootome et al. 2010). De méme,
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d’autres inhibiteurs d’ Akt comme le périfosine ont été testés et ne semblent pas étre efficaces
pour traiter le mélanome car ils ont montré des limitations pharmaceutiques (Ernst,
Eisenhauer et al. 2005). Récemment, une étude a rapporté D’efficacité¢ thérapeutique des
inhibiteurs de la voie Akt3, les isoselenocyanates synthétiques, dans I’inhibition de la survie

cellulaire et du potentiel tumoral du mélanome (Sharma, Sharma et al. 2009).

Activation et roles de la voie nucléaire PI3K/Akt dans la réponse aux dommages a
I’ADN

Afin de se protéger contre I’accumulation des mutations, la cellule promouvoit des
réponses protectives comme 1’arrét du cycle cellulaire, la réparation ainsi que I’apoptose. De
meéme, pour maintenir 1’intégrité tissulaire, la cellule active d’autres mécanismes par lesquels
elle peut survivre sous stress génotoxique. Parmi ces mécanismes, nous citons I’activation de
la voie de survie PI3K/Akt.

La voie de signalisation PI3K/Akt a trés tot montré sa capacité d’étre activée non
seulement par des facteurs de croissance, mais aussi en réponse au stress génotoxique. En
effet, Akt semble étre activée par certains agents endommageables a I’ADN incluant le
cisplatine, les radiations ionisantes (IR), ainsi que les UV (Wan, Wang et al. 2001, Zhang,
Maddock et al. 2001, Zingg, Riesterer et al. 2004, Winograd-Katz and Levitzki 2006). En ce
qui est aux UV, DPactivation d’Akt par phosphorylation est transitoire et dépendante des
récepteurs tyrosine kinase EGFR (Wan, Wang et al. 2001). De méme, il a été¢ démontré qu’en
réponse aux UVB, I’expression de PTEN s’affaiblit dans les kératinocytes épidermiques ce
qui correle avec 1’activation d’Akt (Ming, Han et al. 2010). Comme il fut déja précisé, Akt
peut se transloquer vers le noyau, 1a ou elle peut phosphoryler une multitude de substrats

nucléaires. Donc, ce n’est pas surprenant qu’Akt nucléaire puisse étre mise en jeu dans la
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régulation des réponses cellulaires induites par le stress génotoxique. Il a été rapporté que les
membres de la famille PIKK; ATM, ATR et DNA-PK sont impliqués dans I’activation d’ Akt
en réponse aux dommages a I’ADN, y compris ceux induits par IR, afin d’assurer les signaux
de survie cellulaire (Viniegra, Martinez et al. 2005, Bozulic, Surucu et al. 2008, Caporali,
Levati et al. 2008).

Certaines études suggerent le role d’ Akt dans la modulation de la réparation des dommages
a I’ADN et du controle du cycle cellulaire. L’activation d’Akt semble réguler négativement
I’arrét du cycle cellulaire induit par les dommages a ’ADN. Il a ét¢ démontré qu’en réponse
aux agents génotoxiques comme les radiations ionisantes, 1’activation d’Akt peut supprimer
I’arrét du cycle cellulaire en phase G2 et exercer son potentiel anti-apoptotique
indépendamment du statut de p53 (Kandel, Skeen et al. 2002). Comme fut précédemment
évoqué, Chkl s’active en réponse au stress génotoxique d’une manicre dépendante d’ATR
pour favoriser I’arrét du cycle cellulaire en G2/M et aussi lors de la réplication d’ADN. Cette
kinase peut étre directement phosphorylée par Akt sur la S280, induisant sa séquestration
cytoplasmique et donc I’inhibition de son activation par ATR sur la S345 (King, Skeen et al.
2004). Le méme phénotype a été observé dans des cellules déficientes en PTEN en réponse
aux radiations ionisantes (Puc, Keniry et al. 2005). De plus, la protéine TopBP1 (DNA
topoisomérase 2 binding protein 1) a été également identifiée comme cible importante d’Akt.
TopBP1 joue un réle important dans la réplication d’ADN et le controle du cycle cellulaire
(Garcia, Furuya et al. 2005). Suite a I’exposition aux agents génotoxiques, TopBP1 interagit
avec ATR afin de stimuler son activit¢ (Kumagai, Lee et al. 2006). Cependant, la
phosphorylation de TopBPI1 sur la S1159 par Akt prévient son association avec ATR.

L’ensemble de ces événements résulte, alors, en une inhibition de 1’activation d’ATR et de
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I’arrét du cycle cellulaire en G2/M (Pedram, Razandi et al. 2009). Dans des modeles souris,
I’activation du récepteur épidermique Erbb2 (epidermal growth factor receptor 2) suite aux
radiations UVB/UVA conduit a la progression du cycle cellulaire d’'une maniére dépendante
de la phosphorylation de chkl par Akt et aussi via le maintien du régulateur du cycle
cellulaire Cdc25a (Madson, Lynch et al. 2009). De méme, I’exposition des kératinocytes
humaines aux radiations UVB et UVA inhibe I’arrét du cycle cellulaire en G1/S d’une
maniere dépendante de EGFR et Akt (He, Council et al. 2008, Han and He 2009).

En ce qui est a la réparation des dommages a I’ADN, plusieurs évidences ont montré
qu’Akt peut étre mise en jeu dans la régulation de I’efficacité de ce processus. En réponse aux
radiations, D’inhibition d’Akt réduit la phosphorylation d’une kinase impliquée dans la
réparation des DSBs via la voie NHEJ, DNA-PK, sur la T2609 et S2056, ce qui implique le
role d’Akt dans I’activation de DNA-PK et la réparation de dommages a ’ADN via la voie
NHEJ (Toulany, Kehlbach et al. 2008, Golding, Morgan et al. 2009). Contrairement a la voie
NHEJ, la voie de la recombinaison homologue (HRR), qui est une deuxiéme voie de
réparation des DSBs, semble étre négativement régulée par Akt. Il a été observé que dans des
lignées cellulaires du cancer de sein exprimant un haut niveau d’ Akt1phosphorylé, I’induction
de la voie HRR en réponse aux IR est treés faible comparativement aux cellules avec un faible
niveau d’Aktl (Plo, Laulier et al. 2008). Quant au NER, le role de la voie PI3K/Akt dans la
régulation de cette voie de réparation des photo-produits est peu caractérisé et reste a date un
sujet de controverses. Récemment, des évidences ont montré que la perte de PTEN et
I’activation d’Akt régulent négativement la NER en réponse aux UVB (Ming, Feng et al.
2011). De méme, d’une manicre spécifique a chacune des phases du cycle cellulaire, il a été

démontré que la kinase ATR est un régulateur majeur de la NER exclusivement en phase S

42



(Auclair, Rouget et al. 2008). En raison de I’inactivation d’ATR via la phosphorylation de
Chkl par Akt, il est potentiellement possible qu’ Akt puisse également réguler 1’activité de la
NER. Par ailleurs, d’autres études ont impliqué le role d’ Akt dans la régulation positive de la
NER. Trés récemment, il a été montré que, lors de I’induction des 1ésions par les UV, p300 va
étre phosphorylé sur la S1834 par les kinases Akt et p38 MAPK et dégradé afin de permettre
aux protéines de la voie NER a étre recrutées (Wang, Han et al. 2013). P300 est un cofacteur
de transcription qui est, tout d’abord, recruté au niveau des sites de dommages a ’ADN
induits par les UV d’une maniére dépendante de p53 afin de permettre la relaxation de la
chromatine (Rubbi and Milner 2003).

Concernant la survie cellulaire, certaines études ont suggéré le role d’ Akt dans ’inhibition
de ’apoptose induite par le stress génotoxique. Les niveaux de PTEN ont été retrouvés réduits
dans les kératinocytes épidermiques d’une maniére dépendante des caspases dans les cellules
apoptotiques, et aussi dépendamment de ’activation d’ERK/Akt dans les cellules vivantes
(Ming, Han et al. 2010). Ainsi, p5S1, un des membres de la famille de p53, peut induire
¢galement le blocage de I’apoptose des kératinocytes induite par les UV d’une manicre
dépendante de sa phosphorylation par Akt (Ogawa, Okuyama et al. 2008). Certaines études
ont démontré que I’inhibiteur pharmacologique de la voie Akt, périfosine, renforce I’induction
de ’apoptose par les radiations ionisantes et les ultraviolets dans des cellules cancéreuses de
la prostate et des fibrobroblastes et kératinocytes, respectivement (Gao, Ishiyama et al. 2011,
Ji, Yang et al. 2012). 1l a été aussi rapporté que les fibroblastes de souris embryonnaires
déficients en Akt2, et non pas en Aktl, montrent une hypersensibilité¢ aux radiations UV, ce

qui suggere le role d’ Akt2 dans la promotion de la survie cellulaire (Kim, Kim et al. 2009).
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Hypothése et objectifs

En dépit du role de la voie Akt dans la régulation de divers processus comme la survie et la
prolifération cellulaire et son activation dans les cancers, son implication dans la réponse aux
UV reste beaucoup moins caractérisée et étudiée. La nécessité de 1’activation normale de cette
voie proliférative pour induire une homéostasie a I’échelle cellulaire face au stress, révele la
nécessité d’étudier I’importance de sa sur-activation en réponse aux dommages induits par les
UV. Il a ét¢ déja mis en évidence une forte corrélation entre la sur-activation de la voie
oncogénique Akt et le développement de mélanomes. Plus précisément, 1’activation de
I’isoforme Akt3 semble augmenter le potentiel tumoral dans les cellules de mélanome. De
plus, en raison du rdle crucial des UV dans le développement de mélanomes, il se pourrait
d’ailleurs que I’activation de la voie Akt dans les mélanomes interfére avec son activation et
son importance dans la réponse aux UV. Finalement, pour mieux comprendre les mécanismes
moléculaires du développement de mélanomes induits par les UV et établir un lien entre
’activation de la voie Akt dans les mélanomes et la régulation de la réponse aux UV par cette
dernicre, il est suggéré dans notre étude d’évaluer le rdle de la voie Akt dans la régulation de
la réponse aux UV dans les cellules de mélanomes. Il est préférable de caractériser
I’importance de la suractivation d’Akt dans des mélanocytes primaires mais,
malheureusement, ces cellules poussent d’une maniére tres lente (plusieurs mois pour doubler
la population cellulaire). Pourtant, il est aussi intéressant d’étudier la suractivation d’Akt, en
réponse aux UV, dans des lignées de mélanome qui expriment faiblement Akt sous sa forme

phosphorylée.



