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Résumé

Les mélanomes malins (MM) constituent le deuxiéme type de cancer le plus
fréquent chez les jeunes adultes canadiens (entre 20 et 44 ans) ainsi qu’un des rares
cancers dont I’incidence augmente annuellement. A moins que les MM ne soient excisés
a temps par chirurgie, les chances de survie des patients sont pratiquement nulles
puisque ce type de tumeur est trés réfractaire aux traitements conventionnels. Il est bien
connu que l’exposition aux rayons ultraviolets (UV), induisant des photoproduits
génotoxiques, est une déterminante majeure dans I’acquisition de MM. A cet effet, la
réparation par excision de nucléotides (NER) est la ligne de défense principale contre le
développement des mélanomes puisqu’elle est la voie de réparation prépondérante en ce
qui a trait aux dits photoproduits. Malgré cela, la contribution potentielle de défauts de
la NER au développement des MM dans la population normale n’est toujours pas bien
¢tablie. Notre laboratoire a précédemment développé une méthode basée sur la
cytométrie de flux qui permet de mesurer la NER en fonction du cycle cellulaire. Cette
méthode a déja mise en évidence qu’une déficience de I’activité de la protéine ATR peut
mener a une déficience de la NER exclusive a la phase S dans des fibroblastes humains.
Pareillement, nous avons démontré que plusieurs lignées cellulaires cancéreuses
modeles comportent une déficience en NER en phase S, suggérant qu’une telle
déficience puisse caractériser certains types de cancers. Nous avons voulu savoir si une
déficience en NER en phase S pouvait étre associée a une proportion significative de
mélanomes et si le tout pouvait étre attribuable a une diminution de I’activité d’ATR.
Nos objectifs ont donc été de : (i) mesurer 1’efficacité de la NER en fonction du cycle

cellulaire dans les MM en comparaison avec les mélanocytes primaires, (ii) vérifier si le



niveau d’activité d’ATR correle avec 1’efficacité de la NER en phase S dans les lignées
de MM et (iii) voir si un geéne fréquemment muté dans les mélanomes (tels PTEN et
BRAF) pouvait coopérer avec ATR pour réguler la NER en phase S dans les
mélanomes. Nous avons démontré que 13 lignées de MM sur 16 ont une capacité
grandement diminuée a réparer les photoproduits induits par UV spécifiquement en
phase S. De plus, cette déficience correle fortement avec une réduction de I’activation
d’ATR et, dans plusieurs lignées de MM, avec une phosphorylation d’Akt plus
importante. L’utilisation d’ARN interférent ou d’un inhibiteur du suppresseur de
tumeurs PTEN, a permis, en plus d’augmenter la phosphorylation d’Akt, de réduire la
réparation des photoproduits et 1’activation d’ATR dans les cellules en phase S. En
addition, (i) I’expression ectopique de la protéine PTEN sauvage dans des lignées
déficientes en PTEN (mais pas d’une protéine PTEN sans activité phosphatase) ou (ii)
I’inhibition pharmacologique d’Akt a permis d’augmenter la réparation en phase S ainsi
que I’activation d’ATR. En somme, cette étude démontre qu’une signalisation d’ATR
dépendante de PTEN/Akt amenant a une réparation déficiente des photoproduits
génomiques causés par les UV en phase S peut étre déterminante dans le développement

des mélanomes induits par UV.

Mots clés : Mélanomes malins, cancer, UV, réparation par excision de nucléotides,

phase S, ATR, PTEN, PI3K, Akt.



Abstract

Malignant melanoma (MM) is the second most frequent neoplasia among young
Canadian adults (aged 20-44); moreover the incidence of this disease continues to rise
annually at an alarming rate. Unless primary melanoma is diagnosed early and promptly
resected the patient prognosis is dismal since this deadly tumour type metastasizes
extremely aggressively and is highly refractory to conventional treatment protocols. It is
well established that exposure to UV light, and subsequent induction of genotoxic DNA
photoproducts, is a primary determinant in the initiation of MM. Furthermore nucleotide
excision repair (NER) clearly represents a critical frontline defence against MM because
it is the only human pathway designed to remove the aforementioned DNA
photoproducts. Despite this, the potential contribution of NER defects to sporadic MM
development in the general population has remained unclear. Our laboratory previously
developed a novel flow cytometry-based assay to evaluate the efficiency of NER as a
function of cell cycle. This method was employed to demonstrate that functional ATR
kinase is strictly required for NER during S phase in primary human fibroblasts.
Intriguingly we also reported that many model tumour cell lines are deficient in NER
uniquely in S phase populations, raising the possibility that such a defect might be
characteristic of certain types of cancers. We therefore hypothesized that a significant
proportion of human MM cell lines may exhibit reduced NER capacity specifically
during S phase, and that this in turn might be attributeable to reduced ATR signaling. To
test this hypothesis, three major specific aims were proposed: (i) To measure the
efficiency of NER as a function of cell cycle among a panel of human MM cell lines

and in primary melanocytes; (ii) To investigate whether any correlation exists between



Vi

NER status and ATR activity during S phase in human MM cell lines; (iii) To
investigate whether frequently mutated genes in melanoma (eg., PTEN, BRAF) might
cooperate with ATR to regulate S phase-specific NER in MM cell lines. We were able
to demonstrate that, in fact, 13/16 MM cell lines display remarkably diminished capacity
to remove UV-induced DNA photoproducts specifically during S phase. Furthermore
this defect correlates strongly with reduced activation of ATR kinase and, for a majority
of MM, higher Akt phosphorylation levels. RNAi-mediated knockdown of the PTEN
tumour suppressor, while stimulating Akt phosphorylation as expected, also engenders
reductions in both photoproducts repair and ATR activation in S phase cells. In addition,
(1) ectopic expression in PTEN-null strains of wild type PTEN but not of PTEN variants
deficient in phosphatase activity, or (ii) pharmacological inhibition of Akt, significantly
rescue S phase-specific repair as well as ATR activation. Our data indicate that reduced
PTEN/Akt-dependent ATR signaling leading to defective repair of UV DNA
photoproducts uniquely during S phase may represent an heretofore unrecognized major

determinant in sunlight-induced melanoma development.

Key words : Malignant melanoma, cancer, UV, S phase, nucleotide excision repair,

ATR, PTEN, PI3K, Akt.
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Introduction 1 : Les lésions génomiques

Les différents types de dommages a ’ADN

De nos jours, deux réalités majeures touchent notre société de plein fouet: le
cancer et le vieillissement. En ce qui a trait au cancer, 45% des hommes et 40% des
femmes en seront atteints au cours de leur vie alors qu'un homme sur 3,5 et une femme
sur 4,2 devraient en décéder (Société canadienne du cancer, 2011). Concernant le
vieillissement, 14,1% de la population canadienne en 2010 était dgée de 65 ans et plus et
il est prévu que ce pourcentage augmentera a 23,7% en 2036 (Canada, 2010). Le cancer
et le vieillissement sont intrinséquement reliés, une hausse marquée des chances d’avoir
le cancer étant constatée a partir de la cinquantaine et de la soixantaine (Société
canadienne du cancer, 2011). Avec de telles données, il ne fait aucun doute qu’il est
pertinent pour la recherche scientifique de tendre vers une diminution de la fréquence du
cancer ainsi qu’a une meilleure qualité de vie des gens de I’age d’or. Or, les dommages
a I’ADN sont associés a une vaste gamme de réalités touchant les humains et ont, entre
autres, de trés puissants liens avec le cancer et le vieillissement (Hoeijmakers, 2009;

Kong, et al., 2011).

Lorsqu’il y a dommages a I’ADN, ceci résulte en trois scénarios potentiels: (i) la
réparation immédiate de la lésion, (ii) une survie malgré les dommages ou (iii)

I’¢limination de la cellule (Vinson & Hales, 2002).

Pour ce qui est de la réparation des lésions génomiques exempte d’erreur, elle

serait grandement souhaitable sur le plan individuel, amoindrissant les risques de



maladies génétiques acquises. Or, si une réparation parfaite de tous les dommages
génomiques avait lieu chez chacun des individus d’une population, peut-étre qu’une
évolution génétique n’aurait plus lieu. Nous avons été dotés par la nature d’un
patrimoine génétique vulnérable et dépendant d’une multitude de voies de réparation, et
il n’est pas improbable que cette option ait été jugée meilleure qu’un bagage génomique

intouchable et inflexible (Friedberg, et al., 2006).

Concernant la survie potentielle de cellules dont les dommages n’ont pas été
réparés ou I’ont été de manicre aberrante, cela peut mener a diverses mutations. Ainsi, si
un geéne suppresseur de tumeurs en vient a étre moins efficace et/ou un oncogene a étre
plus actif, cela meéne au développement d’un cancer (Friedberg, et al., 2006). D’autres
scénarios sont aussi envisageables, soit la sénescence cellulaire, 1’apparition de diverses
maladies d’origine génétiques, une mutation sans conséquence majeure et, trés rarement,

une mutation bénéfique (Vinson & Hales, 2002).

En ce qui a trait & la sénescence, il s’agirait, avec 1’apoptose, du principal
déterminant amenant au vieillissement, ce dernier terme pouvant aussi €tre défini par
I’accumulation de dommages moléculaires, cellulaires, organiques et tissulaires a travers
le temps (Seviour & Lin, 2010). Pour ce qui est de la sénescence, elle peut étre
caractérisée par un arrét permanent du cycle et de la croissance cellulaires, cet arrét
résistant aux facteurs de croissance et aux autres signaux induisant normalement la
prolifération (Sikora, et al., 2011). Aussi, deux formes différentes de sénescence ont
jusqu’ici été identifiées, toutes deux ayant un lien avec la réponse aux dommages a
I’ADN. Premicrement, la sénescence réplicative est le fruit d’un raccourcissement

progressif des télomeres a force de réplications cellulaires. Jusqu’ici, plusieurs protéines



majeures dans la réparation des dommages a I’ADN, telles p53 (Campisi, 2005; Qian &
Chen, 2010), ATM (Smith, et al., 2010) et BRCAT1 (Cao, et al., 2003), ont ét¢ associées
avec une telle forme de sénescence. Si la sénescence cellulaire induite par p53 a été
reliée a une diminution de la tumorigenese (Feldser & Greider, 2007), la délétion
d’ATM et une forme mutée de BRCA1 (engendrant toutes deux un accroissement de la
sénescence) ont été¢ associées a une augmentation des risques de contracter un cancer
(Cao, et al., 2003; Smith, et al., 2010). Or, dans tous ces cas de sénescence cellulaire,
des symptomes reliés a un vieillissement prématuré ont pu étre constatés (Seviour &
Lin, 2010). Le second type de sénescence cellulaire est celui induit par la surexpression
d’oncogenes et consiste en la restriction de la progression de tumeurs bénignes; un tel
processus active lui aussi la voie de réponse aux dommages a I’ADN (Courtois-Cox, et

al., 2008).

En dernier lieu, il est important de souligner que 1’accumulation de dommages a
I’ADN peut aussi mener a I’apoptose. Ainsi, il a été observé que, dans des souris ou p53
(protéine ayant un role pro-apoptotique reconnu) était activé de maniere constitutive et
offrait une protection accrue contre le cancer, un vieillissement accéléré par une
diminution de la masse de plusieurs tissus était observé (Tyner, et al., 2002). En
conclusion, il faut constater que les cellules doivent trouver un équilibre entre la mort
cellulaire et la survie avec mutations en réponse a des dommages génomiques ne

pouvant étre réparés, a savoir ce qui est le mieux pour I’organisme.



Les agents de dommage a ’ADN

Il existe deux différentes sortes d’agents dommageables a I’ADN, soit les

endogénes et les exogeénes (ou environnementaux).

Parmi les agents endogenes se trouvent surtout des agents hydrolytiques et des
réactions d’oxygénation résultant du milieu immédiat dans lequel baigne ’ADN (eau,
oxygene réactif, etc.). Ainsi, parmi ces agents endogenes, il est possible de retrouver les
dérivés réactifs de ’oxygene (ROS) engendrés par des processus métaboliques ayant
rapport a la respiration (Davies, 1999). 11 est d’ailleurs particuliérement bien vu par les
temps actuels de se nourrir d’aliments dits antioxydants en vue de pallier a de tels
composés (Finley, et al., 2011). Mis a part les ROS, il est possible d’ajouter aux
dommages endogenes ceux relevant d’erreurs de la réplication génomique suite a
I’incorporation d’une mauvaise base ou de précurseurs de nucléotides endommagés

(Kornberg & Baker, 1992; Pavlov, et al., 1994).

Quant aux agents de dommages a I’ADN environnementaux, ils incluent des
agents physiques et chimiques normalement générés a I’extérieur de la cellule. Ainsi, il
est primordial de faire allusion aux rayons ionisants (IR), qui ont un effet direct de par
leur absorption immédiate, ionisant ainsi les bases et les sucres (Ward, 1988), et un effet
indirect lorsque I’ADN réagit avec des agents réactifs formés par I’eau ou diverses
molécules irradiées (Goodhead, 1989). Plusieurs agents chimiques se retrouvant dans
I’environnement sont eux aussi nocifs, a savoir les agents alkylants tel le chlorométhane,
étant surtout émis par la combustion de biomasse (Crutzen & Andreae, 1990), les agents

de réticulation (ou « cross-link »), des composés tels le benzo[a]pyréne (provenant de la



fumée de cigarette) (Alexandrov, et al., 2010), les aflatoxines (présentes dans certaines
sources de glucides contaminées) (Gursoy-Yuzugullu, et al., 2011), certains métabolites
d’hormones (telles celles des cestrogénes) (Liu, et al., 2002) ainsi qu’une multitude

d’autres éléments.

Les rayons ultraviolets (UV) sont une autre source environnementale majeure de
dommages génétiques. Les rayons UV sont divisés en 3 types en fonction de leurs
longueurs d’onde: les UVA (310 a 400 nm), les UVB (280 a 320 nm) et les UVC (100 a
280 nm). Pratiquement aucun rayon d’en deca de 300 nm ne traverse la couche d’ozone
et la longueur d’onde d’absorption optimale pour I’ADN se situe a 260 nm (Schuch &
Menck, 2010). Or, les rayons UV causent tous des dommages a I’ADN, mais a des
degrés d’intensité différents. Ainsi, les rayons UVC, auxquels les humains ne sont
vraisemblablement pas beaucoup exposés, sont malgré tout trés pertinents sur le plan
expérimental puisque les lampes germicides (254 nm) affectent trés peu les protéines et
sont plus efficaces que les UVA et les UVB en ce qui a trait a endommager I’ADN pour

un temps donné, tout en engendrant généralement les mémes 1ésions (Setlow, 1974).
Les différents types de lésions a ’ADN

Les agents décrits plus haut endommagent notre patrimoine héréditaire en
engendrant plusieurs types de lésions, dont les photoproduits, les bris simple brin

(SSBs) ainsi que les bris double brin (DSBs).

Ainsi, ’exposition aux rayons UV n’est pas sans conséquence; une journée au
soleil peut induire a elle seule un total de 10° photoproduits génomiques par

kératinocyte (Hoeijmakers, 2009). Les photoproduits les plus fréquemment engendrés



par les rayons UV consistent en des liens covalents entre des pyrimidines adjacentes se
traduisant par des doubles liens entre leurs carbones 5 et 6 respectifs (Batista, et al.,
2009; Wang, 1965). Cette structure est communément nommeée dimere de cyclobutane
pyrimidique ou CPD (voir figure 1). Il existe des CPDs formés a partir de thymines (a
pres de 70%) ou de cytidines ou d’une cytidine et d’une thymine (Mitchell, et al., 1992).
Le second adduit génomique le plus fréquemment causé par les UV est le 6-4
photoproduit (6-4PP) et se définit par un lien entre le carbone 6 d’une pyrimidine et le

carbone 4 d’une pyrimidine adjacente en 3’ (Taylor, et al., 1988) (voir figure 1).

Formation d’un CPD
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Figure 1. Structures des photoproduits majeurs induits par UV dans I’ADN.

Adapté de Matsumura, Y., & Ananthaswamy, H. N. (2002). Short-term and long-term cellular and molecular events following UV irradiation of
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Les pyrimidines impliquées dans les 6-4PPs peuvent étre des thymines ou des cytidines
ou une thymine et une cytidine (Kim, et al., 1995). Les ratios variant un peu dans la
littérature, il est accepté qu’il y a entre trois et dix fois davantage de CPDs que de 6-
4PPs produits par les UV, tout dépendamment des conditions (Koehler & Hanawalt,
1996; Mitchell, 1988). Aussi, les 6-4PPs engendreraient une déformation beaucoup plus
importante de I’ADN (44°) que les CPDs (9°) (Kim, et al., 1995). Il est fondamental de
souligner que la formation de tels photoproduits ameéne a un blocage de la réplication et
de la transcription; la machinerie cellulaire nécessaire a ces processus n’ayant plus acces

aux sites endommagés (Costa, et al., 2003).