Notre hypothése de travail est que, ’hyperactivation de la protéine kinase Akt dans les
cellules de mélanome pourrait potentiellement réguler les réponses cellulaires aux dommages

a I’ADN induits par les ultraviolets, d’une maniére spécifique aux isoformes.

Afin de vérifier cette hypothése, nos objectifs consistent principalement a:

- Caractériser I’induction de la phosphorylation d’Akt dans les lignées cellulaires de

mélanome versus les lignées cellulaires primaires.

- D’une maniere globale, inhiber la phosphorylation d’Akt pour évaluer son réle dans la
réponse cellulaire aux ultraviolets, incluant I’apoptose, la survie cellulaire, 1’arrét du cycle

cellulaire et la réparation de dommages a I’ADN par excision de nucléotides (NER).

- Inhiber D’expression des différentes isoformes d’Akt dans des lignées cellulaires de

mélanomes.

- Déterminer, selon sur les résultats antérieurement obtenus, le role potentiel des isoformes

d’ Akt dans la réponse aux UV.
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Matériel et méthodes

Lignées et conditions de la culture cellulaire

Les lignées cellulaires de mélanomes de la collection Wistar et de cellules primaires
(mélanocytes et fibroblastes de peau) ont été commercialement fournies par ’institut de
Coriell. Les lignées de mélanomes ont été cultivées dans un milieu de culture minimum,
essentiel et complet EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) (Wisent), supplémenté
avec 15% de sérum feetal de bovin (FBS), d’acides aminés essentiels et non essentiels, de L-
glutamine, de vitamines et d’antibiotiques (Invitrogen). Quant aux lignées de mélanocytes
primaires (GM21810), elles ont été¢ cultivées dans le milieu 254 (Invitrogen) auquel on a
additionné un supplément pour la croissance des mélanocytes humains (Invitrogen) et des
antibiotiques. Les fibroblastes de la peau (GM21808) proviennent du méme donneur des
mélanocytes primaires, et ont €té cultivés dans d’autres milieux Ham’s F12 Medium/
Dulbecco Modified Eagles Medium (1 :1). Toutes ces lignées cellulaires ont ét¢ maintenues

en culture dans des incubateurs a 37°C sous une atmosphére contenant 5% de CO2.

Conditions d’irradiation aux UV

Tout d’abord, les cellules ont été trypsinisées et transférées sur des pétris la veille de
I’irradiation. Généralement, les cellules ont ét¢ mises dans des pétris de 60mm a une densité
de 750 000 cellules (pour la mesure de 1’efficacité du NER) ou 500 000 (pour la mesure de
I’apoptose et des points de controle du cycle cellulaire). Concernant la mesure de la survie
clonogénique, les cellules ont été transférées sur des pétris de 100mm a différentes densités.

Ensuite, les cellules ont été lavées 2 fois au PBS 1X (tampon phosphate salin), puis ont été
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exposées a différentes doses (5, 10 ou 15 J/m?) d’UVC (254nm) a 1’aide d’une lampe
germicide G25T8. La fluence a été de 0.2 J/m*/s et mesurée par un radiométre de type DRC
100X, équipé avec un senseur DIX254 (Spectroline).

Mesure de [’activation d’Akt par immuno-buvardage (Western Blotting)

Dans 1’objectif d’évaluer la phosphorylation d’Akt, les cellules ont été¢ tout d’abord
cultivées dans un milieu complet la veille de I’extraction protéique. Les protéines ont été
extraites en lavant les cellules au PBS, les grattant et les resuspendant dans une solution de
lyse RIPA contenant des inhibiteurs de protéases (cocktail d’inhibiteurs de protéases, 1mM
PMSF) et des inhibiteurs de phosphatases (0.5mM orthovanadate de sodium, 100 mM
fluoride de sodium et ImM phosphates B-glycérol) afin d’empécher la dégradation des
protéines d’intérét ainsi que leur forme active. Les échantillons ont été incubés sur glace
pendant 10 minutes et ensuite soniqués et stockés a — 80°C. La concentration des protéines a
été mesurée en utilisant un kit BCA (Pierce) et un lecteur de microplaques. Le niveau de la
phosphorylation d’ Akt a été immuno-détécté par I’utilisation des anticorps primaires de lapin
anti-Akt (phospho-S473) (polyclonal, #9271, Cell signaling) et un anti-Akt (phospho-T308)
(polyclonal, # 9275, Cell Signaling), a 1/1000. Quant au niveau d’expression des différents
isoformes d’Akt, des anticorps anti-Aktlde lapin (C73H10, #2938, Cell signaling), anti-Akt2
de la souris (8B7 : sc-81436, Santa Cruz Biotechnology), et un anti-Akt3 de lapin (polyclonal,
#07-383, EMD Millipore) ont été utilisés a 1/1000. Pour détecter le niveau d’expression de
PTEN, des anticorps anti-PTEN de lapin (polyclonal, #9552, Cell Signaling) 1/1000 ont été
utilisés. De plus, les anticorps de lapin contre la béta-actine (polyclonal, #4967, Cell
signaling) ont été utilisés a 1/1000 en tant que controle de chargement pour vérifier

I’utilisation d’une quantité égale des protéines. Les anticorps secondaires utilisés (Cell
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signaling) ont été anti-souris (#7076) et anti-lapin (#7074) (1/2000). Enfin, grace a un kit de
détection ECL Plus (Amersham) et un appareil Fujifilm LAS-4000, les immunobuvardages
ont pu étre détectés.

Traitement avec des inhibiteurs pharmacologiques

Les lignées cellulaires ont été prétraitées 2h ou 1h, avant I’exposition aux UV ou
I’extraction des protéines, avec des inhibiteurs pharmacologiques spécifiques d’ Akt, solubles
dans du DMSO; 1uM MK2206 (Selleck Chemicals) ou 100uM Triciribine (Selleck
Chemicals) respectivement. Immédiatement apres 1’irradiation, un milieu frais et complet
contenant ’inhibiteur a été ajouté aux cellules. Les cellules controles ont été¢ incubées dans un
milieu complet en présence du DMSO pour la méme durée de temps que les cellules traitées.
Transfection d’ARN interférents(ARNi)

La déplétion transitoire de ’expression d’Aktl, Akt2 et Akt3 a été réalisée a 1’aide d’ARN
interférents. Tout d’abord, les cellules ont ét¢ ensemencées dans 8ml du milieu complet sur
des pétris de 100mm a une densité de 2 millions de cellules par pétri. Le jour de la premiére
transfection, 20 ul du lipofectamine 2000 ont été ajoutés a 0.6 ml d’Opti-MEM (Invitrogen),
et les deux ont été incubés pendant 5 min a température ambiante. Puis, 20 uM d’ARN
interférents Smartpool d’Aktl, 2 et3 ou d’ARNi non spécifiques (scrambled) (Dharmacon)
ont été additionnés de 500 ul d’Opti-MEM et ajoutés a la solution et incubés pendant 30
minutes a température piece. Lors de la transfection des cellules, le milieu a ét¢ changé avec
un milieu dépourvu d’antibiotiques et du sérum auquel le mélange d’ARNi/Opti-MEM/
lipofectamine a été ajouté. Par la suite, les cellules ont été incubées pendant 7h a 37°C. Apres
ces heures d’incubation, le milieu a ét¢ remplacé avec un autre qui est complet. 24 heures

apres la premicre transfection, les cellules ont ét¢ transfectées pour une deuxiéme fois dans les
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mémes conditions. 24h post-la derniere transfection, les cellules a été ensemencées afin d’étre
utilisées pour les expériences.
Les oligonucléotides des ARN interférents d’ Akt :

- On-target plus huamn Aktl (207) siRNA-smartpool, 10nmol:
CAUCACACCACCUGACCAA/ACAAGGACGGGCACAUUAA/
CAAGGGCAUUUCGGCAAG/UCACAGCCCUGAAGUACUC.

- On-target plus human Akt2 (208) siRNA — smartpool, 10nmol:
ACACAAGGUACUUCGAUGA/GCAAGGCACGGGCUAAAGU/
GUGAAUACAUCAAGACCUG/CAUGAAUGACUUCGACUAU.

- On-target plus human Akt3 (10000) siRNA-smartpool, 10nmol:
GCACACACUCUAACUGAAA/GAAGAGGGGAGAAUAUAUA/
GUACCGUGAUCUCAAGUUG/GACAGAUGGCUCAUUCAUA

Analyse de la capacité de réparation des 6-4PPs en fonction du cycle cellulaire

L’évaluation de la cinétique de la GG-NER a été réalisée par I’utilisation de la cytométrie
en flux. Apres irradiation des cellules, celles-ci ont été recouvertes du milieu et incubées a
37°C pour le temps indiqué. A différents temps post-UV, les cellules ont été lavées une fois
au PBS 1X, traitées a la trypsine et puis récupérées dans 1ml de PBS. Ensuite, ces suspensions
cellulaires ont été fixées avec 3ml d’éthanol anhydre (100%) froid et placées a -20°C pour un
minimum de 12 heures. Certaines cellules utilisées comme contréles n’ont pas été irradiées
pour savoir le bruit de fond des anticorps, tandis que d’autres ont été trypsinisées
immédiatement apres irradiation afin de déterminer la fluorescence maximale lorsqu’aucun
dommage n’est réparé. Apres I’incubation a -20°C, les cellules ont ¢ét¢ perméabilisées par

0.5% triton X-100 (Sigma) auquel a été¢ ajouté 0.2N d’acide chlorhydrique, et incubées
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pendant 5 minutes a température picce. Ensuite, les cellules ont été rincées une fois avec du
PBS, resuspendues dans une solution de PBS avec 100ug/ml d’ARNase A pendant 45 minutes
a 37°C. Par la suite, elles ont été rincées avec une solution PBS-TB (PBS a 1% d’albumine
de sérum d’origine bovine (BSA) et 0.25% de Tween 20 (Sigma)). Ensuite, les cellules ont
été resuspendues dans du PSB-TB contenant des anticorps de souris dirigés contre les 6-4 PP
(Kamiya Biomedical company) dilués 1/1000, et incubées 1h30 a température ambiante.
Aprés un ringage avec du PBS-TB, les cellules ont été resuspendues dans une solution de
PBS-TB contenant des anticorps anti-souris couplés a la fluorescence (FITC) (Sigma) sont
dilués a 1/200 pendant 1h a température picce dans 1’obscurité. Ensuite, elles ont été rincées a
nouveau au PBS, resuspendues dans 350ul de PBS auquel 5 g/ml d’iodure de propidium (PI,
Molecular Probe) ont été ajouté afin de marquer les cellules selon leur contenu ADN et
incubées pendant 15 a 30 minutes a température piece. Par la suite, les cellules ont été
analysées par la cytométrie en flux FACScan ou FACSCalibur (BD). L’analyse des résultats
obtenus s’est effectuée a I’aide du logiciel FlowJo qui permet d’isoler les cellules dans chaque
phase du cycle cellulaire selon le marquage au PI. Le pourcentage de réparation des 6-4 PPs
en fonction du cycle cellulaire a été obtenu en soustrayant 1’autofluorescence du FITC
(cellules contrdles) des intensités de fluorescence obtenues pour chaque condition, puis en
comparant le tout avec D’intensité de fluorescence des cellules immédiatement fixées apres
irradiation (Oh d’incubation). Toutes les mesures d’intensité représentaient la moyenne
géométrique de la fluorescence de triplicatas indépendamment traités.
Survie clonogénique

La détermination de la survie clonogénique a été conduite dans des cellules traitées ou non

aux inhibiteurs pharmacologiques. Tout d’abord, les cellules ont ét¢ comptées puis mises en

50



culture dans des pétris de 100mm a différentes concentrations, au minimum 12 heures avant le
traitement. Ensuite, les cellules ont été rincées avec du PBS, exposées aux UV tel qu’évoqué
ci-dessus et incubées, par la suite, jusqu’a ’apparition des colonies visibles (2 a 3 semaines) a
37°C. Apres ’incubation, les colonies présentes sur les pétris ont été révélées par fixation et
coloration au bleu méthyléne (0.5% bleu méthyléne (Sigma) dilué¢ dans 50% méthanol)
pendant 5 minutes, rincées a 1’au puis comptées pour chaque condition. La survie est
exprimée en % de survie clonogénique par rapport aux cellules contrdles non traitées aux UV.

Evaluation de I'apoptose

Tout d’abord 500 000 des cellules ont été cultivées dans des pétris de 60mm la veille du
traitement. Ensuite, elles ont été prétraitées ou non avec des inhibiteurs ou ainsi transfectées
avec des ARN interférents, puis exposées aux UV. Aprés I’irradiation, les cellules ont été
recouvertes du milieu contenant ou non des inhibiteurs et incubées a 37°C pour le temps
indiqué. A temps différents post-UV, I’apoptose a été évaluée par deux méthodes: (i) analyse
des pics de sub-G1 a I’aide du marquage de I’ADN a l’iodure de propidium et, (ii) par
marquage a I’Annexin-V en utilisant un kit de marquage (Annexin V-FITC apoptosis
detection / Sytox green kit, Sigma) tel qu’indiqué par le manufacturier. Ensuite, les cellules
positives pour I’Annexin-V ou leurs pics sub-G1 ont été détectées et quantifiées a I’aide de la
cytométrie en flux tel que décrit auparavant.

En ce qui est trait a la deuxiéme méthode d’évaluation de 1’apoptose, I’ Annexin-V et le
Sytox permettent de détecter les cellules apoptotiques les cellules néctotiques, respectivement,
et émettent dans une longueur d’onde trés similaire. Donc, ils sont détectés sur le méme

couloir de couleur par le FACS. Il est important de souligner que les cellules de moyenne

51



intensité de fluorescence verte sont les cellules apoptotiques (FITC+/Sytox-), alors que les

cellules de forte intensité de fluorescence verte sont les cellules nécrotiques (FITC+/Sytox+).
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Résultats

Préambule

Afin de réaliser les objectifs de note étude, certaines lignées cellulaires provenant de la
collection des lignées Wistar ont été essentielles. Un résumé des informations pertinentes sur

ces cellules est représenté dans I’annexe 1.



La phosphorylation d’Akt et D’expression de PTEN dans les lignées cellulaires de

mélanome

Avant d’étudier le role d’Akt dans la réponse aux UV, il est pertinent de connaitre le
niveau d’expression d’Akt phosphorylé ainsi que celui de PTEN dans les lignées de
mélanomes malins et les mélanocytes primaires. En effet, des anticorps spécifiques a la

phosphorylation des deux sites d’ Akt (S473 et T308) et au PTEN ont été utilisés.

Tout d’abord, I’immunobuvardage (voir figure 3) montre que certaines lignées cellulaires
comme WM3248 et WM793B montrent une déficience en PTEN tel que décrit dans I’ Annexe
1 (pour WM3248). Ces deux lignées cellulaires, plus de la lignée WM3734, montrent aussi un
niveau important de la phosphorylation d’Akt surtout sur le site S473. Il est important de
savoir que c’est la phosphorylation d’ Akt qui indique si la protéine PTEN est fonctionnelle, et
non pas le niveau d’expression de cette derniere. Citons I’exemple des lignées WM35,
WM1205 Lu, WM1366 et WM1361A, elles expriment PTEN fonctionnelle vu que le niveau
de phosphorylation d’ Akt sur S473 est bas. Par contre, le niveau de phosphorylation d’ Akt sur
T308 reste ¢levé méme dans les autres lignées exprimant PTEN. En effet, la phosphorylation
d’Akt sur le site T308 n’est pas suffisante pour 1’activation complete d’Akt (Alessi,
Andjelkovic et al. 1996). De méme ces résultats obtenus pourraient s’expliquer par le fait que
le statut d’expression de PTEN est associ¢ a la phosphorylation d’Akt sur le site S473 et non
pas T308, tel que démontré dans une ¢étude faite sur des lignées cellulaires de
rhabdomyosarcomes (Wan and Helman 2003). Les résultats pour les lignées WM1617,

WM1341D, WM902B, WM983B et WM266-4 ne sont pas tres clairs. Ces lignées expriment
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un niveau de phosphorylation d’Akt (S473) supérieur a celui des lignées expriment PTEN
(citées ci-dessus) méme si elles ne sont pas déficientes en PTEN, et ceci pourrait s’expliquer

par la différence d’intensité de 1’activation de la voie PI3K/Akt.
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— -----* — w | PTEN
-ﬁ------.——---- p- actin

Figure 3. La phosphorylation d’Akt et I’expression de PTEN dans les lignées cellulaires
de mélanome. Immuno-buvardage indiquant les niveaux de la phosphorylation d’ Akt sur les
résidus S473 et T308 et les niveaux d’expression de PTEN dans 12 différentes lignées de
mélanome et les mélanocytes primaires (GM21810).
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Activation d’ Akt induite par les UV dans différentes lignées cellulaires modeles

Avant d’étudier I’effet de I’inactivation de la voie PI3K/Akt sur la régulation de la
réponse cellulaire aux UV dans les lignées cellulaires de mélanome, il est évident de vérifier
si les lignées modeles de mélanomes sont capables d’induire 1’activation de la protéine kinase
Akt en réponse aux UV. En effet, les cellules sont exposées a des doses convenables a notre
étude (15 J/m?) afin d’éviter une forte génération du stress cellulaire par les UV. Afin de
déterminer si la régulation a la hausse d’Akt est dépendante du type cellulaire, différentes
lignées cellulaires de mélanomes ou des fibroblastes humains primaires ont été étudiées.
Ainsi, il est pertinent de déterminer que I’activation d’Akt n’est pas la conséquence de la
transformation cellulaire, qui est une caractéristique des cellules cancéreuses. Suite a une
irradiation a 15 J/m? d’UVC, les lignées cellulaires de mélanome WM35 et WM1366 et les
lignées primaires non tumorales; les fibroblastes de la peau GM21808 et les fibroblastes de
poumons LL sont immédiatement collectées a différents temps (de 30minutes a 24h) apres
exposition aux UV, ensuite testées pour leur capacité a induire la phosphorylation d’Akt en
réponse aux UV. L’insuline a été utilisée comme un contrdle positif pour I’induction de la
phosphorylation d’Akt, tel que montré dans la littérature (Alessi, Andjelkovic et al. 1996). En
effet, les lignées cellulaires choisies expriment des faibles niveaux d’ Akt phosphorylée, d’ou
I’intérét d’examiner ’induction de la phosphorylation d’Akt dans ces lignées. Selon les
résultats obtenus (voir figure 4), une phosphorylation importante d’Akt sur les deux sites
d’activation a été clairement observée, tel qu’attendu, suite a I’exposition aux UV dans les

lignées cellulaires primaires et de mélanomes. Il est important de souligner que
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I’immunobuvardage montre clairement une phosphorylation d’Akt sur le résidu S473 qui est
transitoire atteignant un niveau maximal d’activation a des temps précoces (30 minutes-1h) et
retournant a un niveau basal faible a quelques heures apres exposition aux UV. En ce qui est
trait au résidu T308, des différences importantes ont été observées dans la capacité des
différentes lignées cellulaires a activer Akt ce qui pourrait s’expliquer par la dépendance
d’activation d’Akt sur le résidu T308 au type cellulaire. En effet, les lignées cellulaires de
mélanomes WM35 et WM1366 montrent une activation rapide des la premiere heure qui
progresse au cours du temps atteignant des hauts niveaux d’activation a 24h (voir figure 4 A-
B). La lignée GM21808 montre un maximum d’activation a 1h apres exposition aux UV qui
reste plus au moins maintenue jusqu’a 24h (voir figure 4D). Concernant la lignée LL
(fibroblastes de poumons), le profil d’activation d’Akt sur T308 illustre une forte activation
durant la premicre heure et aprés laquelle le niveau de phosphorylation retourne au niveau

basal (voir figure 4C).
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Figure 4. Activation d’Akt induite par les UV dans des lignées cellulaires de mélanome
et des fibroblastes primaires humains. Immunobuvardage montrant la double
phosphorylation d’Akt sur les sérines et thréonines a différents temps apreés exposition des
cellules a 15 J/m?*> d’UVC. Grace aux anticorps primaires dirigés contre les sérines et
thréonines phosphorylées, 1’induction de la phosphorylation d’Akt a été déterminée sur les
lignées cellulaires de mélanomes WM35 (A) et WM1366 (B), les fibroblastes de poumons
(LL) (C) et les fibroblastes de peau GM21808 (D). Les cellules traitées avec 1’insuline
(contrdle positif pour I’induction de p-Akt) ont été exposée a Sug/ml d’insuline pendant 15
minutes.
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L’inhibition pharmacologique de la voie Akt