En ce qui concerne les SSBs, il sont, en majorité, créés par des attaques de
radicaux libres tels les ROS (Caldecott, 2004). Ces types de dommages représentent
aussi la majeure partie de ceux engendrés par, entre autres, des radiations ionisantes et
des agents alkylants (Thompson & West, 2000). Quant aux DSBs, ils représentent 1’une
des Iésions les plus toxiques faites a I’ADN et se définissent par un bris simultané de
I’infrastructure de phosphates sur deux brins d’ADN complémentaires (Hiom, 2010). Ils
sont entre autres produits suite & une exposition a des IR, a des agents produisant des
radicaux libres (telles la bléomycine et la tirapazamine) et a des agents empéchant la re-
ligation de ’ADN (tels les etoposides et la doxorubicine) (Ohnishi, et al., 2009). De
méme, ils peuvent étre le fruit d’une erreur du processus de réplication ou d’une
réplication en bonne et due forme d’un SSB (Hiom, 2010). Selon plusieurs articles, les
DSBs seraient la 1ésion par excellence pour générer des aberrations chromosomiques
puisqu’ils sont trés prompts a causer la perte d’information génétique (Iliakis, et al.,

2007; Kinner, et al., 2008; Pfeiffer, et al., 2000). En addition, les photoproduits



mentionnés peuvent eux aussi produire des DSBs. La formation de ces DSBs induits
par UV serait principalement faite dans les cellules en réplication (ou phase S) en raison
de [Daffaissement de fourches de réplication bloquées (Roos & Kaina, 2006).
L’hypothese selon laquelle les photoproduits non réparés soient « transformés » en
DSBs est supportée par le fait que des cellules déficientes en réparation par excision de
nucléotides (NER), voie majeure de réparation des photoproduits, produisent davantage

de DSBs apres exposition aux UV (Batista, et al., 2009).



Les voies de réparation des dommages a ’ADN

Puisque la fréquence des 1ésions au niveau de I’ADN se mesure, en moyenne
chez les humains, a hauteur de 10" par cellule par jour, il est primordial pour notre
organisme d’avoir des systeémes de réparation de I’ADN efficaces et d’une bonne fidélité
(Lindahl, 1993). Ainsi, notre organisme s’est doté de cinq voies de réparation de ’ADN
différentes : le renversement direct des dommages, la réparation par excision de base
(BER), la réparation de mésappariement ou « mismatch repair » (MMR), la réparation

de bris double brin (DSBR) et la NER (Sandovici, et al., 2002).

D’abord, le seul mécanisme connu chez I’étre humain ayant trait au
renversement direct des dommages est I’action d’une méthyltransférase génomique sur
les O°-méthylguanines (dommages causés par des agents alkylants) (Verbeek, et al.,
2008). Brievement, la protéine métyltransférase catalyse le transfert d’un groupement
méthyl des adduits d’0O°-méthylguanines de I’ADN double brins & une de ses cystéines
(Zhong, et al., 2010). Aprés coup, la méthyltransférase alkylée va étre dégradée par

ubiquitination (Guza, et al., 2009).

Ensuite, concernant la BER, il s’agit probablement de la voie de réparation la
plus utilisée dans la nature et elle est surtout employée suite a 1’action d’agents
endogénes dommageables a I’ADN (Friedberg, et al., 2006). Elle consiste premiérement
en I’action d’'une ADN glycosylase, qui catalyse I’hydrolyse des liens N-glycosyliques
liant certaines bases aberrantes au squelette désoxyribose-phosphate. Aprés que la base

aberrante soit excisée, le site abasique en résultant est corrigé par ’action d’une



10

endonucléase apurinique/apyrimidinique (AP), d’'une ADN polymérase et, enfin, d’une

ADN ligase (Seeberg, et al., 1995).

La MMR, quant a elle, joue un rdle prépondérant dans la réparation des
séquences mal appariées lors de la réplication de I’ADN, les mésappariements n’étant
pas toujours exclus de I’action d’ADN polymérases (Mukherjee, et al., 2010). A cet
effet, si la réplication est jugée comme un processus de haute fidélité (une mutation pour
10° a 10" paires de bases répliquées), cela est en bonne partic di a la MMR, sans
laquelle ce taux d’erreur se multiplierait par 50 a 1000 fois (Hsieh & Yamane, 2008). Le
systtme de la MMR comprend les familles MutS, MutL et MutH. La protéine
homodimérique MutS reconnait le mésappariement, se lie a ’ADN et forme un
complexe de réparation actif. Aprés la reconnaissance par MutS, MutL va aider au
recrutement et a 1’activation de MutH, qui est une endonucléase qui permettra ensuite

I’excision du mésappariement et la resynthése du brin (Mukherjee, et al., 2010).

Quatriemement, en ce qui touche a la DSBR, elle se divise en deux mécanismes
différents chez les eucaryotes, soit la recombinaison homologue (HR) et la jonction non-
homologue de terminaisons (NHEJ) (Shrivastav, et al., 2008). La NHEJ est une voie
utilisée pour tout le spectre du cycle cellulaire (et représentant la majeure partie de la
réparation des DSBs) qui implique une liaison des terminaisons de I’ADN avec un
processus minimal au site de jonction des terminaisons (Lieber, 2008). La NHEJ est
initiée par la reconnaissance et la liaison des terminaisons de I’ADN par les protéines
Ku70 et Ku80, suivies du recrutement de la sous-unité catalytique de la protéine kinase
de ’ADN (DNA-PKcs) (O'Driscoll & Jeggo, 2006). Le complexe Ku/DNA-PKcs va

ensuite recruter la ligase IV, qui va compléter la réparation (Grawunder, et al., 1997). Ce
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processus n’est pas sans erreur; il implique de rejoindre ce qu’il reste de deux
terminaisons d’ADN et tolére la perte ou I’addition de nucléosides au site de jonction
(Lieber, 2008). La HR, quant a elle, n’est utile que pour la réparation des DSBs associés
a la réplication et a donc principalement lieu en fin de la phase S et en G2, utilisant une
séquence homologue en guise de modele pour réparer I’ADN (Kass & Jasin, 2010).
Puisqu’elle se base sur un brin d’ADN déja existant, cette réparation est beaucoup plus
prompte a conserver ’ADN intact (Shrivastav, et al., 2008). Chez [I’humain, les
premicres étapes (reconnaissance et section des terminaisons d’ADN ) de ce type de
réparation s’effectuent via quatre nucléases, MRN (MRE-11-RAD50-NBS1), Exol,
Dna2 et Sac2, de méme qu’une hélicase, BLM (Mimitou & Symington, 2009). Apres
coup, I’ADN simple brin (ssDNA) en résultant est 1ié par la protéine de réplication A
(RPA), qui est ensuite remplacée par Rad51 avec I’assistance de différents facteurs (San
Filippo, et al., 2008). Rad51 permet ensuite le pairage avec une région comportant de
I’ADN simple brin correspondant, ce qui sera suivi d’une synthése en fonction dudit

brin (Mimitou & Symington, 2009).

La réparation par excision de nucléotides

La NER est le mécanisme de réparation d’ADN ¢étant sans doute le plus
polyvalent par sa capacité a réparer une multitude de Iésions (de Boer & Hoeijmakers,
2000). En effet, cette voie est capable de réparer une pléthore d’anormalités
génomiques, a condition qu’il y ait formation d’adduits volumineux amenant une
distorsion et une modification chimique de I’ADN (Buschta-Hedayat, et al., 1999).
Ainsi, la NER peut étre utilisée pour la maintenance du patrimoine héréditaire apres

exposition aux UV (réparation des photoproduits), a des adduits chimiques ainsi qu’a
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quelques formes de dommages oxydatifs (de Boer & Hoeijmakers, 2000). Cette voie
moléculaire se divise en deux types différents : la NER globale (GG-NER) et la NER
transcriptionnelle (TC-NER). La GG-NER a été baptisée de la sorte en raison qu’elle
répare les Iésions sur ’ensemble du génome (incluant les régions non codantes, les
genes silencieux ainsi que les parties non transcrites de brins actifs). La TC-NER, de son
coté, est une voie spécialisée opérant sur les I€sions engendrées sur les brins d’ADN

transcrits de génes exprimés (Friedberg, 1996).

Chez I’humain, il fait généralement consensus que la GG-NER (voir figure 2)
commence par la reconnaissance des lésions a ’ADN a I’aide du complexe XPC-
HR23B-Cen2 (Araki, et al., 2001). En parall¢le a cela, certaines 1ésions causant moins
de distorsion de I’ADN (tels les CPDs) peuvent étre reconnues par le complexe de
liaison de dommages a I’ADN ou DDB; ce complexe va aussi permettre la
polyubiquitination de XPC et XPE (Sugasawa, et al., 2005; Takedachi, et al., 2010).
L’ubiquitination de XPC va ensuite augmenter son affinit¢ pour I’ADN, alors que
I’ubiquitination de XPE va mener a sa propre dégradation (Sugasawa, 2010). Une fois
XPC 1i¢ a I’ADN via une des deux voies de reconnaissance, le facteur de transcription
ITH (TFIH) est ensuite recruté et permet I’ouverture d’une « bulle de dénaturation »
alentour de la 1ésion. Deux sous-unités de TFIIH ayant une action d’hélicase, XPB et
XPD, sont nécessaires au déroulement du brin d’ADN aux alentours de la 1ésion par une
réaction dépendante de leur activit¢ ATPase (Oksenych & Coin, 2010). Apres
I’ouverture de I’ADN par TFIIH, I’ADN simple brin (ssDNA) va amener la liaison de la
protéine RPA, qui sera suivie par le recrutement de XPA (qui serait nécessaire pour

confirmer la présence d’une Iésion et/ou pour identifier le brin endommagé) (Sugasawa,
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et al.,, 1998). Le complexe RPA-XPA va ensuite permettre de mobiliser et d’activer
I’endonucléase ERCC1-XPF (Tsodikov, et al., 2007) en 5’ de la Iésion et la fin de la
bulle de dénaturation (a la jonction d’ADN simple brin en ADN double brin) va amener
I’endonucléase XPG a couper en 3°(O'Donovan, et al., 1994). Une fois le brin aberrant
excisé, la synthése d’un nouveau brin se fait a I’aide de la polymérase delta ou de la
polymérase epsilon, de RPA et de PCNA (Shivji, et al., 1992). Le tout est alors scellé
par ’ADN ligase III et, a un moindre degré, par ’ADN ligase I dans les cellules en

réplication (Moser, et al., 2007).

Pour ce qui est de la TC-NER (voir figure 2), elle est initiée par le blocage de
I’ARN polymérase II a une lésion sur une région transcrite d’un géne (Mu & Sancar,
1997). Ensuite, les enzymes CSA, CSB et XAB2 sont nécessaires au recrutement de
XPA-RPA et TFIIH, passant ainsi par une voie autre que la reconnaissance par XPC et
DDB nécessaire dans la GG-NER (Henning, et al., 1995). Une fois XPA-RPA et TFIHH

recrutés, la réparation s’effectue pareillement a la GG-NER.



}
oo

Figure 2. Mécanismes de la réparation par excision de nucléotides

Adapté de Nouspikel, T. (2009). DNA Repair in Mammalian Cells.
1009.doi:10.1007/s00018-009-8737-y

Cellular and Molecular Life Sciences, 66(6), 994-
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Les maladies génétiques en lien avec la NER

Plusieurs maladies étant causées par une déficience dans certaines étapes de la
NER ont été jusqu’a ce jour identifiées. Parmi les plus connues se trouvent Xeroderma
pigmentosum (XP), le syndrome de Cockayne (CS) de méme que la trichothiodystrophie

(TTD) (Nouspikel, 2009).

La maladie XP peut se résumer a une sensibilité extréme aux rayons solaires. En
effet, I’exposition au soleil des personnes atteintes d’une telle maladie meéne a des
altérations dégénératives des régions de la peau ainsi qu’aux yeux (de Boer &
Hoeijmakers, 2000). L’age moyen de 1’apparition des premiers symptomes est de deux
ans et les chances de développer un cancer de la peau augmentent de 1000 fois chez les
patients XP (Kraemer, 1997). Par ailleurs, de tels individus sont victimes de différents
types de cancer dits « internes » (non reliés aux UV) a une fréquence multipliée par 10 a
20 fois avant I’age de vingt ans versus la moyenne de la population (Kraemer, et al.,
1984). En ce qui a trait aux causes de ladite affection, elles ont rapport a des mutations
dans différentes protéines impliquées dans la NER (dont XPA, XPB, XPD, XPF et
XPG) (Bootsma, et al., 1998) de méme que XPV (polymérase eta) (Hentosh, et al.,
2011). Or, il y a beaucoup d’hétérogénéité en ce qui touche a ’ampleur de la déficience
en NER; cela dépendant du type de mutation et du role de la protéine mutée. Ainsi, les
patients XP-C, dont la TC-NER est toujours effective, ont généralement une sensibilité
moindre aux UV que les patients XP-A et XP-D qui sont affectés dans tous les types de
NER (Bootsma, et al., 1998). Cette maladie a permis de faire la premiére association

entre le cancer et une déficience en réparation de I’ADN (Cleaver, 1968).
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Le syndrome de Cockayne est une maladie treés différente du Xeroderma
pigmentosum. Cette maladie est causée par des mutations des protéines CSA et/ou CSB
les rendant moins actives; handicapant la TC-NER du méme coup (Leng, et al., 2008).
Les patients en étant atteints, incapables de réparer I’ADN de régions transcrites, sont
surtout diagnostiqués selon leurs symptdmes qui se résument a une croissance retardée
et aberrante, une photosensibilit¢ supérieure a la normale ainsi que des troubles
neurodéveloppementaux et neurologiques (Nouspikel, 2009). Ce syndrome n’est pas
reli¢ a une fréquence accrue des cancers (Cleaver & Revet, 2008), bien que de tels
patients n’aient peut-étre pas la longévité pour en développer, 1’dge moyen de déces y

étant associé se chiffrant a 12,5 années (Nance & Berry, 1992).

La TTD est une maladie rare et dont les symptomes cliniques sont tres
hétérogenes et nombreux (de Boer & Hoeijmakers, 2000). Généralement, on y associe,
entre autres, une photosensibilité, de I’ichtyose (desquamation continue de la peau), des
cheveux cassants, un retard intellectuel, une vulnérabilité aux infections, une fertilité
diminuée ainsi qu’une petite taille (Lambert, et al., 2010). Au niveau moléculaire, cela
se traduit par une mutation dans une des sous-unités de TFIIH suivante : TTD-A
(Kainov, et al., 2008), XPB ou XPD (Hashimoto & Egly, 2009). Puisque TFIIH opére
dans la transcription et dans la NER, il est complexe de délimiter la cause de chaque
symptome et il semble que la NER ne soit que ralentie, et non complétement abolie,

chez ces patients (Fuss & Tainer, 2011; Theil, et al., 2011).
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Les réponses cellulaires aux dommages a ’ADN via ATR et ATM

Les PIKKSs (« phospatidylinositol 3-kinase-like kinases ») ATM (« ataxia telangiectasia
mutated ») et ATR (« ATM and rad3-related ») activent un réseau de signalisation
complexe en réponse a diverses formes de dommages a I’ADN. ATM est surtout activé
suite a la formation de DSBs (Lavin & Shiloh, 1997). De son c6té, ATR est activé par
des agents inhibant la réplication, tels que les rayons UV et I’hydroxyurée (bloquant la
synthése de précurseurs de nucléotides) de méme que par les régions d’ADN simple brin
aux fourches de réplications bloquées (O'Driscoll, et al., 2004). 11 existe deux syndromes
reliés a une défectuosité de ces protéines chez I’homme. Premi¢rement, la maladie A-T
(ataxia telangiextasia) ayant inspiré le nom de la protéine ATM (Savitsky, et al., 1995),
est associée a une sensibilité accrue aux IR, a une neurodégénérescence, a de
I’instabilité chromosomique, a I’infertilité, a des troubles immunitaires ainsi qu’au
développement de cancers (Eyfjord & Bodvarsdottir, 2005; Xu, et al., 1996). Aussi, le
syndrome de Seckel, consistant en une mutation d’ATR ou a la voie de signalisation
afférente, se traduit par un retard de croissance et une microcéphalie séveére
(Kerzendorfer & O'Driscoll, 2009). En outre, ATR est essentiel a la viabilité chez la
souris (Brown & Baltimore, 2000) et chez ’homme (Cortez, et al., 2001), alors qu’ATM
n’y est pas indispensable (Hurley & Bunz, 2007). Les paragraphes subséquents se
rapporteront aux voies d’activation de ces kinases, de méme qu’a quelques protéines
majeures phosphorylées par ces dernieres. Or, ce ne sera qu’un apergu étant donné que

les substrats de ces kinases seraient plus de 700 (Matsuoka, et al., 2007).
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ATR

ATR est recruté aux régions comportant de I’ADN simple brin (formées lors de la
réplication et lors de la réparation de I’ADN). Ce recrutement se fait tout d’abord avec
’aide de la protéine RPA, qui a une affinité innée pour la ssDNA (Vassin, et al., 2009).
Suite a cela, le complexe ATR-ATRIP (ATRIP pour « ATR-interacting protein ») sera
recruté grace a la liaison entre RPA et ATRIP (Ball, et al., 2005). ATRIP est d’ailleurs
essentiel a toutes les fonctions connues d’ATR. En effet, ATRIP joue un réle dans la
stabilisation, la localisation ainsi que 1’activation d’ATR (Nam & Cortez, 2011). Apres
coup, la protéine TOPBPI, elle-méme recrutée par le complexe 9-1-1, va permettre
I’activation d’ATR via une interaction directe avec ATRIP (Kumagai, Lee, et al., 2006).
L’activité générale d’ATR est fortement reliée a la réplication; des cellules déficientes
en ATR ne pouvant progresser en phase S (Hurley & Bunz, 2007; Petermann &
Caldecott, 2006). Une telle situation d’arrét ou « stase en phase S » a été auparavant
seulement remarquée apres avoir incubé des cellules sur une longue période de temps en
présence d’inhibiteurs de réplication de I’ADN (Borel, et al., 2002). Aprés le retrait de
tels inhibiteurs, il a été démontré qu’une telle « stase en phase S » peut étre maintenue
dans des cellules déficientes en ATR, mais non lorsque cette voie est fonctionnelle,

sous-entendant un role majeur d’ATR pour relancer la réplication (Hurley, et al., 2006).