Avant de déterminer si I’inhibition d’Akt peut réguler la réponse cellulaire aux dommages
a I’ADN induits par les UV, il est pertinent de vérifier ’efficacit¢ des inhibiteurs
pharmacologiques choisis pour I’inhibition de I’activation de la voie Akt, induite par les UV.
Apres avoir tester plusieurs inhibiteurs de la voie Akt comme le périfosine, wortmanin,
MK2206 et triciribine, il s’est avéré que les deux derniers inhibiteurs sont plus spécifiques a
inhiber Akt. En effet, le triciribine et MK2206 sont des inhibiteurs tres sélectifs pour Aktl,
Akt2 et Akt3, bloquant la phosphorylation d’ Akt sur les résidus T308 et S473 sans inhiber les
activateurs d’Akt comme PI3K et PDKI1. L’immunobuvardage (voir figure 5) a été réalisé¢
afin de déterminer la concentration optimale pour 1’abrogation de 1’activation d’Akt. Il a
montré, qu’apres avoir traité les lignées cellulaires avec différentes doses de MK2206 et de
triciribine, la phosphorylation d’Akt sur ses deux résidus a été efficacement inhibée d’une
maniere dépendante de la dose. L’effet des deux inhibiteurs d’Akt a été déterminé sur la
lignée cellulaire de mélanome WM3248 exprimant un haut niveau d’Akt dans les conditions
normales (No UV), tel que montré dans les figures SError! Reference source not found. A-B. En
effet, le niveau de la phosphorylation d’ Akt baisse dés une exposition a 12.5 uM et triciribine
et 0.5 uM de MK22206 comparativement a 1’absence d’inhibiteurs. L’inhibition de p-Akt a
été jugée optimale a une concentration non cytotoxique de 100 uM et 0.5 uM pour le
triciribine et MK2206, respectivement. De plus, les résultats présentés dans la Error! Reference
source not found. C indiquent que les concentrations choisies inhibent efficacement 1’activation

de la protéine Akt évoquée par les UVC (20 J/m?) dans la lignée WM35, ayant un niveau
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basal faible d’Akt phosphorylée, comparativement aux cellules non traitées aux inhibiteurs

(cellules controles).
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Figure 5. Inhibition pharmacologique de la phosphorylation d’Akt induite par les UV
dans des lignées cellulaires de mélanome. A-B. Immunobuvardage indiquant les niveaux de
phosphorylation d’Akt sur les S473 et T308 a différentes concentrations de TCN (A) ou de
MK2206 (B) sur la lignée de mélanomes WM3248 C. Immunobuvardage représentant les
inhibitions pharmacologiques de la double phosphorylation d’ Akt induite par 20 J/m*> d’UVC.
Les cellules ont été exposées ou non aux UV puis lysées a 1h post irradiation aprés un
traitement avec 0.5 uM MK2206 ou 100 uM TCN sur la lignée de mélanome WM35.
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Le role de la voie PI3K/Akt dans la régulation de la NER

Afin de quantifier la capacité des cellules a réparer les 6-4 PPs suite a 1’exposition aux UV,
notre laboratoire a développé une nouvelle technique basée sur la cytométrie en flux
permettant d’évaluer la cinétique de réparation de la GG-NER en fonction du cycle cellulaire.
A T’aide de cette approche, il a été rapporté que certaines lignées tumorales modéles
comportent une déficience importante en GG-NER exclusivement en phase S du cycle
cellulaire. Ceci peut suggérer qu’une telle déficience est une caractéristique relativement
commune de nombreuses tumeurs humaines. De ce fait, ’équipe de notre laboratoire ont
montré que la majorité des lignées de mélanomes ont un défaut en GG-NER uniquement en
phase S acquis au cours de leur développement tumoral relativement aux mélanocytes
primaires.

D’apres les résultats précédemment représentés (voir figure 3), on observe que les lignées
de mélanome déficientes en GG-NER en phase S (SPR-) sont généralement caractérisées par
une phosphorylation importante d’ Akt surtout sur le résidu S473, citant ’exemple des lignées
WMO83B, WM3248 et WM793B. Contrairement aux lignées SPR-, les lignées ayant la
capacité de réparer leurs dommages en phase S (SPR+) tel que WM35 et WM1366 sont
caractérisées par une faible expression d’ Akt phosphorylée par rapport aux cellules exprimant
une forte phosphorylation d’Akt et un faible niveau de PTEN. Ceci pourrait suggérer une
corrélation entre la déficience de la GG-NER en phase S et I’activation de la protéine Akt. En
2011, des études ont montré que le suppresseur de tumeur PTEN régule positivement la GG-

NER en réponse aux UVB d’une maniére dépendante de I’inhibition d’Akt (Ming, Feng et al.
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2011). Mettant I’hypothése que PTEN peut réguler 1’efficacité de la GG-NER en phase S, il
est important de déterminer si cela est di a son activité lipide phosphatase qui régule
négativement 1’activité d’Akt ou a une autre fonction. Tout d’abord, pour affirmer le role de
PTEN dans la régulation de la NER en réponse aux UV, la lignée de mélanome WM35 a été
transfectée avec un ARNi (Smartpool) de PTEN. Cette lignée a été choisie se basant sur
I’expression importante de PTEN, 1’expression modérée d’ Akt phosphorylée et finalement sa
capacité a réparer les 6-4PPs dans toutes les phases du cycle cellulaire. Tout d’abord, des
immunobuvardages ont été effectués afin d’affirmer I’effet des ARNi de PTEN, indiquant bel
et bien une abolition de I’expression de PTEN et une augmentation de la phosphorylation
d’Akt dans les cellules transfectées versus les cellules contréles non transfectées par des
ARNi de PTEN (voir figure 6A). L’expérience évaluant la GG-NER a été effectuée sur les
mémes cellules apres leur transfection et leur fixation a 6h apreés exposition a 15J/m* UVC.
Les résultats montrent que la lignée WM35 traitée avec un ARNi controle répare efficacement
les 6-4PPs avec des niveaux pareils pour toutes les phases du cycle cellulaire et qu’aucune
différence significative avec les cellules ayant PTEN sous-exprimé n’a été remarquée (voir
figure 6B, E). De plus, comme fut montré par immunobuvardage, 1’abolition de 1’expression
de PTEN entraine une augmentation de la phosphorylation d’Akt, d’ou I’importance de
valider les résultats précédemment obtenus et de déterminer le role d’Akt dans la régulation
de la NER. De ce fait, la lignée SPR- WM3248 exprimant un haut niveau d’ Akt phosphorylée
et peu de PTEN a ¢été utilisée dans cette expérience. Vu qu’aucun effet a été observé dans les
cellules WM35 exposées aux UVC, nous avons décidé¢ d’utiliser, cette fois-ci, les UVB
comme mod¢ele mutageéne, tel qu’utilisé dans 1’étude citée ci-dessus. Comme cité auparavant,

la lignée WM3248 comporte une déficience de réparation en phase S (approximativement
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70% de 6-4PPs restants a 6h post-exposition aux UV) comparativement aux phases G1 et G2.
L’utilisation de I’inhibiteur de la phosphorylation d’Akt MK2206 (voir figure 6C) n’exerce
aucun effet significatif sur I’efficacité de réparation des 6-4PPs en phase S, ainsi qu’en phase
G1, relativement aux cellules exprimant Akt phosphorylée (cellules non traitées au MK2206).
En phase G2, une légeére augmentation des 6-4PPs residuels a été observée (voir figure 6D,
E).

L’ensemble de ces résultats montre que 1’inhibition de la voie PI3K/Akt par 1’abolition de
I’expression de PTEN ou de la phosphorylation d’Akt, avant et apres traitement aux UV,

n’entraine aucune régulation de la NER durant la phase S.
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Figure 6. Evaluation de la réparation des 6-4PPs suite a D’inhibition de la voie
oncogénique PI3K/Akt dans les lignées cellulaires de mélanome. A. Immunobuvardage
indiquant le niveau d’expression de PTEN et de la phosphorylation d’Akt dans la lignée
WM35 (SPR+) transfectée avec des ARN interférents de PTEN. B. Efficacité de réparation
des 6-4PPs dans la lignée WM35 transfectée par des ARN interférents de PTEN. Les résultats
représentent le pourcentage des 6-4PPs non réparés en fonction du cycle cellulaire a 6heures
apres traitement a 15J/m? d’UVC dans les cellules traitées aux ARNi de PTEN ou ARNi
controles. C. Immunobuvardage représentant 1’efficacit¢ du MK2206 a inhiber la
phosphorylation d’ Akt avant et aprés exposition a 400J/m* d’UVB (a 1h post-irradiation) dans
la lignée WM3248 (SPR-). D. Pourcentage des 6-4PPs résiduels a 6 heures apres irradiation a
400J/m? d’UVB dans la lignée de mélanomes WM3248 traitée ou non avec I’inhibiteur
MK2206 (0.5 uM). Les résultats représentent la moyenne de trois expériences indépendantes.
La quantité des 6-4PPs résiduels en phase G2 dans les cellules traitées au MK2206 est
significativement différente de celle des cellules non traitées (*, p=0.014), selon le test T de
student. E. Distribution de la réparation des 6-4PPs (FITC) en fonction du contenu ADN des
cellules de mélanomes WM35 et WM3248 aprés exposition a 15J/m? et 400J/m?,
respectivement. Les profils des cellules WM35 traitées aux ARNi de PTEN et de WM3248
prétraitées au MK2206 ne sont pas représentés en raison de leur similarité¢ aux profils des
cellules controles. Les cadres représentés sur le profil de WM35 (Oh post-UV) délimitent
chacune des phases du cycle cellulaire.
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Effet de ’inactivation pharmacologique de la voie PI3K/Akt sur la survie des cellules de

mélanome

En premier lieu, notre projet a été généralement bas¢ sur 1’étude de la régulation de la voie
NER par la voie oncogénique PTEN/Akt et plus spécifiquement la détermination des effets de
I’inactivation des isoformes d’Akt sur cette régulation. Ensuite, on a voulu caractériser
d’autres effets phénotypiques de I’inactivation d’Akt. Puisqu’il n’y a pas d’effets de
I’inhibition de la voie oncogénique PTEN/Akt sur la réparation des 6-4PPs, il est devenu
pertinent de caractériser s’il existe une corrélation I’inactivation de cette voie et la sensibilité
aux UV.

Afin d’atteindre tel objectif, des cellules de mélanome WM35 et WM1366, exprimant des
faibles niveaux d’Akt phosphorylée et une induction importante de celle-ci en réponse aux
UV, ont été choisies. De plus, il a été démontré que ces cellules ont la capacité de réparer
leurs dommages a I’ADN, et par conséquent, de survivre apres traitement aux UV, tel
qu’indiqué dans les figures A et B. Nous avons donc déterminé la sensibilit¢ des cellules
mélanomes traitées ou non avec 1’inhibiteur de la phosphorylation d’Akt a différentes doses
d’UVC a l’aide de la survie clonogénique (voir matériel et méthodes). Généralement, cette
derni¢re permet d’évaluer la capacité¢ de la cellule a se multiplier en réponse a un agent
génotoxique. Selon la littérature, il semble que I’inhibition de la phosphorylation d’Akt
augmente la sensibilité des cellules aux agents génotoxiques y compris les UV, tel qu’indiqué
dans D’introduction. La plupart des études précédemment faites utilisent des inhibiteurs
pharmacologiques non spécifiques a Akt (périfosine et wortmanin) dans des cellules autres

que les cellules utilisées dans notre ¢tude. Dans notre cas, le traitement des cellules avec
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I’inhibiteur MK2206 ne semble pas étre capable d’augmenter la sensibilité¢ des cellules aux
UV. En effet, le profil de survie de la lignée WM 1366 traitée a MK2206 est similaire a celui
des cellules contrdles, tandis qu’une diminution modérée de la survie cellulaire a été observée
apres traitement des cellules WM35 a MK2206. L’utilisation d’un autre inhibiteur de p-Akt,
périfosine, ne montre également aucun effet sur la régulation des cellules de mélanome, mais
a cause de sa non spécificité pour p-Akt, nous n’avons pas pris en considération les résultats

obtenus.
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Figure 7: Capacité de survie cellulaire aux UV des cellules de mélanome suite a
I’inhibition pharmacologique de la voie PI3K/Akt. A-B. Courbes de tendance de survie
clonogénique des cellules de mélanome WM35 (A) et WM1366 (B) traitées ou non a
I’inhibiteur MK2206 (MK2206, control) et exposées a différentes doses d’UVC. Chaque point
représente la moyenne de trois expériences indépendantes exprimée en pourcentage de survie
clonogénique. En effet, les cellules ont été prétraitées a MK2206 pendant 2h, puis irradiées.
L’inhibiteur a été remis dans le milieu apres exposition aux UVC. A 72h post-UV, ’inhibiteur
a été enlevé du milieu, et donc, les cellules ont restées incubées dans un milieu sans MK2206
pendant, approximativement, 2 semaines. C-D. Evaluation de la phosphorylation d’ Akt basale
et induite par différentes doses d’UVC par immunobuvardage dans les lignées cellulaires de

mélanome WM35 (C) et WM1366 (D).
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Modulation de la mort cellulaire par apoptose par traitement aux inhibiteurs

pharmacologiques des cellules de mélanome exposées aux UV

D’aprés les résultats précédents, il est devenu impératif de quantifier les cellules
apoptotiques suite au traitement aux UV et aux inhibiteurs pharmacologiques de la
phosphorylation d’Akt. Dans ce but, I’étude fut restreinte a ’utilisation de deux inhibiteurs,
MK2206 et triciribine (spécifiques a Akt dans sa forme phosphorylée) dans la lignée WM35
exprimant une forte induction de la phosphorylation en réponse aux UV et dans laquelle un
effet modéré sur la survie clonogénique a été observé. En ce qui trait a la dose d’UVC, on I’a
augmenté a 20J/m? afin d’induire davantage la mort cellulaire et de déterminer si I’effet de
I’inactivation de la phosphorylation d’Akt sur la régulation d’apoptose est dépendant de la
dose d’UV.

Tout d’abord, une approche plus précise a été utilisée comme la détection de la
translocation des phosphatidyl-sérines par 1’annexine-V (voir matériel et méthodes). Les
cellules traitées ou non aux UV ont été marquées par I’annexine-V et ensuite analysées afin de
quantifier les populations cellulaires qui sont annexine-V positives. Le dot plot représenté
dans la figure 8 A montre trois populations des cellules : les cellules vivantes de tres faible
intensité de fluorescence (FITC-/Sytox-), les cellules apoptotiques de moyenne intensité de
flurescence (FITC+/Sytox-), et les cellules nécrotiques de trés forte intensité de fluorescence
(FITC-/Sytox+). Dans notre étude, nous nous intéressons a quantifier la population des
cellules apoptotiques. L’analyse des résultats obtenus (voir figure 8A) montre une

augmentation du taux de cellules apoptotiques apres exposition aux UV versus les cellules
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non irradiées (mock-treated). De plus, I'induction de ’apoptose a différents temps apres
exposition aux UV est renforcée par traitement des cellules avec 1'un des inhibiteurs
MK2206 ou TCN et est trés importante a 48 heures et 72 heures post-irradiation. En effet, le
traitement au TCN semble étre plus efficace que MK2206 a sensibiliser les cellules aux UV.
Cette action pro-apoptotique des inhibiteurs de la phosphorylation d’Akt est absente chez les
cellules non irradiées (mock-treated), ce qui prouve que I’effet phénotypique sur la mort
cellulaire est spécifique aux UV.

Ensuite, pour valider les résultats obtenus avec le marquage a I’annexine-V, une analyse de
la population cellulaire Sub-G1 a été effectuée. Le pique Sub-G1 représente les fragments des
cellules généralement issus de 1’apoptose. Dans la figure 8B, un traitement a MK2206 ou
TCN révele également un effet important; il est capable de sensibiliser les cellules a
I’apoptose induite par les UV a 48 heures et 72 heures post-irradiation, tel que présenté par
I’analyse a 1’aide de I’annexine-V. L’ensemble des données et résultats présentés dans la
figure 8 montre bel et bien les effets importants de 1’inhibition de la voie Akt sur la mort
cellulaire par apoptose induite suite a une exposition aux UV. Ainsi, nos données
expérimentales obtenues sont en accord avec les résultats rapportés dans d’autres études.
Cependant, dans la lignée WM3248, exprimant un haut niveau d’ Akt phosphorylé¢, aucun effet
de I’inhibition d’Akt sur I’apoptose n’a été observé, ce qui suggere que la régulation de

I’apoptose par Akt est dépendante de la lignée cellulaire.
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Figure 8 : Le role de D’activation d’Akt induite par les UV sur la modulation de
I’apoptose dans les cellules humaines de mélanome. A. représentation graphique montrant
le pourcentage des cellules Annexin-V positives a différents temps apres traitement ou non
aux inhibiteurs d’Akt dans les cellules WM35 exposées ou non a 20J/m? d’UVC. Graphique
du bas; dot plot montrant 1’analyse de 1’apoptose par FACS en utilisant des anticorps anti-
Annexin-V apres traitement ou non de WM35 aux inhibiteurs d’Akt (échantillon irradié
versus non irradi€). Les cellules ont ét¢ aussi marquées par le sytox vert pour déterminer les
cellules nécrotiques. B. Quantification de la population des cellules en Sub-G1 a différents
temps (juste Oh et 72h représentés) post- traitement en absence ou présence d’inhibiteurs
d’Akt dans les cellules WM35 traitées a 20J/m? d’UVC. Graphique du bas; dot plot montrant
le pourcentage des cellules WM35 en Sub-G1 en utilisant un marquage au propidium iodide,
aprés traitement ou non de WM35 aux inhibiteurs d’Akt (échantillon irradié versus non
irradi€¢). C. Immunobuvardage représentant I’induction de la phosphorylation d’Akt (S743 et
T308) a 1h post- 20J/m? d’UVC dans la lignée WM35 traitée ou non aux inhibiteurs d’Akt. D.
représentation graphique montrant le pourcentage des cellules Annexin-V positives a
différents temps aprés traitement ou non aux inhibiteurs d’Akt dans les cellules WM3248
exposées ou non a 20J/m* d’UVC. E. Immunobuvardage indiquant 1’inhibition de la
phosphorylation d’ Akt (S743 et T308) dans les cellules WM3248 exposées (a 1h post-UV) ou
non aux UV.
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Expression et inhibition des isoformes d’ Akt dans le mélanome malin

Apres analyse de 1’expression d’ Akt phosphorylée dans le mélanome malin et étant donné
I’existence de trois isoformes d’Akt exprimées dans différents tissus, il est pertinemment
important de déterminer les niveaux d’expression des différentes isoformes (Aktl, -2 et 3)
dans le mélanome malin. Il a ét¢ démontré dans la littérature que les trois isoformes d’Akt
sont exprimées dans le mélanome et qu’Akt3 est l'isoforme la plus activée. Ainsi,
I’augmentation de 1’expression/activité d’Akt3 est observée dans 60-70% de mélanomes
sporadiques d’ou I’importance de cette isoforme dans le développement de cette malignicité.
L’objectif de déterminer [’expression des trois isoformes dans mélanomes était
principalement, a long terme, d’abolir leur expression pour pouvoir caractériser 1I’importance

de leurs activités et fonctions.