ATR étant une kinase, elle va phosphoryler un nombre majeur de protéines.
Parmi celles-ci, la protéine Chkl est fondamentale puisqu’elle est, tout comme ATR,
nécessaire a la viabilité (Liu, et al., 2000). Chkl1 est phosphorylé aux sites sérine 317 et
sérine 345 par ATR (Chen & Sanchez, 2004) aprés exposition aux rayons UV ou a

I’hydroxyurée (Liu, et al., 2000). Chk1 phosphoryle Cdc25A et Cdc25C, ce qui meéne a
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la dégradation de la premiére protéine et au confinement dans le cytoplasme de la
seconde (Peng, et al., 1997; Syljuasen, et al., 2005). Les phosphatases Cdc25 étant ainsi
inactivées, cela empéche ’activation des CDKs (kinases cyclines dépendantes) et améne

a un arrét du cycle cellulaire (Lam & Rosen, 2004).

ATR a, tel qu’auparavant, beaucoup d’autres cibles. Ainsi, XPA, lorsqu’il est
phosphorylé par ATR, va migrer au noyau et jouer un role dans la NER (du moins pour
la réparation des CPDs) (Shell, et al., 2009). Pareillement, la phosphorylation de RPA2
(ou RPA34, puisqu’il s’agit de la deuxieme plus grosse sous-unité¢ de RPA dont le poids
moléculaire est de 34 kDa), bien que ne jouant pas sur I’affinit¢ de XPA, permettrait a
RPA de lier plus spécifiquement I’ADN simple brin que I’ADN double brin, augmentant
son efficacit¢ en cas de dommages en phase S (Oakley, et al., 2003). Une telle
phosphorylation a aussi ét¢ vue comme nécessaire a 1’arrét de la réplication apres
exposition aux rayons UV (Olson, et al., 2006). En addition, FANCD?2 est aussi une
cible d’ATR, et sa phosphorylation ménerait a une plus grande capacité a réparer les

dommages croisés interbrins (Pichierri & Rosselli, 2004).

ATM

En ce qui a trait a I’activation d’ATM, elle a lieu aprés 1’induction de DSBs
(apres exposition aux IR par exemple) et se résume par son autophosphorylation a la
sérine 1981, son recrutement a la chromatine et sa conversion de sa forme dimérique a
sa forme monomérique (Bakkenist & Kastan, 2003). Plusieurs protéines sont nécessaires
a I’activation maximale d’ATM, incluant hSSB1, qui va aller lier I’ADN endommagé en
toute phase (Richard, et al., 2008) et le complexe MRN (composé de Mrel1, Rad50 et

Nbs1) (Uziel, et al., 2003) .
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Chk2 est sans doute la kinase par excellence étant activée par ATM. La
phosphorylation de Chk2 ameéne, tout comme Chkl1, a la phosphorylation de Cdc25A et
de Cd25c¢ (Donzelli & Draetta, 2003). Chk2 ne serait nécessaire qu’a une induction du

point de controle G1/S (Takai, et al., 2002).

Chkl va lui aussi étre activé par ATM apres exposition aux IR. Aussi, bien que
I’abrogation de Chkl améne une réduction des points de contrdle en phases S et G2/M,

la phosphorylation par ATM n’y serait pour rien (Gatei, et al., 2003).

Tout comme Chkl (bien que son role via ATM semble moins bien défini),
plusieurs autres protéines sont phosphorylées par ATM et ATR, suggérant que ce ne
soient pas deux voies paralleles, mais qu’elles soient inter reliées. De méme, ATR serait
nécessaire a la réponse d’ATM suite a I’exposition aux IR, sous-entendant une
dépendance d’ATM envers ATR (Adams, et al., 2010; Hurley, et al., 2006). H2AX est
phosphorylé par ATM et ATR, et a possiblement des roles différents en fonction des
types de dommages. A cet effet, suite a sa phosphorylation par ATM, YH2AX (forme
phosphorylée de H2AX) va, en parallele avec Nbsl, agir comme signal de recrutement
au site de la Iésion (DSB) de méme qu’augmenter ’activation d’ATM en tant que tel
(Reinhardt & Yaffe, 2009). Le site de phosphorylation par excellence de H2AX par
ATM et ATR est vraisemblablement le méme, soit la serine 139 (Rogakou, et al., 1998).
Le role de YH2AX dans la réponse aux rayons UV (et la phosphorylation par ATR en
résultant) est encore 1’objet de bien des interrogations. Jusqu’ici, il a cependant été
démontré qu’une lignée déficience en H2AX avait une survie et un niveau de
phosphorylation de Chkl diminués aprés exposition a cet agent (Revet, et al., 2011).

Dans le cadre de cette étude, il est important de souligner que I’induction de YH2AX
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aprés exposition aux rayons UV est majoritairement en phase S et est dépendante
d’ATR dans les premicres heures suivant 1’exposition aux rayons UVC (Hanasoge &
Ljungman, 2007; Ward & Chen, 2001), jusqu’a ce que 1’affaissement de fourches de
réplication crée des DSBs et qu’ATM prenne le relais (de Feraudy, et al., 2010; Yajima,

et al., 2009).

Une autre protéine régulée par ATR et ATM et étant d’une importance majeure
dans le développement de plusieurs cancers, a commencer celui du sein, est BRCA1
(« breast cancer susceptibility gene products »). En effet, BRCA1 est phosphorylé aux
sites Ser1423 et Serl1524 par ATR aprés exposition aux UV et par ATM apres
exposition aux IR (Gatei, et al., 2001). De méme, ATR se localiserait aux mémes
endroits que BRCA1 dans les noyaux de cellules en phase S (Gatei, et al., 2001). Les
porteurs d’une mutation dans le géne codant pour cette protéine ont 20 fois plus de
chance de développer un cancer du sein avant 1’age de 70 ans que le reste de la
population (Feng, et al., 2004). Bien que tous les mécanismes liés a la phosphorylation
de BRCA1 ne soient pas bien connus, cette protéine joue un rdle dans la réplication et la
réparation de I’ADN, les points de controle du cycle cellulaire, la transcription, le
remodelage de la chromatine et I’apoptose (Kerr & Ashworth, 2001; Venkitaraman,

2002).

De méme, un geéne suppresseur de tumeurs majeur, p53, est phosphorylé par
ATM et ATR en Serl5 (Sancar, et al., 2004) ainsi que par Chkl et Chk2 en Ser20
(Shieh, et al., 2000). Cette phosphorylation, conjointement a celle de Mdm?2 a la sérine
395 par ATM (Maya, et al., 2001) et a la sérine 407 par ATR (Shinozaki, et al., 2003),

réduirait la dégradation de p53, permettant a cette dernie¢re protéine d’assurer, entre
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autres, un arrét cellulaire en G1/S (via I’induction de la transcription de p21), de méme
que sa fonction pro-apoptotique (Zhang & Xiong, 2001). Il est aussi important de noter
que p53 est nécessaire a la NER en ce qui a trait a la réparation des CPDs, mais ne
semble pas jouer de role dans la réparation des 6-4PPs (Auclair, et al., 2008; Besaratinia,
et al., 2005; Navaraj, et al., 2005; Stubbert, et al., 2007). Il a de méme été observé que le

recrutement de XPB serait dépendant de p53 (Chang, et al., 2008).
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La tolérance aux dommages a I’ADN via la synthése de translésion

Tel que dit auparavant, les 1ésions bloquent I’action des ADN polymérases de
réplication, engendrant un blocage de la fourche de réplication. Un mécanisme
additionnel permet a la cellule de passer a travers et de tolérer les blocages induits de la
sorte; il consiste en un groupe d’ADN polymérases capables d’utiliser de I’ADN
endommagé en guise de patron. Ce groupe, appelé les polymérases de translésion, est
cependant beaucoup plus empreint & engendrer des erreurs dans le patrimoine génétique
(Green & Lehmann, 2005). L’action de ces polymérases, appelée synthese de translésion
(TLS), semble a la fois nécessaire et non souhaitable, c’est-a-dire qu’il est connu qu’elle
est une source majeure d’instabilit¢ génomique (McCulloch & Kunkel, 2008), mais
qu’elle est aussi protectrice contre différentes sortes de cancer aprés des dommages
génomiques, comme le démontrent les patients atteints d’une forme de XP (XP-V) ou la

polymérase de TLS poln (eta) est déficiente (Cleaver, 1972).

L’activation des TLS polymérases se fait principalement via I’action de PCNA
(Haracska, et al., 2005; Haracska, et al., 2001). En effet, le changement de polymérase
(passant d’une polymérase de réplication n’étant plus apte a avancer a des polymérases
de TLS) s’initierait par la mono-ubiquitination de PCNA en K164 (Andersen, et al.,
2008). PCNA ubiquitiné menerait a une interaction physique directe entre cette protéine
et les polymérases de TLS, alors qu’une telle interaction n’est pas détectable lorsque

PCNA n’est pas ubiquitiné (Kannouche & Lehmann, 2004).

Chez I’humain, quatre polymérases de la famille-Y (celles-ci étant toutes liées a

la TLS) existent : poln, polk (kappa), hRev1 et polt (iota) (Green & Lehmann, 2005).
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La polymérase k, quant a elle, ne semble pas apte a concrétiser la TLS en
présence de photoproduits issus des UV (Green & Lehmann, 2005), mais est capable

d’outrepasser les adduits causés par le benzo[a]pyreéne (Suzuki, et al., 2002).

En ce qui concerne hRevl, son role n’est pas trés bien défini. Il a été proposé que
cette protéine jouerait un role dans une potentielle alternance entre les polymérases de
TLS puisqu’elle lie poln, polt et polk (Ohashi, et al., 2004; Simpson & Sale, 2003).
Pareillement, des cellules déficientes en cette polymérase sont sensibles aux UV et

déficients dans la maturation génétique des immunoglobulines (Simpson & Sale, 2003).

Polt est un paralogue (géne issu de plusieurs copies ayant évoluées
différemment) de poln (Ohkumo, et al., 2006). Cependant, ses fonctions sont
passablement différentes. En effet, cette polymérase ne serait pas capable de faire de la
TLS par elle-méme, pouvant seulement compléter le travail de TLS polymérases
partenaires (Johnson, et al., 2000), et une déficience en cette polymérase n’amene pas de
stérilité, de sensibilité aux rayons UV accrue ou de déficience du systéme immunitaire

chez la souris (McDonald, et al., 2003).

Il a ét¢ démontré que poln joue un rdle dans la réparation des dommages
induisant des adduits volumineux (suite a exposition aux UV par exemple) (Cruet-
Hennequart, et al., 2010). Cette polymérase, étant d’une fidélit¢é médiocre lorsqu’elle
copie de I’ADN intact, amene trés peu d’erreurs lorsqu’elle fait de la TLS aux sites de

CPDs et de 6-4PPs (Carty, et al., 2003; Thakur, et al., 2001).
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La GG-NER en fonction du cycle cellulaire

Dans le cadre de ce document, il est capital de souligner que notre laboratoire a
développé une technique permettant d’évaluer la GG-NER des CPDs et des 6-4PPs en
fonction du cycle cellulaire (Auclair, et al., 2008). En effet, rares sont les études
touchant a la NER qui avaient réellement pris en compte le cycle cellulaire avant la mise
en place d’une telle méthode. Cette technique mise principalement sur la capacité
d’analyser individuellement les cellules d’une vaste population associée a la cytométrie

de flux (Auclair, et al., 2008).

Grace a un tel protocole, il a été découvert que la réparation des 6-4PPs ainsi que
celle des CPDs en phase S requiert la protéine ATR. Dans le méme article, il a été
démontré que la réparation des 6-4PPs est indépendante de p53 et d’ATM, bien que p53
soit requis pour la réparation des CPDs dans des cellules en phase G1 (Auclair, et al.,

2008).

Une publication plus récente du méme groupe a permis d’identifier poln comme
elle aussi responsable de la réparation des 6-4PPs et des CPDs en phase S du cycle
cellulaire (Auclair, et al., 2010). Dans cet article, il a été démontré que la réparation des
CPDs se faisait plus rapidement a 5J/m* qu’a 15J/m*, suggérant un effet dépendant de la
dose. De méme, l’arrét de la réplication via un agent pharmacologique (aphidicoline)
rétablit en partie la réparation des 6-4PPs en phase S dans les cellules XP-V (déficientes

en poln) (Auclair, et al., 2010).

Finalement, trois de sept lignées modeles de différents cancers démontraient

elles aussi une déficience de la NER en phase S six heures aprés avoir été exposées a
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25J/m* d’UVC (Auclair, et al., 2008). De tels résultats suggérent qu’une telle déficience

puisse s’appliquer a plusieurs types de cancers.



Introduction 2 : Les mélanomes malins

Au Canada, il est estimé qu’il y aura 74 100 nouveaux cas de cancer de la peau
autres que le mélanome pour 1’année 2011 seulement (Société canadienne du cancer,
2011). De plus, d’aprés I’Organisation des Nations unies, les cas de cancer de la peau
risquent de doubler entre 2000 et 2015 dans la population a peau blanche (Cardinal,
2007). Le cancer de la peau est le type de cancer le plus souvent diagnostiqué chez les
Canadiens, mais il ne se traduit que trés rarement par des décés. Or, lorsqu’il y a
formation de tumeurs malignes dérivées de mélanocytes, ce qui se traduit habituellement
par I’apparition d’une tache noiratre, le cancer de la peau engendré est nommé
mélanome et, puisqu’il est beaucoup plus mortel (alors qu’ils représentent moins de
10% des cancers de la peau, ils sont responsables de plus de 75% des déces de ce type
de cancer), fait I’objet d’un recensement de maniére indépendante (Société canadienne
du cancer, 2011). En 2011, 5 500 nouveaux cas de mélanomes ont été estimés, en faisant
le huitiéme cancer le plus fréquent au Canada (Société canadienne du cancer, 2011).
Dans le méme pays, les mélanomes représentent le type de cancer dont la fréquence
s’accroit le plus rapidement (1,6% annuellement) (Association canadienne de

dermatologie, 2009; Mouawad, et al., 2010).

Le principal facteur de risque de développer des mélanomes malins (MM) dans
la population a peau blanche est sans aucun doute 1’exposition aux rayons UV (Kricker,
et al., 2007). Tel que décrit précédemment, les rayons UVC sont complétement absorbés
par la couche d’ozone, alors que les UVA et, dans une certaine mesure, les UVB

peuvent traverser cette derniere. Or, bien que les UVA représenteraient 95% des rayons
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solaires regus contre 5% pour les UVB, les rayons UVB sont les plus dommageables a
I’ADN (El Ghissassi, et al., 2009). Il est cependant encore I’objet de controverses a
savoir lesquels des UVA ou des UVB jouent le plus grand role dans la mélanogénese
(De Fabo, et al., 2004; Wang, et al., 2001). Un consensus semble néanmoins émaner :
les UVA et UVB sont tous deux des causes de cette néoplasie (Garland, et al., 2003;
Moan, et al., 1999). Les mélanomes sont surtout causés par 1’exposition aux rayons
solaires en bas age; il semble alors y avoir une chance majorée que les mélanocytes
aient le temps de d’accumuler un nombre adéquat de mutations oncogéniques (Rass &
Reichrath, 2008). La sensibilisation des jeunes a cette réalité est cruciale, d’autant plus
que 25% de I’exposition aux rayons solaires d’un humain aurait lieu avant 1’age de 18
ans (Balk, et al., 2011). Concernant les salons de bronzage, il a ét¢ démontré que les
personnes en ayant fait I'utilisation avant I’age de 30 ans avaient 75% davantage de
chances de développer ce type de cancer que le reste de la population (The International

Agency for Research on Cancer Working Group on artificial ultraviolet & skin, 2007).

Tout comme pour les autres cancers, un diagnostic précoce est d’importance
capitale. En fait, les diagnostics sont aujourd’hui posés de plus en plus tot et ’excision
par chirurgie permet d’enrayer a de trés hauts pourcentages les mélanomes non invasifs,
ce qui fait que les chances de survivre a un mélanome ont généralement augmenté
(Kasper, et al., 2007; Mouawad, et al., 2010). Cependant, lorsque la chirurgie n’est plus
une solution, le mélanome avancé est associé a une longévité médiocre (2 a 8 mois apres
le diagnostic) et avec un faible 5% de patients survivant plus de cinq ans aprés leur
diagnostic (Jemal, et al., 2008). En effet, les meilleurs agents chimiothérapeutiques pour

traiter les mélanomes semblent étre la dacarbazine et le fotemustine avec respectivement
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15-25% et 20-25% de réponse initiale, ce qui reste trés bas et se traduit malgré tout

souvent par une rechute (Hill, et al., 1979; Jacquillat, et al., 1990).

En ce qui a trait aux types de mélanomes, ils ont souvent été divisés en quatre
catégories principales (bien qu’il y en ait d’autres). Ainsi, les mélanomes superficiels
extensifs se définiraient par une tumeur ayant une longue phase d’extension horizontale
intraépidermique (1 a 5 ans) et seraient les plus communs (environ 70% des cas) (Odom,
et al., 2000). Les mélanomes de Dubreuilh (ou « lentigo-maligna melanoma ») sont
aussi des mélanomes intraépidermiques, mais avec une trés longue phase d’extension
superficielle (souvent entre 10 et 15 ans), étant présents sur des régions visiblement
endommagées par les rayons UV (manque d’¢élasticité de la peau plus marquée) et dont
la couleur et les contours ne sont pas homogénes (Porras & Cockerell, 1997). Aussi, les
mélanomes nodulaires, représentant 10 a 15% des mélanomes dans la population
caucasienne, sont des nodules dermaux ne présentant pas de croissance horizontale
visible, il est ainsi trés difficile a diagnostiquer (McGovern, et al., 1973; Porras &
Cockerell, 1997). La quatrieme classe se nomme mélanomes lentigineux des extrémités
et est caractérisée par son apparition, comme son nom I’indique, au niveau des
extrémités (paume des mains, plante des pieds, pourtour ou lit de I’ongle) (Forman, et
al., 2008; Hsieh, et al., 2009). Ce dernier type de mélanome est le plus fréquent dans la
population a peau foncée alors qu’il représente moins de 5% des cas de mélanomes dans
la population caucasienne (Coleman, et al., 1980). Finalement, plusieurs scientifiques
croient que le fait de classer les mélanomes selon des groupes est inapproprié¢ puisqu’il

n’y a rien de véritablement tangible les reliant au plan moléculaire; selon eux, chaque
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mélanome devrait étre, s’il ne peut plus étre excisé par chirurgie, trait¢ de maniere

spécifique (Ackerman, 1980; Forman, et al., 2008; Hurt, 2008).
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Les génes de susceptibilité dans les mélanomes

Le géne CDKN2A (inhibiteur de kinase cycline-dépendante 2A) est un géne d’une
grande importance dans la prédisposition et dans la pathogenése des mélanomes (Bisio,

CDKN2A
6

et al., 2010; Palmieri, et al., 2009). Ce géne encode deux protéines, pl et

pl4“PKN2A (yia Tutilisation d’exons différents) (Quelle, et al., 1995). La protéine

p16“P*N*A inhibe Dactivité du complexe CDK4 dont la fonction est de stimuler la
progression du cycle cellulaire via la phosphorylation de la protéine RB
(rétinoblastome) (Nelson & Tsao, 2009). La phosphorylation de RB permet entre autres
I’action du facteur de transcription E2F stimulant la synthése de protéines nécessaires a
la division (Harbour & Dean, 2000). La protéine pl4“®*™*A quant a elle, stabilise p53

en interagissant avec MDM2 qui promeut la dégradation de p53 par ubiquitination

(Stott, et al., 1998).

CDKN24 a été désigné comme un géne de susceptibilité & haute pénétrance en ce
qui a trait aux mélanomes (Goldstein, et al., 2005) et le degré de pénétrance est
influencé par I’exposition aux rayons UV (Chaudru, et al., 2004). En effet, des
mutations de CDKN2A sont retrouvées chez 20 a 50% des familles empreintes a avoir
des mélanomes, familles auxquelles il est bien évidemment conseillé de ne pas trop
prendre de bains de soleil (Bisio, et al., 2010). Malheureusement pour la recherche de
traitements, les mutations dans ce géne ne sont présentent que dans 0,2 a 2% des cas de
mélanomes de forme sporadique, ce qui n’en fait pas une cible prioritaire (Begg, et al.,

2005; Orlow, et al., 2007).
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Le second géne de susceptibilit¢ aux mélanomes est celui codant pour CDK4

. . o . : CDKN2A : s
qui, tel que dit précédemment, interagit avec pl6 . Cependant, bien qu’une
mutation dans celui-ci ait, comme pour CDKN2A, une haute pénétrance, moins de 18

familles porteuses d’une telle mutation ont été identifiées (Meyle & Guldberg, 2009).
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Les mutations acquises dans les mélanomes

La progression pour passer d’un mélanocyte normal et fonctionnel a un
mélanome métastatique est le résultat d’une combinaison de sur/sous régulations de
diverses protéines impliquées dans une multitude de voies moléculaires. Aussi, cette
transformation graduelle est probablement 1’effet d’une accumulation séquentielle
d’altérations génétiques et moléculaires (Wolchok & Saenger, 2007). Or, lesdites
altérations sont encore trés peu connues, touchant a plusieurs genes et voies
métaboliques (Palmieri, et al., 2009). Voici un apergu des modifications dans les deux
voies connues comme capitales dans les MM a ce jour : les MAPK (« mitogen-activated

protein kinases ») et PI3K (« phospho-inositide-3-kinase »).

MAPK

Chez les mammiferes, trois genes RAF hautement conservés sont connus :
ARAF, BRAF et CRAF. Toutes les protéines codées par ces genes sont aptes a activer la
voie des MAPK (Kumagai, Namba, et al., 2006; Pritchard, et al., 1995). Or, des
mutations dans ARAF et CRAF sont rares dans les cancers, alors que celles touchant a
BRAF sont communes (Emuss, et al., 2005; Lee, et al., 2005). Cela s’expliquerait en
partie a ce que I’activation oncogénique de ARAF et CRAF nécessite la coexistence de
deux mutations alors que [’activation oncogénique de BRAF n’en nécessite qu’une
(Beeram, et al., 2005). En effet, I’activité de BRAF est complétement inductible par Ras
(abréviation de « Rat sarcoma »), alors que ’activation d’ARAF et CRAF est faite par
Ras et par Src (abréviation de « sarcoma ») et est nécessaire sur deux sites différents
(Beeram, et al., 2005; Marais, et al., 1997). Aussi, la mutation dans BRAF est, dans

environ 90% des cas, une substitution de la valine en position 600 avec un acide
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glutamique (V600E) (Davies, et al., 2002). Pour ce qui a trait plus spécifiquement aux
mélanomes, BRAF y est d’une importance majeure, étant muté dans environ 50% des

cas (Palmieri, et al., 2007).

En activant la voie des MAPK, la sur-activation de BRAF méne a une croissance
aberrante des mélanomes en surexprimant la cycline D1 (importante au passage de la

phase G1 a la phase S) et en supprimant p27<""

, une protéine inhibant normalement les
CDKs (Fedorenko, et al., 2011). En paralléle, BRAF aurait un réle anti-apoptotique en
induisant la dégradation par le protéasome de la protéine BIM par la phosphorylation de
cette derniere (Cartlidge, et al., 2008). La capacité¢ des mélanomes a étre invasifs a aussi
été attribuée a une augmentation de I’expression du récepteur de I’intégrine B3

(importante dans I’adhésion au collagene dermique), le tout étant causé par une sur-

activation de la voie des MAPKSs (Smalley, 2003).

Le geéne codant pour le récepteur de ’hormone mélanotrope (MSHR), MCIR,
agit plus en aval dans la voie de BRAF en régulant les niveaux intracellulaires de cAMP
(adénosine monophosphate cyclique) (Beaumont, et al., 2007). Ce gene est extrémement
polymorphique dans les populations caucasiennes, étant I’un des piliers génétiques
déterminant la pigmentation de la peau (Scherer & Kumar, 2010). Des variations de ce
gene ont été associées a des risques accrus de contracter des mélanomes et le réle de
BRAF dans les mélanomes pourrait, en partie, s’expliquer par un effet sur MSHR

(Raimondi, et al., 2008).

NRAS, un géne muté dans approximativement 15% des mélanomes cutanés,
b

active lui aussi (en amont de BRAF) la voie des MAPK (Curtin, et al., 2005). Puisque
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NRAS et BRAF ont une fonction oncogénique redondante, les mélanomes ont trés

rarement des mutations concomitantes dans ces deux geénes (Sensi, et al., 2006).

Une prévalence ¢élevée de la forme oncogénique de BRAF a été rapportée dans
les formes avancées de mélanomes (généralement lorsqu’il y a croissance verticale) et
pas ou tres peu lorsqu’il y a uniquement croissance horizontale; cela tend a démontrer
que BRAF n’est pas un acteur majeur dans le développement initial de la tumeur (Dong,
et al., 2003; Greene, et al., 2009). De plus, les mutations de BRAF sont rares dans les
mélanomes reliés & une exposition prolongée aux rayons UV alors qu’elles sont
fréquentes dans ceux de régions non exposées de maniere chronique (Rivers, 2004). Ces
résultats semblent indiquer que la protéine BRAF est importante pour la progression
tardive de la maladie, mais qu’elle n’est pas nécessaire a I’accumulation de mutations

dues a une exposition aux rayons UV (Palmieri, et al., 2009).

Finalement, puisque les mutations de BRAF touchent un pourcentage majeur de
mélanomes, il est certain qu’il s’agit d’une cible thérapeutique intéressante (Shepherd, et
al., 2010). Ainsi, de nombreux essais cliniques consistant a utiliser des inhibiteurs de
BRAF sur des patients ayant une mutation en V60OE ont lieu en ce moment (Hong &
Hong, 2011). Or, il y a plusieurs problémes liés a I’utilisation de ces inhibiteurs. Ainsi,
tous les inhibiteurs de BRAF évalués jusqu’ici induisaient une croissance de lésions
spinocellulaires devant étre enlevées par chirurgie tout au long du traitement; il
semblerait donc que I’inhibiteur ait un effet diamétralement opposé a ce qui est anticipé
au niveau des cellules non transformées (Bollag, et al., 2010; Flaherty, et al., 2010).
Aussi, si la réponse initiale a I’inhibiteur est souvent excellente, touchant un bon

pourcentage de patients (par exemple, 77% pour le GSK2118436) et engendrant une



36

certaine régression des tumeurs, il faut généralement de 8 a 12 mois pour que la tumeur

développe une résistance et qu’elle prolifére a nouveau (Fedorenko, et al., 2011; Hersey,

etal., 2011; Hong & Hong, 2011).

<TEa>
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Figure 3. Les voies de signalisation PI3K et MAPK dans les mélanomes

Adapté de Madhunapantula, S. V., & Robertson, G. P. (2009). The PTEN-AKT3 signaling cascade as a therapeutic target in melanoma. Pigment
Cell & Melanoma Research, 22(4), 400-419.doi:10.1111/j.1755-148X.2009.00585.x

PI3K

Une des protéines clés de la voie PI3K dans les mélanomes (voir figure 3) est la
protéine PTEN (« phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10 »). 1l
s’agit d’un suppresseur de tumeurs majeur dont les roles sont, entre autres, de réguler la
division, la migration et I’expansion cellulaires ainsi que 1’apoptose (Li, et al., 1997;

Yamada & Araki, 2001). PTEN a au moins deux fonctions biochimiques : une action de
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protéine-phosphatase et une autre de lipide-phosphatase. Son activité protéine-
phosphatase se résume principalement a la déphosphorylation de FAK ou kinase
d’adhésion focale (régulant I’adhésion, 1’expansion et la migration cellulaires) (Tamura,
et al., 1999) ainsi qu’a inhiber partiellement la voie MAPK (Li & Ross, 2007). Or, c’est
généralement D’activité de lipide-phosphatase qui est considérée comme la fonction
majeure de cette protéine (Waite & Eng, 2002). Ce rdle consiste a enlever un
groupement phosphate a PIP3 (phosphatidyl-inositol 3,4,5-triphosphate), empéchant
ainsi PIP3 de phosphoryler des protéines effectrices (Madhunapantula & Robertson,
2009). Parmi ces protéines effectrices, la plus étudiée est sans aucun doute Akt. Ainsi,
I’inactivation de PTEN ameéne a un degré de phosphorylation majeur d’Akt, ce qui est

souvent caractéristique des cancers (Dahia, et al., 1999).

Bien que les mutations de PTEN soient assez rares (entre 10 et 20%) dans les
mélanomes primaires (Tsao, et al., 1998; Yin & Shen, 2008), 1’activité de PTEN est tres
souvent compromise dans les mélanomes. En effet, la perte du chromosome 10, qui
contient le géne PTEN, a été rapporté dans plusieurs cancers, dont dans 30-60% des
mélanomes non reliés a 1’hérédité (Stahl, et al., 2003). De plus, un mécanisme efficace
pour contrer I’expression d’un gene, soit la méthylation des promoteurs de PTEN,
s’éleve a 60% des mélanomes cutanés dans une expérience ayant eu recours a un
¢chantillonnage de 200 patients (Lahtz, et al., 2009). Aussi, si les études mutationnelles
et épigénétiques sont considérées globalement, I’inactivation fonctionnelle de PTEN est
probablement impliquée dans 77% des mélanomes non-familiaux (Boni, et al., 1998;

Saida, 2001; Zhou, et al., 2000).
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Mais PTEN n’est pas le seul acteur dans la voie des PI3K a étre dérégulé dans
les mélanomes. A cet effet, des mutations dans le géne codant pour PIK3 amenant une
activation constitutive d’Akt sont assez rares, mais non négligeables (5% des cas de

mélanomes) (Ombholt, et al., 2006).

De méme, Akt semble contribuer a cette voie d’'une manicre particuliére. La
famille des protéines Akt est constituée de trois kinases, Aktl, Akt2 et Akt3. Ces
isoformes partagent plus de 80% d’homologie au niveau de leurs acides aminés (Testa
& Bellacosa, 2001). Aussi, Aktl et Akt2 sont généralement exprimés de manicre
ubiquitaire dans tous les tissus normaux, comparativement a Akt3 dont I’expression est
plus spécifique (Bellacosa, et al., 2004; Brazil, et al., 2002). Or, I’expression d’un
isoforme d’Akt ne semble pas nécessairement liée a ’activité de ce dernier, cela
dépendant davantage des divers signaux intracellulaires (Stahl, et al., 2004; Testa &
Bellacosa, 2001). Ainsi, la forme Akt3 est sans aucun doute la forme la plus activée
dans les mélanomes et une augmentation de cette activation semble aller de pair avec le
développement de la tumeur (Stahl, et al., 2004). Corollairement, ’activité d’Akt3 se
multiplie par 60-70% dans des mélanomes (en comparaison des mélanocytes) (Dhawan,
et al., 2002; Stahl, et al., 2004). La raison expliquant pourquoi Akt3 et non les autres
isoformes sont davantage activés dans les mélanomes n’est cependant pas encore
connue a ce jour (Madhunapantula & Robertson, 2009). Il a aussi été découvert qu’entre
40 et 60% des mélanomes avaient une copie additionnelle du locus Akt3 (Palmieri, et
al., 2009) alors qu’aucun gain de copie d’Aktl et Akt2 n’a encore été répertorié

(Bastian, et al., 1998). Finalement, il existe aussi une mutation d’Akt3 assez rare (4%
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des mélanomes) qui active cette protéine de manicre constitutionnelle, étant recrutée a la

membrane indépendamment de PI3K (Davies, et al., 2008).

Méme s’il y a une préférence pour ’activation d’Akt3 dans les mélanomes, les
substrats des différents isoformes d’Akt semblent étre les mémes (Madhunapantula &
Robertson, 2009). L’activation d’Akt peut se faire via deux sites de phosphorylation,
soit la thréonine 305 ainsi que la sérine 472. Or, pour qu’Akt soit activé de maniere
maximale (pouvant concrétiser toutes ses fonctions connues), il doit étre phosphorylé a
la sérine 472 (Alessi, et al., 1996). Les cibles d’ Akt sont nombreuses et il ne sera ici
allusion qu’a quelques-unes de celles-ci. D’abord, un des rdéles majeur d’Akt
phosphorylé est d’aller contrer I’apoptose. Ainsi, BAD (protéine pro-apoptotique de la
famille Bcl-2) (Datta, et al., 1999), la caspase-9 (Cardone, et al., 1998) et MDM?2
(Gottlieb, et al., 2002; Mayo & Donner, 2001) seront inactivées par Akt. IkB, lorsque
phosphorylé par Akt, est dégradé, permettant ainsi a NF-xB d’aller activer des genes
pro-survie (Dhawan, et al., 2002). En addition, Akt augmente 1’activité des télomérases
en allant phosphoryler hTERT (transcriptase inverse de la télomérase humaine) (Kang,
et al., 1999). De plus, Racl, une GTPase de la famille Rho contrdlant entre autres la
croissance cellulaire et la réorganisation du cytosquelette, est aussi une cible d’Akt
(Kwon, et al., 2000; Ridley, 2006). En outre, Akt phosphoryle GSK3a et GSK3p, ce qui

inhibe leur activité et promeut la prolifération cellulaire en stabilisant la cycline D1.