Tout d’abord, I’immunobuvardage montre clairement que les trois isoformes d’Akt (Aktl,
-2 et 3) sont exprimées dans le mélanome malin, mais d’une maniére non équitable
dépendamment de la lignée cellulaire. En effet, I’isoforme Akt3 est majoritairement exprimée
lignées cellulaires de mélanome (8 sur 12 lignées cellulaires) tel que montré dans la figure
9A. Pourtant, I’expression d’une isoforme ne signifie pas nécessairement son activité. De ce
fait, pour déterminer 1’isoforme ou les isoformes responsable(s) de ’activité¢ d’Akt dans le
mélanome malin, nous avons inhibé individuellement 1’expression des trois isoformes d’Akt
en utilisant des ARN interférents d’Aktl, Akt2 et Akt3 dans la lignée WM3248. Le choix de
cette lignée a ¢€té raisonnable en raison de la forte expression de toutes les isoformes d’Akt.
Des immunobuvardages effectués indiquent que la transfection des ARNi entraine bel et bien

une sous-expression d’Aktl, Akt2 et Akt3 comparativement aux cellules transfectées avec des
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ARNIi contrdles (voir figure 9B). En effet, I’inhibition de I’expression d’Akt2 ou Akt3 induit

une diminution de la phosphorylation/activation basale d’Akt contrairement a I’inhibition

d’Aktl.
A B .
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Figure 9 : Expression et inhibition des isoformes d’Akt (Aktl, 2 et 3) dans les lignées
cellulaires de mélanome. A. Immunobuvardage représentant les niveaux d’expression des
différentes isoformes d’Akt dans 12 diverses lignées de mélanome. B. Immunobuvardage
indiquant I’effet des ARNi d’Aktl, -2 et Akt3 sur I’expression des trois isoformes d’Akt dans
la lignée de mélanome WM3248.
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Le role des isoformes d’ Akt dans la modulation de I’apoptose induite par les UV

En raison des effets non spécifiques des inhibiteurs pharmacologiques et le manque
d’études sur les roles potentiels de chacune des isoformes d’ Akt dans la réponse aux UV dans
le mélanome malin, il est devenu important de caractériser si la déplétion de 1’'une des
isoformes d’Akt pourrait réguler 1’apoptose induite par les UV. De méme, selon les résultats
précédemment montrés (voir figure 8), des effets importants des inhibiteurs
pharmacologiques d’Akt ont été observés dans la lignée WM35 contrairement a la lignée
WM3248 qui montre déja un taux élevé de I’apoptose en absence d’inhibiteurs suite aux
irradiations UV. Afin de confirmer toutes ces données, les lignées WM35 et WM3248 ont été
individuellement transfectées avec des ARNi d’Aktl,-2 ou 3. Tout d’abord, des
immunobuvardages ont été effectués, indiquant que la transfection des cellules WM35 et
WM3248 avec des ARNi résulte bel et bien en une sous-expression de chacun des isoformes

d’Akt d’une maniére individuelle (voir figures 10 C et F).

Des expériences de quantification de I’apoptose ont été faites sur les mémes cellules
transfectées afin de savoir si ’inhibition de I’expression de I’'une des isoformes peut
influencer 1’apoptose induite par les UV en utilisant le marquage avec I’annexine-V. D’apres
les résultats obtenus (voir figures 10 A et B), il est clairement montré que la déplétion de
I’expression de chacune des isoformes d’Akt dans la lignée de mélanome WM3248 n’exerce
aucun effet important sur 1’apoptose induite par les UV a tous les temps (24h, 48h et 72h post-
20 J/m? d’UVC). Cependant, des effets phénotypiques sur I’apoptose ont été observés lors de

I’inhibition de I’expression de I'une des isoformes d’Akt dans la lignée de mélanome WM35
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% Annexin-V positive cells

(voir figures 10 D et E). Plus spécifiquement, ’inhibition de I’expression d’Akt2 et Akt3

induit une diminution de la phosphorylation d’Akt et, par conséquent, sensibilise d’une

maniere significative les cellules de mélanome WM35 a I’apoptose induite par 20 J/m?

uniquement a 72 heures post-irradiation. En effet, le taux des cellules Annexine-V positives

transfectées aux ARNi d’Akt2 et d’Akt3 représente, respectivement, 30% et 45% versus les

cellules contrdles (10%). Cependant, 1’inhibition d’Aktl ne montre une diminution modérée

de I’apoptose. Une telle induction d’apoptose dans la lignée de mélanome WM35 a 72h post-

20 J/m? a été déja observée avec I'utilisation des inhibiteurs pharmacologiques de la

phosphorylation d’Akt.
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Figure 10: Evaluation de ’apoptose des cellules de mélanome induite par les UV suite 2
Pinhibition de I’expression des isoformes d’Akt. A. représentation graphique montrant le
pourcentage des cellules Annexin-V positives a différents temps apres transfection des ARNi
d’Aktl, -2 et 3 et des ARNi contrdles dans les cellules WM3248 exposées ou non a 20J/m?
d’UVC. B. dot plot montrant I’analyse de 1’apoptose a différents temps post 20 J/m? d’'UVC,
par FACS en utilisant des anticorps anti-Annexin-V, aprés traitement des cellules WM3248
aux ARNi pour les différentes isoformes d’Akt (versus les cellules contrdles (siNT)). C.
Immunobuvardage représentant I’inhibition de I’expression d’Aktl, -2 et 3 par des ARNi dans
la lignée WM3248. D. représentation graphique montrant le pourcentage des cellules
Annexin-V positives a différents temps apres irradiation a 20 J/m? d’UVC des cellules WM35
transfectées avec des ARNi d’Aktl, -2 et 3 (versus les ARNi contréles (siNT)). Le
pourcentage des cellules apoptotiques (Annexin-V positives) a temps 72h post-UV dans les
cellules transfectées avec des ARNi pour Aktl, -2 ou 3est significativement différent de celui
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des cellules transfectées avec des ARNi controles (* : p=0.004, ** : p=0.02, *** : p=0.03) E.
dot plot montrant 1’analyse de 1’apoptose a différents temps post 20 J/m? d’UVC, par FACS
en utilisant des anticorps anti-Annexin-V, apres traitement des cellules WM35 aux ARNi de
différentes isoformes d’Akt (versus les cellules controles (siNT)). La population encadrée en
rouge représente les cellules apoptotiques, dans les échantillons ou I’effet de 1’inhibition des
isoformes d’Akt est significatif. F. Immunobuvardage indiquant I’inhibition de 1’expression
des différentes isoformes d’Akt et de la forme phosphorylée d’Akt dans les cellules WM35
traittes aux ARNi d’Aktl, -2 et 3 ou des ARNi controles (siNT).
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Discussion

Rappel du projet

Le mélanome représente la forme la plus mortelle du cancer de la peau dont 1’incidence
augmente annuellement avec peu de traitement a long terme. En effet, malgré le
développement pharmaceutique de plusieurs inhibiteurs des voies dérégulées dans le
mélanome y compris ceux de la voie PI3K/Akt, des limitations ont été cliniquement observées
(Mouawad, Sebert et al. 2010). De ce fait, il est devenu nécessaire de mieux comprendre le
role de I’activation de la voie PI3K/Akt dans le développement du mélanome, en particulier
en réponse aux radiations UV qui sont un déterminant majeur du développement de ce type du
cancer.

Il a été précédemment bien rapporté que la protéine Akt est suractivée suite a I’exposition
aux UV (Wan, Wang et al. 2001). Nous avons donc voulu caractériser cette activation et son
importance dans la régulation de la réponse cellulaire, telle que 1’apoptose et la réparation des
dommages a ’ADN, dans les cellules de mélanome. En effet, I’activation d’ Akt méne a la
phosphorylation de Chkl permettant sa séquestration dans le cytoplasme et aussi celle de
TopBP1 ce qui affecte I’activation du régulateur de la voie NER; ATR (Puc, Keniry et al.
2005, Pedram, Razandi et al. 2009). De méme, la phosphorylation d’Akt semble diminuer
I’apoptose induite suite a I’induction de dommages a I’ADN (Gao, Ishiyama et al. 2011, Ji,
Yang et al. 2012). De plus, il est bien connu que ’isoforme Akt3 est prépondérammant activé
dans le mélanome (Dhawan, Singh et al. 2002, Stahl, Sharma et al. 2004). Pourtant, la raison

de cette activation préférentielle d’Akt3 versus les autres isoformes ainsi que son importance
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dans la régulation de la réponse UV n’a pas été a date élucidée. Vu que les trois isoformes
d’Akt ne jouent pas les mémes fonctions biologiques, il serait bien de caractériser leur rdle

potentiel dans la réponse aux UV.

Phosphorylation/activation d’Akt par les UV dans le mélanome malin

L’exposition aux UV représente un risque important dans le développement du cancer de
la peau, incluant le mélanome. Le processus de la transformation maligne correle avec
I’induction de dommages a I’ADN induits par les UV, ce qui engendre des mutations dans le
cas ou ces altérations ne sont pas réparées. Afin de maintenir I’intégrité génomique, les UV
induisent 1’activation des voies de signalisation par lesquelles la cellule peut survivre sous les
conditions de stress. Parmi ces voies, on cite la voie oncogénique PI3K/Akt. En effet, une
activation aberrante de la voie de survie PI3K/Akt a été observée dans le mélanome, résultant
soit des mutations des génes impliqués dans la cascade de signalisation, la perte de PTEN ou
bien les altérations moléculaires d’Akt. Il a déja mis en évidence que 1’exposition aux UV
cause une sur-activation d’Akt via sa phosphorylation sur les résidus S473 et T308. Des
¢tudes précédentes faites sur des kératinocytes primaires ont démontré que 1’activation d’ Akt
est plus importante dans des cellules exposées aux UV versus des cellules non irradiées (Wan,
Wang et al. 2001, Zhang, Maddock et al. 2001, Ming, Han et al. 2010).

L’analyse de la cinétique de la phosphorylation d’ Akt par les UV révele que dans toutes les
lignées choisies; les lignées de mélanome, les fibroblastes primaires de la peau et les
fibroblastes de poumons, une augmentation transitoire de 1’activation d’Akt a été¢ observée.
Pourtant, la cinétique de la phosphorylation d’Akt différe selon le site phosphorylé et le type

cellulaire. En effet, pour toutes les lignées cellulaires, la phosphorylation du résidu S473
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commence a augmenter a 30 minutes et reste élevée jusqu’a lh post-irradiation. En ce qui est
a la phosphorylation du résidu T308, elle est un peu tardive par rapport a la phosphorylation
de S473. Elle commence des la premiere heure post-irradiation, mais atteint un niveau élevé a
24h. Pourtant, la lignée des fibroblastes de poumons fait exception; la phosphorylation de la
T308 est maximale a lh post-UV puis revient au niveau basal faible aprés ce temps-la.
L’ensemble de ces observations indique que la phosphorylation d’Akt par les UV se fait d’une
maniére précoce et transitoire, ce qui valide les résultats rapportés dans d’autres études (Wan,
Wang et al. 2001, Zhang, Maddock et al. 2001). Ainsi, les différences observées au niveau de
la cinétique de I’activation d’Akt pourraient expliquer que I’activation d’Akt sur les résidus
sérines et thréonines se fait d’'une manieére dépendante du temps et du type cellulaire. Il est
important de noter que la plupart des études n’accordent pas d’importance a 1’activation d’ Akt
sur le résidu thréonine, alors que I’activation complete d’ Akt nécessite la phosphorylation des

résidus sérines et thréonines.
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La corrélation entre ’activation d’ Akt et l1a régulation de la GG-NER

Cette étude rapporte bel et bien que 1’abrogation de I’activité de la voie Akt soit par
’utilisation des ARNi de PTEN dans la lignée WM35 (SPR+) ou de l’inhibiteur de la
phosphorylation d’Akt (MK2206) dans WM3248 (SPR-), ne montre aucun effet sur la
réparation des photoproduits (6-4 PPs) induits par les UV en phase S. Pourtant, il est
important de souligner que I’absence de tout effet de I’inhibition de la voie Akt sur la
réparation NER ¢tait inattendue, en raison des études précédemment faites.