Bien que présente dans les mélanomes malins, une activation d’Akt a aussi
souvent été détectée dans des navus bénins (grains de beauté) de méme que dans des
mélanomes primaires (Slipicevic, et al., 2005). Pareillement, PTEN est généralement

perdu tot dans le développement des mélanomes, supportant I’hypothése qu’il joue un
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role de I’initiation jusqu’a la forme de métastase (Madhunapantula & Robertson, 2009).
Ces deux derniers faits portent a croire qu’inhiber la voie PI3K pourrait avoir un
potentiel curatif. En parallele a cela, une expression ectopique de la protéine PTEN a
inhibé I’invasion et induit 1’apoptose dans des mélanomes (Stahl, et al., 2003; Stewart,
et al.,, 2002). Ainsi, des inhibiteurs de la voie PI3K (dont des inhibiteurs de la
phosphorylation d’Akt) commencent aujourd’hui a voir le jour. Les objectifs de tels
inhibiteurs est d’induire 1’apoptose et la régression de la cellule et/ou de rendre la cellule
plus sensible a divers agents chimiothérapeutiques (Hollander, et al., 2011). Aussi, bien
que les tests ne soient pas aussi avancés que ceux des inhibiteurs de BRAF, les résultats
semblent prometteurs. Un inhibiteur allostérique d’Akt, MK2206 (ou MK-2206),
apparait particuliérement efficace (bien qu’il ne soit qu’en phase II clinique) (Hirai, et

al., 2010; Hollander, et al., 2011).

Finalement, certains mélanomes traités avec un inhibiteur de BRAF sont
résistants s’ils ont initialement ou développent au cours du traitement une déficience en
PTEN (Paraiso, et al., 2011; Xing, et al., 2011). D’ailleurs, PTEN et Akt sont de plus en
plus considérés comme des cibles thérapeutiques communes incontournables, bien qu’il
faille bien doser les risques d’influencer des voies influengant un aussi grand nombre de
réactions physiologiques (Jiang & Liu, 2009; Madhunapantula & Robertson, 2009;

Paraiso, et al., 2011).
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Les mélanomes et la NER

I1 est tentant de penser que les mélanomes, dont 1’incidence est principalement
reliée a D’exposition aux rayons UV, pourraient développer une déficience en NER
(étant la voie de réparation principale des 1ésions causées par les rayons UV) au cours de
leur transformation (Fernandez, et al., 2011). Ce lien irait de pair avec le fait que les
patients atteints de la maladie XP sont fortement empreints au développement de ce type
de néoplasie (Udayakumar & Tsao, 2009). Cependant, la majorit¢ des articles
scientifiques jusqu’ici publiés n’ont pas trouvé de déficience en NER dans les
mélanomes (Fernandez, et al., 2011; Gaddameedhi, et al., 2010; Xu, et al., 2000). Or, les
auteurs d’un article ayant jugé qu’il n’y avait pas de différence entre I’efficacité de la
NER des mélanomes et des mélanocytes ont tout de méme soulignés qu’il s’agissait 1a
d’un paradoxe (Fernandez, et al., 2011). En guise de contradiction a ces résultats, un
laboratoire, se basant sur un échantillonnage de 312 patients atteints de MM et de 324
individus dépourvus de cancer, a découvert que la capacité de réparation de I’ADN était
un peu, mais significativement, moindre dans les mélanomes que dans les mélanocytes
apres leur exposition aux rayons UV (Wei, et al., 2003). Il est aussi important de
souligner qu’aucun des groupes ici cit¢é n’a analysé la capacit¢ de la NER des

mélanomes en fonction du cycle cellulaire.

Il est aussi possible de se pencher sur de potentielles mutations dans les MM a
savoir si elles ont un effet sur la NER ou non. Ainsi, la voie des MAPK ne semble pas
impliquée dans la réparation des 6-4PPs et des CPDs selon des recherches ayant eu lieu
précédemment dans notre laboratoire (Rouget, et al., 2008) et ce, dans toutes les phases

du cycle cellulaire (résultats non publiés). Aussi, des mélanomes comportant des
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mutations connues des genes BRAF et RAS ont été jugés comme n’ayant pas de
déficience en NER (bien que le cycle cellulaire n’était pas ici pris en considération)
(Gaddameedhi, et al., 2010). De méme, BRAF étant peu enclin a jouer un rdle dans le
développement initial des mélanomes (Greene, et al., 2009) et n’apparaissant que
rarement dans des régions exposées de maniere chronique au soleil (Rivers, 2004), il

s’expliquerait difficilement qu’il influe sur la NER.

Quant a PTEN et Akt, la chose est assez floue en ce qui touche a la NER. En
effet, ’activation d’Akt ménerait a la phosphorylation et a la monoubiquitination de
Chk1 et ainsi a sa séquestration dans le cytoplasme (Puc, et al., 2005), a de I'instabilité
génomique, a des bris double brin et, ultimement, au cancer (Puc & Parsons, 2005; Yin
& Shen, 2008). Or, il n’est pas encore connu si Chkl joue un role dans la NER et,
sachant qu’il s’agit d’un substrat d’ATR qui lui, régule la NER, ce n’est pas
compleétement impossible (Auclair, et al., 2008). En parallele, Akt a été démontré
comme phosphorylant TopBP1 in vitro et in vivo au site Serl1159, empéchant
probablement TopBP1 d’aller activer ATR (le domaine d’activation d’ATR se situant
entre les résidus 978 et 1286 de TopBP1), ce qui pourrait potentiellement nuire a la NER

(Liu, et al., 2006; Pedram, et al., 2009).



Hypothéses et objectifs

Nous suggérons qu’une proportion significative de lignées de mélanomes malins
présente une déficience de la GG-NER en phase S et que cela soit une caractéristique les
différenciant des lignées de mélanocytes primaires. Cette déficience serait imputable a
une diminution de I’activit¢ de la kinase ATR. De plus, nous proposons qu’un ou
plusieurs geéne(s) souvent muté(s) et/ou dont ’expression est fréquemment perturbée
dans les MM puisse jouer un role dans la GG-NER en phase S par son role de régulateur

sur ATR.
Afin de vérifier de telles hypothéses, nos objectifs sont les subséquents:

- Mesurer ’efficacité de la GG-NER en fonction du cycle cellulaire dans différentes
lignées de mélanomes malins et de mélanocytes primaires en utilisant la technique par

cytométrie de flux développée dans notre laboratoire.

- Développer une technique adéquate et utiliser cette derniére dans le but de mesurer
I’induction de la phosphorylation de H2AX dans les différentes lignées de mélanomes

apres exposition aux UV.

- Vérifier si le niveau d’induction de la phosphorylation de H2AX correle avec

I’efficacité de la GG-NER en phase S.

- Vérifier, a ’aide des résultats antérieurs, si le statut d’une ou plusieurs protéines dont
’action est fréquemment perturbée dans les mélanomes peut corréler avec la capacité de

la GG-NER en phase S.
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- Si une ou plusieurs protéines potentielles sont identifiées, effectuer des expériences a
savoir si la restauration d’un statut normal dans une lignée mutante ou I’inverse dans
une lignée dont I’activité de ladite protéine est normale peut influencer la capacité de la
GG-NER et I’induction de la phosphorylation de YH2AX (a ’aide des techniques de

cytométrie de flux citées plus haut).



Matériel et méthodes

Culture cellulaire :

Les cellules de mélanomes de la collection Wistar et de mélanocytes primaires
ont été obtenues de I’Institut Coriell. Les lignées de mélanomes ont été cultivées dans du
milieu EMEM (Wisent) enrichi de 15% FBS (sérum de veau feetal), de L-glutamine, de
vitamines, d’acides aminés essentiels et non essentiels et d’antibiotiques (Invitrogen).
Les lignées de mélanocytes primaires ont été cultivées dans du milieu 254 (Invitrogen)
auquel était ajouté le supplément pour croissance de mélanocytes humains ou HMGS
(Invitrogen) et des antibiotiques. Les cellules F02-98 et 1BR ont été gracieusement
données par le Dr. P. Jeggo (University of Sussex) et cultivées dans le méme milieu que
les mélanomes. Les cellules PT67 ont été obtenues de Clontech et cultivées dans du

DMEM (Invitrogen) supplémenté avec 10% de FBS et des antibiotiques (Invitrogen).

Finalement, la lignée de cancer du sein MDA-MB-468 et les cellules HeLa ont
¢été¢ aimablement fournies par le Dr. El Bachir Affar (Université de Montréal). La lignée
de cellules MDA-MB-468 a été cultivée dans un milieu 2 Ham’s F12 et /2 EMEM
(Invitrogen), le tout supplémenté avec 15% de FBS et des antibiotiques (Invitrogen)
alors que les cellules HeLa ont été cultivées dans du DMEM (Invitrogen) auquel 10% de
FBS et des antibiotiques (Invitrogen) ont été ajoutés. Toutes les lignées ont été incubées

a 37°C en présence de 5% de COs,.
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Conditions d’irradiation

Les cellules ont été trypsinisées, puis transférées sur des pétris de 60mm le jour
avant I’irradiation en vue d’obtenir environ 750 000 cellules (pour la mesure de la GG-
NER) ou 1000 000 cellules (pour la mesure de I’induction de YH2AX) par pétri le
lendemain. Les cellules ont ensuite été rincées une fois avec du PBS (tampon phosphate
salin), puis ont été exposées a une dose de 15 J/m2 et a une fluence de 0,1 J/m*/s (soit

pour 2 minutes 30 secondes) a I’aide d’une lame germicide (254 nm) Philips G25TS.
Mesure de la capacité de la réparation des 6-4PPs en fonction du cycle cellulaire

Suite a I’irradiation des cellules, le PBS les recouvrant a été enlevé et remplacé
par du milieu et le pétri a été incubé a 37°C pour le temps correspondant. Apres
I’incubation, les cellules ont été rincées avec du PBS puis trypsinisées. Les cellules ainsi
détachées ont été recueillies dans 1 mL de PBS. Suite a cela, 3 mL d’éthanol anhydre
froid ont été ajoutés aux cellules en suspension et le tout a été placé a -20°C pour un
minimum de 12 heures. Pour contréles, certaines cellules n’ont pas été irradiées afin de
connaitre le bruit de fond des anticorps alors que d’autres ont été trypsinisées tout de
suite apres irradiation pour quantifier la fluorescence maximale lorsqu’aucun dommage

n’est réparé.

Aprées ’incubation a -20°C, les cellules ont été resuspendues dans une solution
aqueuse comportant 0,2N d’acide chlorydrique et 0,5% de Triton-X-100 pour une
période de 5 minutes en vue de perméabiliser les membranes. Aprés avoir rincé une fois
avec du PBS, les cellules ont été resuspendues dans 0,5 mL d’une solution de PBS avec

100 pg/mL d’ARNase A pendant 45 minutes a 37°C. Ensuite, les cellules ont été
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rincées avec du PBS-TB (PBS comportant 1% d’albumine de sérum de bovin et 0,25%
de Tween-20) et resuspendues dans 0,35 mL d’une solution de PBS-TB contenant des
anticorps anti-6-4PP murins (Kamiya Biomedical) dilués 1/1000 pour 1 heure 30
minutes a température ambiante. Subséquemment, les cellules ont été rincées avec du
PBS-TB et resuspendues dans 0,35 mL d’une solution de PBS-TB contenant des
anticorps anti-souris liés au FITC (Sigma) dilués 1/200 pour 1 heure sans étre exposées
a la lumiere et a température piece. Apres un dernier ringage au PBS, les cellules ont été
resuspendues dans 0,35 mL d’une solution de PBS a laquelle ont été ajoutés 5 g/mL
d’iodure de propidium (PI; Molecular Probe) avant d’étre incubées a température piece
pendant 30 minutes. Toutes les centrifugations entre les resuspensions avaient lieu a
approximativement 500g. Les cellules ont ensuite été analysées par cytométrie de flux

dans un appareil FACScan ou FACSCalibur (BD).

Le traitement des résultats obtenus s’est ensuite fait a I’aide du logiciel FlowJo,
permettant de différencier les cellules selon le cycle cellulaire (PI) et I’intensité du
signal reflétant la quantité de 6-4PPs. Le pourcentage de réparation des 6-4PPs en
fonction du cycle cellulaire a été obtenu en soustrayant I’intensité du bruit de fond
(cellules non irradiées) des intensités de fluorescence obtenues pour chaque condition et
en mettant le tout en rapport avec I’intensité de fluorescence des cellules irradiées et
trypsinisées sur-le-champ (Oh d’incubation). Ainsi, pour résumer le tout sous forme de
formule : % de réparation = % [(I.F.on — L.F. Bruit de fond) - (IL.LF.uv — L.F. Bruit de fond)]/ (I.F.on
— L.F. Bruit de fond)- OU « LF. » correspond a I’intensité de fluorescence, « Oh », au contrdle
trypsinisé immédiatement apres exposition aux UV et « UV », a I’échantillon irradié et

recueilli au temps voulu. Pour obtenir le pourcentage de 6-4PPs résiduels, le
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pourcentage de réparation était soustrait a 100%. Toutes les mesures d’intensité
représentaient une moyenne géométrique de triplicatas constituant des expériences

indépendantes.

Détection de I’'induction de YH2AX

Suite a I’irradiation des cellules, le PBS les recouvrant a été enlevé et remplacé
par du milieu et le pétri a été incubé pendant 1 heure a 37°C. Apres I’incubation, les
cellules ont été rincées avec du PBS puis ont été trypsinisées. Les cellules ainsi
détachées ont été recueillies dans 3 mL de solution de PBS auxquels était ajouté 0.5
mg/mL d’inhibiteur de trypsine a base de soya (Invitrogen). Apres un lavage au PBS, les
cellules étaient resuspendues dans 3 mL d’une solution aqueuse froide a base de PBS
comportant 1% de formaldéhyde et incubées pendant 15 minutes sur glace. Suite a un
lavage au PBS, les cellules étaient resuspendues dans 3 mL d’une solution froide
d’éthanol 75% et le tout a été placé a -20°C pour un minimum de 2 heures et un
maximum de deux semaines. Pour controles, certaines cellules n’ont pas été irradiées

afin de mesurer le niveau basal de phosphorylation de H2AX.

Aprés I’incubation a -20°C, les cellules ont été lavées avec une solution PBS-
Triton-BSA (0,25% Triton-X-100 et 1% BSA dans du PBS) et resuspendues dans 0,2
mL d’une solution de PBS-Triton-BSA comportant des anticorps anti-yH2AX phospho
S139 murins (Millipore) dilués 1/200; les cellules ont alors été incubées a 4°C pour
environ douze heures. Suivant cela, les cellules ont été rincées avec du PBS-Triton-BSA
et resuspendues dans une solution de PBS-Triton-BSA contenant des anticorps anti-

souris liés au FITC (Sigma) dilués 1/100 pour 1 heure sans exposition a la lumicre et a
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température picce. Aprés un ultime ringage au PBS, les cellules ont été resuspendues
dans 0,35 mL d’une solution de PBS a laquelle ont été ajoutés 5 g/mL de PI (Molecular
Probe) ainsi que 100 pg/mL d’ARNase A avant d’étre incubées a température piece
pendant 30 minutes. Toutes les centrifugations entre les resuspensions avaient lieu a
environ 500g. Les cellules ont ensuite été analysées par cytométrie de flux dans un

appareil FACScan ou FACSCalibur (BD).

Le traitement des résultats obtenus s’est ensuite fait a I’aide du logiciel FlowJo,
permettant de différencier les cellules selon le cycle cellulaire (PI) et I’intensité du
signal reflétant la phosphorylation de H2AX. L’induction de la phosphorylation de
H2AX en phase S a ét¢ obtenue en divisant I’intensité de fluorescence des cellules
irradiées par I’intensité de fluorescence des cellules non irradiées. Pour illustrer le tout
sous forme de formule : Induction relative de fluorescence = I.Firadic / I.F.non irradic OU
« LF. » correspond a I’intensité de fluorescence, « irradié », a I’échantillon exposé aux
UV et «non irradié », a I’échantillon non irradié. Toutes les mesures d’intensité
représentaient une moyenne géométrique de triplicatas constituant des expériences

indépendantes.

Extraction et détection de protéines (immunobuvardages) :

Avant d’extraire les protéines pour mesurer les niveaux constitutifs de
phosphorylation d’Akt, les cellules étaient préalablement cultivées dans un milieu sans
sérum pour 24 heures. Les extractions protéiques ont été faites en trypsinisant (et en
ringant avec du milieu, suivi de PBS) ou en grattant les cellules d’intérét, en les

resuspendant dans une solution de RIPA contenant un inhibiteur de protéases (Sigma),
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100 mM NaF, 0,5 mM vanadate de sodium, I mM PMSF et 1 mM phosphate B-glycérol
afin d’inhiber I’activité des phosphatases et en incubant le tout 15 minutes sur glace.
Apres coup, les échantillons étaient soniqués, centrifugés a vitesse maximale (plus de
15 000 g) et le surnageant était recueilli. La concentration protéique des échantillons a
été¢ mesurée via un kit BCA (Pierce) ainsi qu’un lecteur de microplaques Biotek Elx808.
Les anticorps primaires utilisés étaient un anti-PTEN de lapin (Cell signaling) 1/1000,
un anti-P-Akt de lapin (Cell signaling) 1/1000 ainsi qu’un anti-actine C-11 de cheévre
(Santa Cruz Biotechnology) 1/1000. Les anticorps secondaires utilisés (Santa Cruz
Biotechnology) étaient un anti-lapin et un anti-chévre (1/5000). Le kit de détection ECL
Plus (Amersham), un appareil Fujifilm LAS-4000 ou ImageQuant LAS4000 (GE
Healtcare) de méme que le logiciel GIMP ont enfin permis d’analyser les

immunobuvardages.

Transfection d’ARN interférent :

La veille de la transfection (minimum 18 heures avant), les cellules étaient
trypsinisées et ensemencées dans 2,5 mL de milieu sans antibiotique sur des pétris de 60
mm en vue d’obtenir 50-75% de confluence le lendemain. Le jour de la transfection, 10
pL de TransIT-TKO (Mirus) étaient ajoutés a 0,5 mL d’Opti-MEM (Invitrogen) et le
tout était incubé pendant 5 minutes a température picce. Ensuite, 100 nM d’ARN
interférent (ARNi) Smartpool ou d’ARNi controle (Dharmacon) étaient ajoutés a la
solution, ce qui était suivi d’'une incubation de 15 minutes a température ambiante le
temps que les complexes se forment. Ce mélange était par la suite ajouté dans le pétri

d’intérét et s’ensuivait une incubation de 24 heures a 37°C. Apres ces 24 heures, une
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seconde transfection avait lieu et, 48 heures aprés cette derniére, les cellules étaient

utilisées pour les expériences voulues.

Production de rétrovirus et infection de cellules cibles :

Les cellules PT67 ont été trypsinisées et ensemencées dans 2,5 mL de milieu sans
antibiotique a environ 60% de confluence la veille de la transfection. Le jour de la
transfection, 25 pL de lipofectamine et 10ug d’un des plasmides pBabe-puro (PTEN,
PTEN C124S, PTEN G129E, vecteur vide; Addgene) ont été ajoutés a 0,5 mL d’Opti-
MEM. Cette solution a été incubée 25 minutes a température piece et ensuite ajoutée
aux cellules. 24 heures apres la transfection, les cellules PT67 ont été trypsinisées,
ensemencées 1/20 et sélectionnée avec de la puromycine (2pug/mL). 1 & 2 semaines
aprés le début de sélection, soit quand elles atteignaient 80-90% de confluence, le
surnageant des cellules PT67 transfectées était recueilli et filtré a 1’aide d’'une membrane
de PVDF de 0,45 um (afin d’éliminer les débris cellulaires) et était ensuite ajouté aux
cellules a infectées en présence de 6 pg/mL de polybréne. Les cellules MDA-MB-468 et
WM3248 ont été sélectionnées 24 heures suivant I’infection avec respectivement 0,25 et

0,5 pg/mL de puromycine pour générer des lignées stables.

Inhibiteurs pharmaceutiques :

L’inhibiteur de PTEN bpV(phen) a ¢ét¢é obtenu d’Alexis biochemicals
(maintenant Enzo Life Sciences) et I’inhibiteur de P-Akt MK2206 a été obtenu de
Selleck Chemicals. Les traitements avec ces produits nécessitaient d’étre ajoutés au
milieu dénué d’antibiotiques respectivement 30 minutes et 2 heures avant I’irradiation

ou I’extraction protéique et étaient maintenus dans le milieu pendant I’incubation post-
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irradiation. Les concentrations testées ont été situées entre 1 et 10 uM pour le
bpV(phen) et entre 0,01 et 10 uM pour le MK2206. Puisque ces composés sont solubles
dans du DMSQO, les controles ont été¢ incubés en présence de la méme quantité de ce

solvant et pour la méme période de temps dans un milieu sans antibiotique.



Résultats

Préambule

Les lignées de mélanomes obtenues dans le cadre des expériences subséquentes
proviennent de la collection de lignées Wistar. Ces lignées ont été passablement bien
caractérisées lors de leur isolation de méme que dans divers articles en ayant fait
I’utilisation. D’ailleurs, un résumé des informations disponibles ayant trait a 1’age et au
sexe du donneur, au site d’isolation, a la pathologie de méme qu’aux statuts de BRAF,

Ras et PTEN peut étre consulté en Annexe 1.
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La capacité de GG-NER dans les mélanocytes primaires

Trois lignées de mélanocytes primaires ont été analysées en ce qui a trait a leur
capacité a réparer les 6-4PPs suite a une irradiation aux UVC. Cette capacité a été
caractérisée selon le cycle cellulaire a ’aide d’une méthode développée dans notre

laboratoire (Auclair, et al., 2008) (voir matériel et méthodes).

Généralement, les profils de réparation des trois lignées semblent assez
homogenes. En effet, malgré I’incertitude importante liée aux résultats pour la lignée
GM22141 (la phase S étant associée a 16,6 + 12,6% de dommages restant), les lignées
réparent presque compleétement les 6-4PPs 6 heures aprés exposition aux UV et ce, en
toute les phases. Aussi, aucune phase n’a un degré de réparation significativement
différent que celui d’une autre et ce, dans toutes les lignées. Bref, cela tend a démontrer

que les mélanocytes primaires n’ont aucun défaut de réparation des 6-4PPs.
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Figure 4. Capacité de GG-NER en fonction du cycle cellulaire dans des lignées de
mélanocytes primaires humains. Les résultats indiqués représentent le pourcentage de 6-4PPs
2

n’étant pas réparés 6 heures apres exposition a 15J/m d’UVC dans trois lignées différentes de mélanocytes
primaires.
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La capacité de GG-NER dans les mélanomes malins

En utilisant le méme procédé que celui utilisé pour les mélanocytes (voir page
précédente et matériel et méthodes), il a été possible de déterminer la quantité de 6-4PPs

résiduels 6 heures aprés exposition 4 15J/m*> UVC pour les MM.

Au premier abord, il est indubitable que les lignées de mélanomes ont des
différences marquées entre elles en ce qui a trait a la capacité de réparation des 6-4PPs,
particulierement en phase S (voir figure 5 A). Ainsi, les lignées WM35, WMI1355 et
WM1341-D sont trés aptes a réparer les 1ésions ici concernées dans toutes les phases du
cycle cellulaire. Pour les autres lignées, elles sont, a divers degrés, significativement
(p<0,05) toutes déficientes en réparation en phase S en comparaison avec la réparation
ayant lieu en G1 et G2. Aussi, elles ont généralement plus de 50% de 6-4PPs n’étant pas
réparés en phase S 6 heures aprés exposition aux UV. Quelques lignées ont méme une
réparation des 6-4PPs en phase S presque totalement abolie (c’est le cas de WM3211,
WM3248, WM902B et WMI83B, qui ont plus de 80% de dommages résiduels).
Quelques lignées ayant une déficience en phase S ont une réparation plus lente (versus
la moyenne des trois lignées réparant) en phases G1 et G2, mais elles ont malgré tout
une capacité de réparation importante (elles réparent toutes entre 55 et 100% de leurs

dommages dans ces deux phases).

En bref, une majorité (13 sur 16) des lignées de mélanomes traitées comporte
une déficience de GG-NER en phase S (elles seront appelées lignées SPR-) et une
minorité répare adéquatement les dommages en toute phase du cycle cellulaire (ces

lignées seront appelées SPR+). Ainsi, une déficience spécifique de GG-NER en phase S
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semble étre caractéristique d’une majorité de MM. Les profils obtenus a la cytométrie de
flux (figure 5B) démontrent bien un tel schisme entre la phase S et les autres phases
dans une des lignées SPR- (WM983B) alors que les niveaux de réparation sont
semblables pour tout le cycle cellulaire dans la lignée SPR+ WM35. Ainsi, la GG-NER
en phase S semble un phénomene distinct de la GG-NER ayant lieu en phases G1 et G2

dans les mélanomes.
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Figure 5. Capacité de GG-NER en fonction du cycle cellulaire dans des lignées de
mélanomes malins humains. A. Les résultats indiqués représentent le pourcentage de 6-4PPs

n’étant pas réparés 6 heures aprés exposition a 15J/m2 d’UVC dans seize lignées différentes de mélanomes.
B. Profils de cytométrie de flux types d’une lignée ne réparant pas les 6-4PPs en phase S (WM983B) et
d’une autre réparant ces lésions (WM35) aprés exposition a 15J/m* d’UVC ou sans traitement. A titre
indicatif, des rectangles délimitant chacune des phases du cycle cellulaire ont été ajoutés sur le nuage de
points représentant la lignée WM983B immédiatement aprés exposition aux UV (Oh post-UV).
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L’induction de la phosphorylation de H2AX

Puisqu’un article émanant de notre laboratoire a démontré qu’une déficience en
ATR engendre une déficience de la GG-NER en phase S (Auclair, et al., 2008), nous
avons voulu mesurer 1’activation de cette kinase dans les mélanomes a savoir s’il y avait
un lien avec la déficience en réparation en phase S. En se basant en partie sur le
protocole utilisé dans notre laboratoire pour la mesure des 6-4PPs (Auclair, et al., 2008)
de méme que sur la littérature (Hanasoge & Ljungman, 2007), nous avons développé
une technique pour mesurer la phosphorylation de H2AX en fonction du cycle cellulaire
en utilisant la technologie de la cytométrie de flux (voir matériel et méthodes pour
davantage de détails). De maniere grossiere, 1’induction de la phosphorylation de H2AX
était mesurée par la comparaison entre des échantillons non irradiés et des échantillons
ayant eu le temps de récupérer 1 heure apres avoir été exposés aux UV. Le but ultime de
cette méthode est de mesurer I’activation d’ATR par voie indirecte puisque 1’induction

de YH2AX en est un bon rapporteur a court terme apres exposition aux UV.

Ainsi, puisqu’il s’agit d’une technique nouvellement développée, des essais sur
deux lignées controles ont été faits. A cet effet, I’induction relative d’une lignée de
fibroblastes provenant d’un patient atteint de la maladie de Seckel (F02-98, dont
I’activité d’ATR est déficiente) a été comparée a celle d’une lignée de fibroblastes dont
I’activit¢ d’ATR n’est pas perturbée (1BR) (O'Driscoll, et al., 2003). Tel qu’attendu,
cette expérience a démontré que les cellules F02-98 ont une induction beaucoup moins
prononcée (par plus de deux fois de différence) que les cellules 1BR (voir figure 6A et

6B), le tout allant en concordance avec la littérature (Hanasoge & Ljungman, 2007).
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Par ailleurs, afin de vérifier s’il y avait une différence entre les lignées de
mélanomes SPR- et SPR+ en ce qui a trait a I’activation d’ATR apres exposition aux
rayons UV, la technique de mesure de la phosphorylation de H2AX a ét¢ utilisée sur 10
mélanomes SPR- ainsi que sur les 3 mélanomes SPR+. Les résultats (voir figure 6B)
montrent que les lignées SPR-, considérées dans leur ensemble, induisent
significativement moins de phosphorylation de H2AX en phase S 1 heure apres
exposition aux rayons UV que les lignées SPR+ (elles aussi considérées dans leur
ensemble). Aussi, les lignées SPR+ présentent un niveau semblable d’induction a celui
des cellules 1BR, qui réparent les 6-4PPs en phase S de manicre efficace (Auclair, et al.,
2008). Du coté des lignées SPR-, I’expérience a pu mettre en relief une induction de
YH2AX en phase S se situant entre celles des cellules F02-98 et 1BR, sous-entendant
que ces lignées SPR- ne sont pas aussi déficientes dans ’activation d’ATR que les
cellules provenant d’un patient atteint du syndrome de Seckel, mais qu’elles sont tout de

méme moins efficaces que les cellules 1BR a cet effet.

En bref, s’il est considéré que I’'induction de YH2AX ici testée refléte bien
I’activit¢ d’ATR, les mélanomes déficients en GG-NER en phase S semblent étre
déficients dans ’activation de la protéine ATR en comparaison avec des mélanomes et

des fibroblastes ayant une GG-NER trés fonctionnelle en toute phase.
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Figure 6. Induction relative de YH2AX lors de la phase S. A. Nuage de points a deux
variables représentant I’induction relative (échantillon irradié versus non irradi¢) de YH2AX (S139) en
fonction du cycle cellulaire 1 heure aprés exposition 15J/m* d’UVC dans une lignée ATR+ (1BR) et une
lignée exprimant une kinase ATR peu fonctionnelle (F02-98). Les cellules de la phase S ayant été
considérées dans les courbes a la droite de la figure sont encadrées dans les nuages de points. Ces courbes
représentent le pourcentage de cellules en fonction des unités de fluorescence associées a YH2AX. B.
Représentation graphique de I’induction relative de yH2AX en phase S 1 heure aprés exposition a 15J/m’
d’UVC dans les lignées F02-98 et 1BR, 10 lignées SPR- et 3 SPR+. Les lignées SPR- sont (de bas en haut)
WM3211, WM3734, WM983B, WM1617,WM3248, WM902B, WMI1361A, WM278, WM2664 et
WMOI83A alors que les lignées SPR+ sont (de bas en haut) WM1341-D, WM35 et WM1366. *, p<0.05
associée a un test T de Student en ce qui a trait a la différence de I’induction de YH2AX moyenne en phase
S des lignées SPR- versus celles des lignées SPR+.
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L’expression de PTEN et la phosphorylation d’Akt dans les MM

Aprées analyse des statuts de différents génes fréquemment mutés dans les lignées
de MM utilisées (voir ’Annexe 1)et étant donné le potentiel d’Akt a jouer sur
I’activation d’ATR via TopBP1 (Liu, et al., 2006; Pedram, et al., 2009), nous avons
voulu savoir si le statut de PTEN pouvait étre reliée a la GG-NER en phase S. Ainsi, 12
lignées SPR- ainsi que les 3 lignées SPR+ ont été analysées par immunobuvardage (voir
matériel et méthodes) afin de connaitre leur niveau de phosphorylation d’Akt de méme
que leur niveau d’expression de PTEN. En ce qui a trait a la phosphorylation d’Akt, les
anticorps ¢taient spécifiques a la phosphorylation de la sérine 472. Le but de
I’expérience était principalement de voir s’il y avait une corrélation entre le fait qu’une

lignée répare ou non les 6-4PPs en phase S et le statut de la voie PI3K.

En premier lieu, 'immunobuvardage (voir figure 7) a mis en évidence la
déficience en PTEN déja connue dans la littérature (voir I’Annexe 1) dans les lignées
WM793B, WM1205Lu, WM266-4 et WM3248 qui ont, par conséquent, des niveaux de
phosphorylation d’Akt assez é€levés. Il est important de souligner que ’expression de
PTEN ne signifie pas nécessairement que la protéine est fonctionnelle; 1’activité étant
plutot rapportée par le niveau de phosphorylation d’Akt. Ainsi, toutes les lignées SPR +
(WM35, WMI1366 et WMI341-D) expriment une protéine PTEN qui semble
fonctionnelle en raison des niveaux de phosphorylation constitutifs d’Akt qui sont tres
bas pour les trois lignées. Dans les lignées SPR- autres que les quatre nommées en début
de paragraphe, les résultats ne sont pas aussi clairs. La lignée WM983B a un signal
associ¢ 2 PTEN moins intense que celui des deux lignées SPR+ (WM35 et WM1366)

présentes sur la méme membrane et un niveau de phosphorylation d’ Akt supérieur, mais
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ce méme niveau d’Akt phosphorylé est de beaucoup moindre a celui de WM793B.
Aussi, les lignées WM 1361 et WM1617, méme si elles n’ont pas de déficience en ce qui
concerne 1’expression de PTEN, ont un niveau de phosphorylation d’ Akt supérieur aux
lignées SPR+. Ainsi, les lignées WMO983B, WMI1361 et WMI1617 semblent
généralement avoir une voie PI3K plus active que celles des lignées SPR+. Pour les
autres lignées, malgré que les résultats ne soient pas facilement interprétables, quelques-
unes d’entre elles ont un niveau de phosphorylation d’ Akt semblable a celui des lignées

SPR+; sous-entendant que PTEN y soit fonctionnel.

Finalement, il apparait qu'une déficience en réparation des 6-4PPs puisse étre reliée a un
phénomene autre que la phosphorylation d’Akt étant donné les quelques lignées SPR-
qui ont un niveau constitutif comparable aux lignées SPR+. Aussi, il n’est pas possible
de conclure qu’une déficience en PTEN ameéne nécessairement a un phénotype SPR-,
mais rien de va dans le sens contraire. En effet, les lignées SPR+ ont ici été
exclusivement associées avec une protéine PTEN fonctionnelle alors que des lignées
SPR- ont été (pour au moins 7 lignées sur 12) associé¢es a une déficience de cette méme

protéine ou du moins a un niveau constitutif élevé de phosphorylation d’Akt.
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Figure 7. La phosphorylation d’Akt et ’expression de PTEN dans les lignées de
mélanomes. Immunobuvardage montrant le niveau de phosphorylation d’Akt (S472) et le niveau
d’expression de PTEN dans 15 lignées de mélanomes différentes. Les lignées ont aussi été identifiées en
fonction de leur statut de GG-NER en phase S (SPR) ou « + » correspond a une reparation efficace et « - »,
a une déficience.
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L’inhibition de PTEN dans diverses lignées SPR+

Afin de vérifier si ’inhibition de PTEN peut mener a une déficience en GG-
NER, nous avons utilis¢ I’inhibiteur de PTEN bpV(phen) sur la lignée de mélanocytes
GM22134 ainsi que par ARNi (Smartpool) visant PTEN sur deux lignées réparant

adéquatement les 6-4PPs en toutes phases: WM35 et HeLa.