D’apres les immunobuvardages présentés dans la figure 3 et les résultats de 1’efficacité de
la NER dans le mélanome, on déduit que la majorité des lignées cellulaires de mélanome sont
SPR- (par exemple les lignées WM793B, WM983B, WM3734 et WM3248) sous-exprimant
PTEN et exprimant un niveau important d’Akt phosphorylée. Les cellules SPR+ comme
WM35 et WM1366 expriment un niveau plus élevé de PTEN et sous-expriment Akt
phosphorylé comparativement aux SPR-. Il est logique de penser qu’une telle déficience en
NER pourrait s’expliquer par I’activité de la voie Akt. D’ailleurs, il est important de constater
que la perte de PTEN est fréquemment identifiée dans le mélanome et correle avec le
développement tumoral (Stahl, Cheung et al. 2003). Selon des études antérieures, la sous-
régulation de PTEN par les UV est associée a la tumorigenese de la peau. De méme, PTEN a
¢été rapporté comme modulateur de I’efficacit¢ de la NER. Plus spécifiquement, la perte de
PTEN provoque une réduction de la réparation des 6-4PPs a 6h post-UV, et ceci est associ¢ a
I’activation d’Akt (Ming, Feng et al. 2011). Cependant, cette contradiction avec les résultats

obtenus dans notre étude concernant I’implication de I’activation d’Akt/perte de PTEN dans

82



régulation de la réparation des 6-4PPs induits par les UV pourrait s’expliquer par, tout
d’abord, I’utilisation des types cellulaires différents, pouvant révéler un effet dépendent au
type cellulaire. De plus, les résultats indiquent que 1’inhibition de la réparation des 6-4PPs par
la perte de PTEN n’est pas assez importante comparativement a la réparation des CPDs. Dans
la méme étude, le role positif de I’activation d’Akt sur la réparation des 6-4PPS a été mis en
¢vidence seulement par [’utilisation d’un inhibiteur de PI3K, LY294002, qui est non
spécifique pour Akt. D’autre part, la capacité de réparation des photoproduits induits par les
UV n’a pas été évaluée en fonction du cycle cellulaire, tel que fait dans notre étude.

Selon la littérature, la phosphorylation de Chk1 et de TopBP1 par Akt affecte I’activation
d’ATR qui est un régulateur majeur de la voie NER (King, Skeen et al. 2004, Pedram,
Razandi et al. 2009). L’ensemble de ces événements pourrait influencer I’efficacité de la
NER en phase S. D’autres évidences n’invalident pas les résultats de I’étude citée auparavant.
En effet, peu apres la génération de nos résultats, une étude récemment publiée a montré que
I’activité d’Akt joue un role positif sur la NER via la phosphorylation de p300 qui est un
cofacteur du remodelage de la chromatine (Wang, Han et al. 2013). Plus spécifiquement,
I’inhibition d’Akt cause une diminution de la réparation des CPDs et non des 6-4PPs.
Globalement, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux des études citées au-dessus,
en raison de la méthode avec laquelle la réparation a été évaluée et les conditions utilisées

dans chacune des études.
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La régulation de I’apoptose dans les cellules de mélanome

L’exposition aux UV peut induire des altérations génétiques d’oncogeénes et de
suppresseurs de tumeurs si les dommages persistent et ne sont pas réparés, menant par la suite
a une prolifération aberrante des cellules endommagées. La protection de la survie non
contrdlée repose sur 1’élimination des cellules altérées par 1’apoptose induite par les UV.
Cependant, I’induction de la mort cellulaire d’'une maniére excessive peut aussi affecter
I’intégrité des tissus. De ce fait, les UV induisent une réponse adéquate assurant un équilibre
entre les signaux pro- et anti-apoptotiques. Généralement, la réponse aux UV converge a
I’activation de p53 pour permettre a la cellule de s’auto-éliminer par apoptose quand elle est
incapable de réparer ses dommages. L’activité de p53 est contrdlée par 1’ubiquitine ligase
mdm?2 dont son activité dépend de la phosphorylation d’ Akt pour promouvoir la dégradation
de p53.

Vu le réle important d’ Akt dans la promotion de la survie cellulaire et la forte induction de
la phosphorylation de cette kinase par les UV, il est logique de constater que I’inhibition de
son activation pourrait renforcer 1’apoptose induite par les UV. De méme, en raison de
I’absence des effets de I’inactivation de la voie Akt sur la NER, il est devenu indispensable de
vérifier si cette inactivation pourrait réguler la mort cellulaire, tel qu’attendu. Tout d’abord,
les résultats de la survie clonogénique ne montre aucun effet significatif de 1’inhibition d’ Akt
sur la survie des cellules de mélanome. Une diminution modérée de la survie cellulaire a été
observée dans la lignée de mélanome WM35 aprés le traitement aux inhibiteurs

pharmacologiques de la phosphorylation d’Akt, ce qui nous avait laissés penser que les
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résultats obtenus peuvent étre biais€és par certaines limitations. En effet, le traitement des
cellules par les inhibiteurs utilisés montre une forte cytotoxicité au-dela du troisiéme jour
post-traitement, alors que le test de survie clonogénique nécessite 2 a 3 semaines d’incubation
des cellules dans le milieu pour former des colonies. De ce fait, il est devenu impératif
d’analyser la sensibilité des cellules aux UV, a court terme (maximum 72 heures post-UV), en
utilisant d’autres approches.

Selon la littérature, il semble que I’activation d’Akt régule I’apoptose via la
phosphorylation d’une panoplie de substrats pro- et anti-apoptotiques, tel qu’évoqué dans
I’introduction. L’inhibition d’Akt entraine une forte augmentation de I’apoptose induite par
les UV (500 J/m?) dans les kératinocytes humains via le renforcement du processus des
caspases et du relachement de cytochrome C (Wang, Quan et al. 2003). De méme, le
traitement avec le périfosine, un inhibiteur d’Akt, renforce la perte de viabilit¢ des
fibroblastes et des kératinocytes primaires induite par 150 et 200 J/m? d’UVB (Ji, Yang et al.
2012). L’ensemble de ces études montre une corrélation entre 1’hyperactivation d’Akt en
réponse aux UV et la résistance a la mort cellulaire.

Les résultats du marquage annexine-V des cellules WM35 ainsi que la quantification des
populations cellulaires Sbu-G1 montrent bel et bien que 1’inhibition de la phosphorylation
d’Akt par les inhibiteurs MK2206 et TCN entraine une augmentation de 1’apoptose induite
par 20J/m? d’UVC d’une maniére dépendante du temps (effet observé a 48h et 72h et non pas
24h post-UV), ce qui valide I’hypothése de notre étude. Cependant, I’effet de 1’inactivation
d’Akt sur I’apoptose semble étre dépendant de la lignée cellulaire. En effet, dans une autre
lignée de mélanome exprimant un haut niveau basal d’Akt phosphorylée, WM3248, aucun

effet significatif de 1’inactivation d’Akt sur 1’apoptose n’a été¢ observé. En effet, la lignée
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WM328 (non traitée aux inhibiteurs d’Akt) montre une forte induction d’apoptose en réponse
aux UV ce qui suggére I’activation d’une voie apoptotique, par les UV, pouvant agir comme
un régulateur négatif de la voie de survie Akt, d’ou la nécessité de caractériser la corrélation

entre 1I’induction de 1’apoptose et ’activation d’autres voies de signalisation en réponse aux

UV.

L’induction de ’apoptose par les UV d’une maniére spécifique aux isoformes d’Akt

Il existe trois isoformes d’Akt produits de trois genes différents et ayant différentes
activités. En effet, une distribution des isoformes dans les tissus, une activité intracellulaire
particuliere et une stimulation dominante de 1’un des isoformes sont tous des mécanismes
permettant a Akt d’étre isoforme spécifique. De plus, ’activité d’un isoforme en particulier
repose sur la balance entre les signaux activateurs et inhibiteurs de son activité. Il existe une
corrélation importante entre I’hyperactivation spécifique des isoformes et le développement
spécifique de certains cancers, ce qui souléve la possibilité que la signalisation spécifique aux
isoformes d’Akt puisse étre impliquée dans le développement tumoral. Dans le cas de
mélanome, toutes les isoformes d’Akt sont exprimées, avec une activation prédominante de
I’isoforme Akt3 (Madhunapantula and Robertson 2009). Des données expérimentales ont déja
montré que ’activit¢ d’Akt3 augmente dans les stages avancés de mélanome (phase de
croissance radiale), ce qui suggere le role d’Akt dans le développement de mélanome (Stahl,
Sharma et al. 2004, Robertson 2005). De plus, il a ét¢ mis en évidence que 1’isoforme Akt3
est une kinase de pro-survie dans le mélanome. Akt3 inhibe I’apoptose via I’augmentation des

niveaux d’expression des caspases-3 et PARP clivés, ce qui rend les cellules de mélanome
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plus résistantes aux agents chimiothérapeutiques (Stahl, Sharma et al. 2004, Sharma, Sharma
et al. 2009).

Vu l’absence des anticorps spécifiques pour la forme phosphorylée de chaque isoforme
d’Akt, nous avons pensé d’inhiber individuellement 1’expression des trois isoformes d’Akt
par des ARNi spécifiques de chaque isoforme et quantifier I’expression totale d’Akt
phosphorylée. Les résultats d’immunobuvardage montrent que la déplétion d’Akt2 ou Akt3
dans les cellules de mélanome entraine une diminution de la phosphorylation d’Akt, ce qui
indique qu’Akt2 et Akt3 semblent étre les formes activées dans le mélanome.

En raison de l’effet phénotypique de I’inhibition d’Akt sur I’induction de 1’apoptose en
réponse aux UV observé dans la lignée de mélanome WM35, il est devenu impératif de
valider ces résultats et déterminer la spécificité des isoformes d’Akt a réguler cette réponse
protectrice. Les données expérimentales de notre étude rapportent que ’inhibition de la
phosphorylation d’Akt causée par I’inhibition de 1’expression d’Akt2 ou Akt3 renforce
I’induction de D’apoptose par les UV d’une mani¢re dépendante du temps, alors que
I’inhibition de I’expression d’Aktl induit une diminution modérée de 1’apoptose. Pourtant, ces
effets n’ont pas été, encore une fois, observés dans la lignée WM3248, suggérant ainsi un
effet dépendant de la lignée cellulaire.

Dans le contexte de la réponse UV, I"implication spécifique des isoformes d’Akt n’a pas
¢été ¢lucidée a ce jour. Une étude effectuée sur des fibroblastes de souris a démontré que les
cellules déficientes en Akt2 sont hypersensibles aux UV comparativement aux cellules
déficientes en Aktl(Kim, Kim et al. 2009). Pourtant, cette étude a été faite sur des fibroblastes
déficients en Aktl ou Akt2 sans accorder aucune importance a I’effet de la déplétion d’Akt3,

la raison pour laquelle il est difficile de déterminer laquelle des isoformes est essentielle pour
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la survie des cellules en réponse aux UV. Finalement, en accord avec l’effet positif des
inhibiteurs pharmacologiques de phospho-Akt sur I’induction de 1’apoptose en réponse aux
UV, Pinhibition spécifique d’Akt2 et Akt3 pourrait étre protectrice pour la cellule afin

d’¢liminer les cellules endommagées.
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Conclusion

La réponse aux UV est un mécanisme qui permet a la cellule de bien gérer 1’induction des
photoproduits et donc assurer I’intégrité génomique. Cette réponse fait appel a plusieurs voies
de signalisation moléculaires qui vont induire une réponse adaptée.

D’apres les résultats présentés dans notre étude, il apparait que la voie de signalisation
PI3K/Akt est potentiellement activée dans les cellules de mélanome suite a I’exposition aux
UV. Cette régulation pourrait avoir une grande importance dans la compréhension des
mécanismes moléculaires survenant dans les cellules de mélanomes suite a I’exposition aux
UV, ce qui pourrait étre critique pour le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques.

Apres avoir évalué I’expression d’Akt dans sa forme phosphorylée et de PTEN, il semble
que les lignées SPR- expriment souvent un niveau important de la phosphorylation d’Akt et
un faible niveau de PTEN. De plus, les lignées SPR+ ne sont pas caractérisées par un niveau
marqué d’Akt phosphorylée, ce qui nous a laissés penser qu’une telle déficience en NER
pourrait étre associée a I’activation de la voie PI3K/Akt. Selon les résultats obtenus, il semble
qu’en dépit de ces observations et du lien entre la voie PI3K/Akt et la voie nucléaire ATR,
I’inhibition spécifique d’Akt ou de son antagoniste PTEN ne controle pas 1’efficacité de la
réparation des 6-4PPs en réponse aux UV.

Cependant, nous ne pouvons pas exclure que I’inhibition de I’activation d’Akt pourrait
conduire aux effets phénotypiques sur la sensibilisation des cellules de mélanome aux UV.
L’inhibition pharmacologique de la phosphorylation d’Akt dans une lignée de mélanome dont

le niveau basal de phospho-Akt est faible, mais augmente en réponse aux UV est fortement



capable de sensibiliser les cellules aux UV d’une maniere dépendante du temps. Cependant
cet effet n’a pas été observé dans une lignée de mélanome exprimant, a la base, une forte
phosphorylation d’ Akt en absence d’UV.

En dernier lieu, afin de voir si D’effet observé par 1’emploi des inhibiteurs
pharmacologiques de la phosphorylation d’Akt dans la lignée de mélanome WM35 est
isoforme spécifique, I’expression d’Aktl, -2 et -3 a été réduite par I’'usage d’ARN interférents
spécifiques a chacune des isoformes. Tout d’abord, les résultats d’immunobuvardage ont
montré qu’Akt2 et Akt3 sont les isoformes activées dans les cellules de mélanome. En
addition, la réduction de I’expression d’Akt2 et Akt3 par I’approche des ARNi montre une
forte sensibilité¢ des cellules de mélanome aux UV. Ainsi, elle pourrait étre utile pour bien

comprendre I’implication thérapeutique d’Akt2 et Akt3 dans le traitement de mélanomes.
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Limites de I’étude

La limite principale dans ce projet est associée a la croissance des cellules primaires
choisies. En effet, il aurait dii préférablement utilisé des mélanocytes primaires qui, apres leur
transformation maligne, deviennent des mélanomes, mais le temps de leur doublement est tres
long pouvant aller a des mois. De plus, en raison des mutations génétiques accumulées lors du
processus tumoral, il devient impératif de vérifier si I’inhibition de la phosphorylation d’ Akt
dans les mélanocytes primaires pourrait induire des réponses cellulaires différentes. De méme,
les fibroblastes primaires de poumons ne représentent pas un bon modele des cellules
primaires a étre comparées avec les cellules de mélanomes en raison de la différence d’origine
tissulaire et des caractéristiques génétiques.

En addition, la diversité¢ des mutations accumulées lors du développement tumoral dans les
lignées de mélanomes peut conduire a différentes altérations dans la physiologie de la cellule,
et par conséquent, avoir un impact important sur la fiabilité des résultats obtenus.

Il est important de mentionner qu’en dépit de I’effet marqué des inhibiteurs
pharmacologiques choisis sur la phosphorylation d’Akt, ces derniers peuvent avoir des effets
non spécifiques. De ce fait, les données expérimentales générées devaient étre consolidées par
I’utilisation du mix d’ARN interférents visant a la fois les trois isoformes d’Akt. Pourtant, les
conditions de cette déplétion étaient difficiles a établir. De méme, I’inhibition de la
phosphorylation d’Akt in vitro ne veut pas nécessairement dire que les mémes effets auront
lieu in vivo.

Une autre limite majeure est 1’optimisation des conditions pour avoir une réduction

significative de I’expression des trois isoformes d’Akt. Cette étape nécessitait beaucoup de



temps et constituait un grand obstacle pour I’avancement du projet. De plus, la plupart des

lignées cellulaires sont difficiles a étre transfectées avec des ARN interférents.
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Expériences futures

Afin de consolider les résultats présentés dans ce mémoire, plusieurs travaux futurs
pourraient étre réalisés.

En raison du réle d’Akt dans la phosphorylation de certains substrats impliqués dans la
régulation de la NER, il serait donc utile de réviser I’implication de la voie PI3K / Akt dans
I’efficacité de cette voie de réparation dans un grand nombre de lignées cellulaires de
mélanome, mais cette fois-ci en évaluant la phosphorylation de TopBP1 et Chkl, et donc,
d’ATR en réponse aux UV. Entre autres, il serait aussi important de vérifier la localisation de
Chkl par immunofluorescence et d’évaluer I’interaction de TopBP1 avec ATR dans les
lignées de mélanome irradiées aux UV apres leur traitement aux inhibiteurs de la
phosphorylation d’Akt ou aux ARN interférents visant simultanément Aktl, -2 et 3. Ensuite,
il serait intéressant de générer des lignées ayant Chk1l ou TopBP1 non phosphorylable par Akt
et voir ’effet de ceci sur I’efficacité de la NER.

Il serait aussi intéressant d’évaluer I’expression d’autres marqueurs de la voie de réponse
aux dommages a I’ADN induits par les UV, comme p53, p21, phospho-H2AX.

Il est bien connu que les mutations peuvent étre provoquées lorsque la réparation du
dommage a I’ADN est inefficace. Il serait donc intéressant de tester 1’effet de I’inhibition de
la phosphorylation d’Akt sur le taux de mutations induites suite aux irradiations UV dans les
cellules de mélanome, en utilisant 1’essai de mutation HPRT.

Une compréhension plus approfondie des mécanismes moléculaires marquant 1’induction
de I’apoptose permettrait de mieux €lucider le role de la phosphorylation d’Akt dans cette

réponse induite par les UV. Pour ce point, il serait pertinent de tester I’effet de 1’inactivation
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d’Akt sur le taux de phosphorylation de ses cibles protéiques pro- et anti-apoptotiques.
L’ensemble de ces expériences devrait étre effectué par ['usage des inhibiteurs
pharmacologiques de la phosphorylation d’Akt et aussi des mutants non phosphorylables
d’Akt.

Une fois ces mécanismes bien caractérisés, il serait jugé pertinent de déterminer la
spécificité des différentes isoformes d’Akt a influencer 1’ensemble des réponses cellulaires
aux UV, en utilisant des ARN interférents et des shRNA. De Plus, il est important de valider
les résultats obtenus avec d’autres agents mutagénes comme les radiations ionisantes, afin de
savoir si les effets observés sont spécifiques aux UV.

Si I’inhibition de la phosphorylation montrait des effets potentiels sur la réponse des
cellules de mélanome aux UV, ceci pourrait étre aussi important dans la réponse clinique des
patients aux inhibiteurs de la phosphorylation d’Akt. En addition, les inhibiteurs d’Akt
pourraient étre utilisés pour les patients atteints du mélanome muté BRAF (V600E), en raison
de la coopération de 1’activation d’ Akt et le mutant BRAF dans la progression tumorale et la
chimiorésistance (Tran, Gowda et al. 2008, Shao and Aplin 2010). Il n’est pas donc
surprenant qu’une combinaison des inhibiteurs de la phosphorylation d’Akt et des inhibiteurs

de MEK puisse donner des résultats plus prometteurs qu’une monothérapie.
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Annexe 1

WM35 WM1366 WM3248
Age 24 79 68
Genre F M M
Stage stage 1 ND ND
Site cuir chevelu / cou ND ND
Pathologie SSM, RGP/VGP  VGP VGP
BRAF V600E WT V600E
Gene PTEN Hem Del WT K144X
Protéine PTEN + + -
N-Ras WT Ql6L WT
CDK4 WT WT NA
Références 1,2, 4 1,2,3,5 1,2,3,5

M : masculin, F : féminin

SSM : mélanome a croissance superficielle, RGP : croissance a phase horizontale,
VGP : croissance a phase verticale

WT : sauvage, Mut : muté

ND : non disponible
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