En premier lieu, 'utilisation de bpV(phen) sur la lignée de mélanocytes
primaires GM22134 est justifiable de par ce que cette lignée ne semblait pas avoir une
diminution de I’expression de PTEN suite aux traitements a I’ARNi et qu’il était
important pour notre groupe de savoir si une diminution de I’activit¢ de PTEN pouvait
affecter la GG-NER dans une lignée non cancéreuse. Ainsi, aprés avoir exposé la lignée
GM22134 a différentes concentrations de I’inhibiteur (voir figure 8A), il a été décidé
que la réparation des 6-4PPs allait étre mesurée en présence de 2uM d’inhibiteur. En
effet, cette concentration induit la phosphorylation d’Akt et utiliser SuM d’inhibiteurs
ou davantage est cytotoxique selon les tests de croissance faits dans notre laboratoire
(résultats non montrés) de méme que la littérature (Lai, et al., 2007). L’expérience
mesurant la GG-NER sur la lignée GM22134 avec ou sans bpV(phen) (figure 8B) a
permis de constater que la présence du bpV(phen) induit une déficience de la réparation
des 6-4PPs en phase S comparativement aux phases G1 et G2. Aussi, un tel phénomeéne
n’est pas constaté lorsque la lignée est dans du milieu exempt de cet inhibiteur (figures 4

et 8B).

Ensuite, afin de valider les résultats obtenus avec le bpV(phen) et de jouir d’un

effet plus spécifique (puisque le bpV(phen) n’est pas que relié a ’inhibition de PTEN
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(Band, et al., 1997)), les lignées WM35 et Hela ont été transfectées avec un ARNi de
PTEN (figure 8C,D,E et F). Des immunobuvardages ont d’abord été effectués,
démontrant que la transfection des ARNi induisait bel et bien une sous-expression de
PTEN et une augmentation de la phosphorylation d’ Akt (voir figures 8C et D). Avec les
mémes cellules transfectées, des expériences ont été faites pour connaitre si les ARNi
utilisés influencaient la GG-NER en phase S de méme que I’induction de YH2AX via les
méthodes de cytométrie de flux précédemment expliquées. Pour ce qui est de la GG-
NER, les deux lignées, une fois PTEN sous-exprimé, ont démontré¢ une déficience en
réparation des 6-4PPs en phase S en comparaison avec les phases Gl et G2 alors
qu’aucune différence significative n’a été remarquée entre les différentes phases des
lignées traitées avec un ARNi controle (voir figure 8E). De méme, concernant
I’induction de YH2AX en phase S, celle-ci a été diminuée de manicre significative pour
les cellules traitées avec de I’ARNi de PTEN versus celles traitées avec un ARNi
contrble (voir figure 8F). Fait notable, I’induction de YH2AX dans les cellules HeLa est
trés importante en comparaison avec celle de la lignée WM35. Une telle induction avait

d’ailleurs déja été répertoriée dans la littérature (Halicka, et al., 2005).

Finalement, les résultats ici obtenus soutiennent que 1’inhibition de PTEN peut
engendrer une déficience de la GG-NER en phase S dans des cellules étant normalement
aptes a réparer les 6-4PPs en toute phase. Par ailleurs, I’inhibition de PTEN semble
mener a une baisse significative de 1’induction de YH2AX, et donc a une diminution de

Pactivité d’ATR.
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Figure 8. L’inhibition de PTEN dans des lignées SPR+. A. Immunobuvardage représentant
I’induction de la phosphorylation d’ Akt (S472) a différentes concentrations de bpV(phen) sur la lignée de
mélanocytes primaires GM22134 B. Les résultats indiqués représentent le pourcentage de 6-4PPs n’étant

pas réparés 6 heures aprés exposition a 15J/m2 d’UVC dans la lignée GM22134 en présence ou non de
2uM de bpV(phen). C. Immunobuvardage représentant I’effet d’un ARNi de PTEN sur I’expression de
PTEN et la phosphorylation d’Akt (S472) dans la lignée de melanome WM35. D. Idem qu’en C, mais
appliqélé a la lignée HeLa. E. Pourcentages de 6-4PPs n’étant pas réparés 6 heures apreés exposition a

15J/m d’UVC en fonction du cycle cellulaire dans les lignées WM35 et HelLa en présence ou non
d’ARNi de PTEN. F. Représentation graphique de 1’induction relative de YH2AX (S139) en phase S 1
heure aprés exposition a 15J/m* d’UVC dans les lignées WM35 et HeLa avec ou sans ARNi PTEN. *,
p<0.05 associée a un test T de Student a savoir si la quantité de 6-4PPs résiduels en phase S est
significativement différente des phases G1 et G2 pour une méme lignée. **, p<0.05 associée a un test T
de Student en ce qui a trait a la différence de I’induction de YH2AX moyenne en phase S pour une lignée
en fonction qu’elle soit traitée avec des ARNi ou non.
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La restauration de PTEN augmente I’efficacité de la SPR

Aprées avoir démontré que I’inhibition de PTEN peut diminuer la réparation des
6-4PPs en phase S ainsi que l’activation d’ATR, il a été jugé pertinent, en guise de
controle, de s’adonner a une opération inversement équivalente. Ainsi, afin de vérifier si
une lignée SPR- n’exprimant pas PTEN peut, si PTEN est réintroduit, restaurer une
partie de sa capacité de GG-NER en phase S et avoir un effet sur la phosphorylation de
YH2AX, des expériences impliquant 1’expression d’une protéine fonctionnelle par une
infection de rétrovirus pBABE-puro (Addgene) ont été orchestrées sur deux lignées
SPR+. Celles-ci sont la lignée de mélanomes WM3248 de méme qu’une lignée du
cancer du sein dont le statut PTEN- est largement connu dans la littérature, MDA-MB-
468 (Jang, et al., 2010; Qingyong, et al., 2006). En guise de contrdle, ces lignées ont été
infectées en parallele avec des rétrovirus pPBABE-puro ne codant pour aucune protéine
(voir matériel et méthodes). Dans tous les cas, un immunobuvardage a été effectué pour
s’assurer de ’efficacité de ’infection. Nous avons ensuite mesuré la capacité en GG-
NER et l'induction de yH2AX a I’aide des techniques de cytométrie de flux

précédemment mentionnées.

Premicrement, 'immunobuvardage (figure 9A) permet d’affirmer que les lignées
MDA-MB-468 et WM3248 controles n’expriment pas PTEN a un degré détectable.
Concernant WM3248, il est normal que PTEN ne soit pas détecté puisque, tel que décrit
dans 1I’Annexe 1, cette lignée exprime une protéine PTEN non fonctionnelle ayant un
codon stop a la lysine 144 (Coriell institute, 2009) alors que 1’anticorps ici utilisé (voir
matériel et méthodes) se lie a I’extrémité C-terminale. Chose indubitable, les niveaux de

phosphorylation d’Akt dans ces deux lignées sont normalement trés élevés comparés a
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ceux de 1BR et WM35, dont la protéine PTEN est fonctionnelle. Aussi,
I’immunobuvardage démontre que I’infection visant a exprimer une protéine PTEN
fonctionnelle dans les deux lignées PTEN- a été fructueuse étant donné que PTEN est
détectable et permet de diminuer la phosphorylation d’Akt. Néanmoins, il est important
de souligner que I’expression de PTEN n’est pas aussi forte et que la phosphorylation
d’Akt, pas aussi faible en comparaison avec celles des lignées 1BR et WM35. Ainsi, il
est possible d’avancer que I’infection avec des rétrovirus permettant I’expression de

PTEN s’est soldée par une restauration partielle de cette protéine et de son activité.

La lignée MDA-MB-468, une fois I’efficacité de I’infection prouvée par
immunobuvardage, a ét¢ soumise a un test de GG-NER et d’induction de YH2AX.
Concernant la réparation des 6-4PPs (voir figure 9B a gauche), il s’est avéré qu’elle était
normalement (avec un vecteur vide) excessivement déficiente en phase S (73,82 +
7,22% de dommages résiduels). Aussi, ’expression de PTEN dans cette lignée a permis
d’augmenter la réparation des 6-4PPs en phase S de maniére significative (p<0,05), bien
que cette réparation ne soit malgré tout pas totale (38,46 = 10,89%) six heures apres
irradiation. De méme, 1’induction de la phosphorylation de H2AX a été augmentée de
manicre significative lorsque PTEN était exprimé comparativement a la lignée MDA-

MB-468 controle (figure 9B a droite).

Tout comme pour MDA-MB-468, I’expression de PTEN dans la lignée SPR-
WM3248 augmente significativement sa réparation des 6-4PPs en phase S de méme que
I’induction de YH2AX aprés exposition a 15J/m*> d”UVC (voir figure 9C). Il est d’autant
plus intéressant de mentionner que 1’induction de YH2AX dans cette lignée, une fois

devenue PTEN+, devient comparable a celles des lignées SPR+ (voir figure 6B).
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Enfin, que la lignée MDA-MB-468 ait normalement (avec un vecteur contrdle)
une déficience en réparation des 6-4PPs en phase S tend a démontrer qu’un tel
phénotype (SPR-) peut aussi étre associé¢ au cancer du sein. En outre, le rétablissement
partiel de la GG-NER et de I’induction de la phosphorylation de H2AX en phase S par
I’action de PTEN suggérent que la relation PTEN/GG-NER/ATR ne soit pas unique aux
mélanomes. Quant a WM3248, le fait que 1’ajout d’un PTEN fonctionnel ameéne 1a aussi
a une plus grande réparation des 6-4PPs en phase S ainsi qu’a une augmentation de
I’activité d’ATR (rapportée par YH2AX) vient confirmer, avec les résultats obtenus par
I’inhibition de PTEN dans des lignées SPR+, que PTEN semble jouer un réle dans la

GG-NER et ’activation d’ATR dans les mélanomes.
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Figure 9. L’expression de PTEN dans des lignées SPR- et PTEN-. A. Immunobuvardage
représentant ’expression de PTEN et le niveau de phosphorylation d’Akt (S472) constitutifs pour les
lignées 1BR et WM35, de méme que pour les lignées MDA-MB-468 et WM3248 avec (+) ou sans
infection (-) d’un rétrovirus exprimant PTEN. B. Les résultats indiqués représentent le pourcentage de 6-

4PPs n’étant pas réparés 6 heures aprés exposition a 15J/m2 d’UVC (gauche) ainsi que I’induction relative
de YH2AX (S139) 1 heure aprés exposition & 15J/m> d’UVC (droite) pour la lignée MDA-MB-468
infectée avec un rétrovirus controle ou amenant & exprimer PTEN. C. Idem qu’en B, mais appliqué a la
lignée WM3248 infectée avec un rétrovirus contrdle ou amenant a exprimer PTEN. *, p<0.05 associée a
un test T de Student a savoir si la quantité de 6-4PPs résiduels en phase S est significativement différente
lorsque PTEN est exprimé ou non pour une méme lignée. **, p<0.05 associée a un test T de Student en
ce qui a trait a la différence de I’induction de YH2AX moyenne en phase S pour une lignée en fonction
qu’elle exprime PTEN ou pas.
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Le role de la phosphorylation d’Akt et de P’activité phosphatase de

PTEN

Ensuivant la logique que PTEN semble réguler la GG-NER en phase S et
I’activation d’ATR, il est pertinent de savoir si cela est di a la capacit¢ de PTEN a
influencer la phosphorylation d’Akt, & son action plus généralisée de phosphatase ou a
un mode d’action autre. Pour atteindre un tel but, un inhibiteur pharmacologique de la
phosphorylation d’Akt présentement en phase clinique II (Hollander, et al., 2011), le
MK?2206, a été utilisé (voir matériel et méthodes) afin de savoir si I’'unique inhibition
d’Akt pouvait augmenter I’efficacit¢ de la GG-NER en phase S dans une lignée de
mélanomes SPR-/PTEN- (WM3248). Aussi, afin de voir si I’action plus générale de
PTEN en tant que phosphatase (n’impliquant pas que la déphosphorylation de PIP3) est
en cause dans les phénomenes remarqués, la lignée MDA-MB-468 a ét¢ infectée avec
des rétrovirus pPBABE-puro permettant 1’expression d’une protéine PTEN sans activité
phosphatase (voir matériel et méthodes). En effet, il a déja été caractérisé que la
mutation C124S amenait a une déficience de ’action lipide et protéine-phosphatase de
PTEN alors que la mutation G129E amenait seulement a une déficience de ’activité
lipide-phosphatase de ladite protéine (Fan, et al., 2009; Park, et al., 2002; Weng, et al.,
2001). Des immunobuvardages ont ét¢ faits afin de déterminer la concentration de
MK?2206 a utiliser ainsi que de s’assurer que 1’expression de PTEN dans les lignées

infectées ne se traduisait pas par une activité phosphatase.

En premier lieu, 'immunobuvardage (figure 10A) tend a démontrer que le

MK?2206 accomplit bel et bien son role premier, soit inhiber la phosphorylation d’Akt.
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En effet, des I’utilisation de 0,01 pM d’inhibiteur, le niveau de la phosphorylation de la
protéine est plus bas qu’en I’absence du composé. Aussi, 0,5 uM d’inhibiteur a été
utilisé pour la mesure des 6-4PPs puisque nous avons jugé que cette concentration
engendrait une inhibition efficace et que cette derniere n’allait pas ou trés peu

augmenter avec davantage de MK2206.

Ainsi, une fois que 0,5 uM de MK2206 ou que du DMSO ait été ajouté aux
cellules WM3248, il a été possible de remarquer que, tout comme avec la réexpression
de PTEN, I’inhibition de la phosphorylation d’ Akt permet une diminution significative,
bien que modérée (de 71,43 £+ 3,70 % a 40,28 + 8,26 % de 6-4PPs résiduels, soit p<0,05)

de la déficience de la réparation des 6-4PPs en phase S (figure 10B).

L’ immunobuvardage représenté a la figure 10C tend a démontrer que I’infection
par les rétrovirus contenant des vecteurs controle, PTEN C124S et PTEN G129E a été
réussie. En effet, la lignée MDA-MB-468 contrdle, comme vue en figure 9A, n’exprime
pas PTEN et a une forte phosphorylation d’Akt. De plus, les cellules MDA-MB-468
PTEN C124S et PTEN G129E expriment une protéine PTEN n’apparaissant pas avoir
une activité phosphatase fonctionnelle étant donné leur niveau de P-Akt semblable a

celui du contréle.

La réparation des 6-4PPs (figure 10D a gauche) dans la lignée MDA-MB-468
n’a pas été affectée de manicre significative, et ce en toute phase, par 1’expression d’une
protéine PTEN sans activité phosphatase (C124S et G129E) en comparaison avec le
contrdle. Il en est de méme pour I’induction de YH2AX en phase S qui ne semble pas

influencée par la protéine mutante induite (figure 10D a droite).
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En dernier lieu, le MK2206 peut bel et bien inhiber la phosphorylation d’Akt
dans les mélanomes et l’utilisation de ce composé¢ sur une lignée de mélanomes
n’exprimant plus PTEN et comportant une déficience en GG-NER en phase S permet
d’amoindrir cette défaillance. Aussi, I’activité lipide-phosphatase de PTEN (inerte dans
les mutants C124S et G129E) semble indispensable au role de cette protéine dans la

GG-NER en phase S de méme que dans I’activation d’ATR



74

WM3248

Concentration de MK2206 (uM)
A

0 0.01 0.1 0.3 0. 10

th
[
(8]

P-Akt -—

S Oy e - GEEED e m— -

B C

WM3248 (o1 MDA-MB-468

100% B i
- G2 Controle C124S G129E
S | s0%
.é P-AKt s
3 | 60%
& PTEN
5*.' 40%
:\3 20% Actine " s —

0%
DMSO MK2206

D MDA-MB-468

100% 5 -

——

Induction de yH2AX
[+
—
—

% 6-4PPs résiduels

[ ]e1
: Hs
80% G2 4
T
60%
3 -
40% .
20%
0% 1
C1248 G129E

Controle Controle C124S GI129E

Figure 10. Le role de I’activité phosphatase de PTEN sur la GG-NER et I’induction

de YH2AX. A. Immunobuvardage représentant I’induction de la phosphorylation d’Akt (S472) a
différentes concentrations de MK2206 sur la lignée de mélanomes WM3248 B. Pourcentages de 6-4PPs

résiduels en fonction de la phase cellulaire 6 heures aprés exposition a 15J/m2 d’UVC dans la lignée
WM3248 sans (DMSO) ou avec MK2206 (0,5 uM). *, p<0.05 associée a un test T de Student a savoir si
la quantité de 6-4PPs résiduels en phase S est significativement différente lorsqu’une méme lignée est en
présence ou non de MK2206. C. Immunobuvardage représentant 1’expression de PTEN et le niveau de
phosphorylation d’Akt (S472) constitutifs pour la lignée MDA-MB-468 infectée avec un rétrovirus
contréle ou permettant I’expression d’une protéine PTEN sans activité phosphatase (mutée en C124S ou
GI129E). D. Les résultatszindiqués représentent le pourcentage de 6-4PPs n’étant pas réparés 6 heures

apres exposition a 15J/m d’UVC (a gauche) ainsi que I’induction relative de YH2AX (S139) 1 heure
aprés exposition a 15J/m* d’UVC (& droite) pour la lignée MDA-MB-468 infectée avec un rétrovirus
contréle ou amenant & exprimer PTEN muté en C124S ou G129E.



Discussion

Rappel du projet

Les mélanomes représentent un danger énorme pour la vie des individus s’ils ne
sont pas excisés avant leur phase de croissance verticale (Laga & Murphy, 2010). En
effet, la réponse aux agents chimiothérapeutiques est trés rare malgré que la recherche

s’y s’affaire depuis maintes années (Jemal, et al., 2008; Mouawad, et al., 2010).

Bien que la littérature actuelle n’ait pas a ce jour démontré hors de tout doute
qu’une déficience en NER existait dans les mélanomes (Fernandez, et al., 2011;
Gaddameedhi, et al., 2010; Xu, et al., 2000), I’association serait cependant logique;
impliquant cette voie primordiale a la réparation des photoproduits causés par les rayons
UV et I’exposition au soleil (Fernandez, et al., 2011). Aussi, aucune étude n’ayant
encore utilis¢é de technique considérant les différentes phases du cycle cellulaire
séparément, nous avons voulu déterminer si les mélanomes pouvaient étre déficients en
GG-NER en phase S a I’aide d’une technique précédemment développée dans notre

laboratoire (Auclair, et al., 2008).

Une faible activité de la kinase ATR pouvant étre la cause d’une déficience de la
GG-NER en phase S (Auclair, et al., 2008), nous avons tenté de déterminer si I’activité
d’ATR pouvait étre inhibée dans des mélanomes SPR- en mesurant 1’induction de

YH2AX.

Aussi, la protéine PTEN, fortement compromise dans les mélanomes

(Madhunapantula & Robertson, 2009), régule la phosphorylation d’Akt. La
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phosphorylation de cette derniére protéine a été associée a une séquestration de Chkl
dans le cytoplasme (Puc, et al., 2005) de méme qu’a une diminution de la liaison entre
TopBP1 et ATR (Pedram, et al., 2009), compromettant potentiecllement 1’activation
d’ATR. Ainsi, nous avons aussi voulu déterminer si PTEN avait un rdle dans

I’activation d’ATR et dans la GG-NER en phase S dans les mélanomes.
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La déficience de la GG-NER en phase S

I1 peut étre sujet d’interrogation que de constater qu’une majorité de mélanomes
comporte une déficience en GG-NER (figure 5A) en phase S alors que cela ne semble
pas étre le cas pour les mélanocytes primaires (figure 4). En effet, il est possible de se

demander si une cellule maligne peut tirer avantage d’une telle déficience.

Puisqu’il a été démontré qu’un dysfonctionnement en NER en toute phase joue
un rdle dans le cancer, et que cette voie a méme mené a la premicre association entre
une défectuosité de la réparation de I’ADN et le cancer (Cleaver, 1968), il est tout a fait
possible que la déficience en phase S ici remarquée engendre elle aussi une hausse de
I’instabilité génomique et, par conséquent, des mutations. D’ailleurs, le syndrome de
Seckel (reli¢ a ATR) et la maladie XPV (déficience en pol 1), bien que pouvant étre
différents des mélanomes au niveau de la signalisation moléculaire, ameénent a une
déficience en GG-NER en phase S (Auclair, et al., 2008; Auclair, et al., 2010) et & une
augmentation de D’instabilité génomique (Brown & Baltimore, 2000; Dworaczek &

Xiao, 2007).

Une étude récente a démontré que différents niveaux d’efficacité de NER
existent dans la population normale et qu’ils concordent significativement avec
I’historique familial ayant trait au cancer (Slyskova, et al., 2011). Il en est peut-Etre de
méme pour les cellules déficientes en NER en phase S. Bref, qu’une déficience de la
GG-NER en phase S prédispose certains individus au cancer et/ou qu’elle soit reliée a
un quelconque stade du développement d’une tumeur (ce qui est soutenu par le fait que

les lignées de mélanocytes primaires réparaient bien les dommages en toutes phases
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alors que ce n’était généralement pas le cas pour les lignées de mélanomes) pourrait
servir de base pour juger de 1I’évolution du cancer et ainsi permettre de mieux encadrer
des patients face a ce fléau. Or, rien n’a encore ¢été prouvé a cet effet et il est certain que

la déficience en GG-NER en phase S se doit d’étre mieux caractérisée.
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La corrélation entre Defficacité de la GG-NER en phase S et

P’induction de YH2AX

Tel que dit précédemment, en raison que la diminution de 1’activité d’ATR
amene a une déficience de la capacité de réparation des 6-4PPs en phase S (Auclair, et
al., 2008), nous avons mesuré 1’activation d’ATR par une méthode quantifiant
I’induction de la phosphorylation de H2AX a savoir s’il y avait une corrélation a faire
avec le statut SPR. Aussi, comme indiqué dans les figures 6A et B, cette méthode a
démontré que I’induction de YH2AX, étant beaucoup plus faible dans la lignée F02-98
que dans la lignée 1BR, est dépendante d’ATR 1 heure aprés exposition aux rayons UV.
En ce qui a trait aux mélanomes, une différence significative de I’induction de yH2AX a
¢été remarquée entre les lignées réparant adéquatement les dommages en phases S et

celles comportant une déficience dans une telle réparation (figure 6B).

Un ¢lément constaté étant certainement d’intérét est I’existence d’un juste milieu
entre les niveaux d'induction de YH2AX d’une lignée fortement déficiente en ATR (F02-
98) et de lignées dont ATR est fonctionnel (1BR et possiblement les 3 lignées SPR+)
chez les lignées de mélanomes SPR-. Ainsi, il y a place a se demander quel niveau

d’activité d’ATR est le plus propice au développement des cellules cancéreuses.

D’abord, il est connu qu’une déficience totale en ATR ameéne a une mort
cellulaire (Cimprich & Cortez, 2008). Aussi, il a été remarqué que la délétion de p53 ne
promeut aucunement la genése de tumeurs, mais est trés toxique dans des souris
atteintes du syndrome de Seckel li¢ a ATR (Murga, et al., 2009). Ces derniers points

laissent sous-entendre qu’une déficience compléte ou trés grande (comme le syndrome
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de Seckel) en ATR n’est pas une option intéressante pour une tumeur. A 1’autre bout du
spectre, une voie ATR entierement fonctionnelle contrerait 1’action d’oncogenes activés,
amenant ces cellules a la sénescence méme s’il y a absence de bris génomiques
(Bartkova, et al., 2006; Di Micco, et al., 2011; Toledo, et al., 2008), ce qui n’est encore

une fois pas souhaitable pour une cellule cancéreuse.

Ainsi, peut-&tre qu’une activité de la voie ATR se trouvant a mi-chemin entre
une fonctionnalité et une carence totales permettrait aux cellules cancéreuses d’échapper
en partie a la mort cellulaire et a la sénescence par une gestion dosée du stress réplicatif.
Une telle proposition a déja été amenée par un groupe de scientifiques (Lopez-Contreras
& Fernandez-Capetillo, 2010). En effet, il est possible que le stress réplicatif soit trop
grand en absence d’ATR et augmente encore davantage en présence d’un oncogene, ce
qui se traduirait par une réponse sous forme de mort cellulaire. Or, le stress réplicatif,
lorsqu’il est augmenté par un oncogene en présence d’ATR fonctionnel, pourrait induire
une réponse d’ATR tellement importante que celle-ci meénerait les cellules a un arrét
réplicatif. Une activité partielle d’ATR pourrait permettre de modérer un peu 1’action
d’un oncogene sur le stress réplicatif, et cela sans mener a la sénescence. Il est probable
que ce soit la meilleure option d’un point de vue oncogénique et que c’est ce

phénomene qui a été observé dans une majorité des lignées de mélanomes SPR-.

Aussi, il est possible que la déficience ici remarquée dans 1’activation de la
protéine ATR des lignées SPR- ameéne a, tout comme pour les cellules de Seckel, une
déficience de la GG-NER en phase S. A cet effet, il se peut que la NER soit un
mécanisme dépendant de la cascade de phosphorylation d’ATR. Il est important de

souligner que les protéines XPA (Wu, et al., 2006), RPA (Oakley, et al., 2003; Vassin,
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et al., 2009) et XPC (Matsuoka, et al., 2007) qui sont toutes des protéines importantes
dans la NER, sont phosphorylées par I’action d’ATR. Une mutation du site de
phosphorylation de XPA dépendant d’ATR a méme été associée a une déficience en
GG-NER (Shell, et al., 2009). La protéine RPA est importante dans la liaison de ’ADN
simple brin et ce role est probablement plus prépondérant en phase S, ou les fourches de
réplication peuvent é&tre bloquées par, entre autres, les photoproduits. La
phosphorylation de cette protéine par ATR joue ainsi peut-étre un role dans le relais ou
la balance entre la NER (ou RPA lie XPA) et la stabilisation de la fourche par la kinase
ATR (ou RPA lie ATRIP) en engendrant un changement d’affinité pour certaines
protéines. Que la protéine RPA soit impliquée dans ces deux phénomeénes en phase S
alors qu’elle ne serait impliquée que dans la NER en phases G1 et G2 pourrait expliquer
qu’une déficience en NER puisse étre exclusive a la phase S. Le mécanisme qui lie
I’activité d’ATR a la GG-NER en phase S reste cependant a ¢élucider et il est d’ici la

possible d’émettre moult hypothéses.

Par ailleurs, la kinase ATR est impliquée dans la stabilisation des fourches de
réplication (Chanoux, et al., 2009). Or, lorsque ces fourches ne sont pas bien stabilisées,
elles s’affaissent et engendrent des DSBs (Costanzo, et al., 2003; McNeely, et al., 2010).
Les DSBs étant une forme de 1ésions dont la réparation est trés propice a engendrer des
mutations (Hiom, 2010), il n’est pas impossible qu’une activation partielle d’ATR
permette la formation de davantage de DSBs et résulte ainsi en de plus grandes

probabilités de mutations.

Il n’y a pas énormément de publications faisant allusion a un potentiel lien entre

une mutation dans la protéine ATR et les mélanomes. Néanmoins, une étude ayant
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investiguée la chose n’a conclu a aucune mutation d’ATR dans 20 lignées de
mélanomes (Mironov, et al., 1999). Ainsi, bien que le niveau d’expression d’ATR n’ait
pas été adressé, il est possible que le probléme li¢ a ’activation d’ATR soit ici dii & une
anomalie des signaux moléculaires situés en amont. Il faudrait donc voir si des protéines
liées a I’activation de cette cascade de phosphorylations telles celles du complexe 9-1-1,
TopBP1, RPA ou ATRIP peuvent étre elles-mémes mutées (ce qui n’a jamais été
associ¢ aux mélanomes), sous-exprimées ou influencées par des dérégulations de

protéines les contrélant (ce qui pourrait s’appliquer a la voie PI3K).
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L’effet de PTEN sur P’activation d’ATR et la GG-NER

L’utilisation de I’inhibiteur de PTEN bpV(phen) sur une lignée de mélanocytes
primaires de méme que celle d’ARNi de PTEN sur les cellules HeLa et WM35 (voir
figure 8) ont souligné qu’une déficience de cette protéine tend a diminuer la GG-NER
en phase S et I’activation de yH2AX pour la méme phase. A cet effet, I’expression d’une
protéine PTEN fonctionnelle dans les lignées SPR- et PTEN- WM3248 et MDA-MB-
468 (voir figure 9) a permis une augmentation significative de la GG-NER et de
I’induction de YH2AX, confirmant les résultats précédemment obtenus. De méme, un
immunobuvardage a démontré clairement qu’au moins 5 des 12 lignées SPR- testées
sous-expriment PTEN et qu’au moins 7 de ces 12 ont une voie PI3K suractivée alors
qu’aucune déficience en PTEN ou de phosphorylation importante d’Akt n’ait été reliée
aux mélanomes SPR+ (voir figure 7). Cela vient encore une fois confirmer les résultats
obtenus, en plus de présumer qu’un bon pourcentage de lignées de mélanomes pourrait
étre concerné par le phénoméne remarqué. A cet effet, il est estimé qu’environ 77% des
mélanomes humains non reliés aux antécédents familiaux seraient affectés par une

fonction déficiente de PTEN (Madhunapantula & Robertson, 2009).

PTEN est un suppresseur de tumeurs dont 1’activité est couramment réduite dans
divers cancers (cancer de la prostate, glioblastome, cancer du sein, cancer colorectal,
cancer de la thyroide, cancer du rein, lymphomes, ovariens, etc.) (Chu & Tarnawski,
2004). La déficience en PTEN est tellement importante qu’elle est 1’objet de la
recherche de biomarqueurs pour ces types de cancers (Cima, et al., 2011). Or, il est aussi

intéressant de constater qu’une altération de PTEN est souvent associée au début de la
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tumorigenese (Koul, 2008; Lindgren, et al., 2011; Nogueira, et al., 2010; Wang, et al.,

2006).

Les roles de PTEN liés a I’activation d’ATR et a la NER sont nouveaux dans la
littérature et pourraient en partie expliquer le role majeur de 1’inhibition de cet important
suppresseur de tumeurs dans le développement des mélanomes. En effet, une déficience
en NER pourrait se traduire par plus de mutations, et une activité partielle d’ATR, par
une modulation optimale du stress réplicatif, une augmentation des DSBs et
conséquemment, une majoration des mutations. Aussi, la NER est considérée comme
impliquée dans la voie de réparation des DSBs, des protéines comme XPA et RPA y
ayant été associées (Zhang, et al., 2009). Il n’est donc pas impossible que des roles
synergétiques existent entre ATR et la NER pour normalement minimiser la quantité de
DSBs. Si un ou plusieurs des énoncés ci-haut s’avere(nt) véridique(s), PTEN pourrait,
via son action sur ATR et la GG-NER, hautement favoriser 1’apparition de mutations
accroissant 1’agressivit¢ de mélanomes suite a 1’exposition a différents agents

mutagéniques, dont les rayons solaires.

Sur une base plus large, il serait logique de penser qu’une déficience de PTEN
permette une cascade parfaite d’'un point de vue oncogénique, amenant une
augmentation de la vitesse de réplication, une réponse atténuée au stress réplicatif, une
hausse de la quantité de DSBs, une déficience de la NER, une diminution de 1’apoptose,
une dérégulation de 1’adhésion cellulaire, etc. Que I’action d’un tel suppresseur de
tumeurs soit inhibée dans le développement initial des mélanomes peut étre expliqué par

a peu pres tous les roles cités précédemment.
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L’importance de D’activité phosphatase de PTEN sur la modulation

d’Akt

PTEN est une protéine ayant plusieurs fonctions, et son role le plus souvent
associ¢ a la tumorigenese est son activité lipide-phosphatase qui permet, entre autres,
d’enlever un groupement phosphate a PIP3 et ainsi d’inhiber la phosphorylation d’Akt.
L’utilisation d’un inhibiteur de la phosphorylation d’Akt (MK2206) et I’emploi de
lignées SPR- exprimant une protéine PTEN dénuée d’activité lipide-phosphatase
(G129E) ou protéine et lipide-phosphatase (C124S) ont amené a la conclusion que
I’activité lipide-phosphatase de PTEN sur la régulation d’Akt est d’une importance
majeure dans le contréle de la GG-NER et de I’activation d’ATR dans les cellules

MDA-MB-468 (voir figure 10).

Au niveau des potentiels mécanismes controlés par la phosphorylation d’Akt, il
est important de citer la phosphorylation de TopBP1 et de Chkl. La phosphorylation de
TopBP1 sur son site de liaison et d’activation d’ATR (Liu, et al., 2006; Pedram, et al.,
2009) expliquerait bien certainement la diminution de 1’activit¢ d’ATR rapportée par
I’induction de YH2AX. D’un autre c6té, la phosphorylation de Chkl et sa séquestration
dans le cytoplasme pourraient jouer un role dans la promotion de I’instabilité génomique
et a la formation de DSBs (Li, et al., 2009; Puc & Parsons, 2005) et peut-étre (cela n’a
jamais été vérifié) influencer la GG-NER en phase S. Néanmoins, la phosphorylation de
Chkl ne saurait probablement pas expliquer la déficience remarquée en activation
d’ATR étant donné que Chk1 est un des substrats de cette kinase et qu’il n’est donc pas

situ¢ en amont de I’activation d’ATR comme 1’est TopBP1. Bref, il semble trés probable
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que les déficiences en GG-NER et en activation d’ATR soient dues a la phosphorylation
de TopBP1 par Akt, bien que Chk1 pourrait lui aussi jouer un réle. De méme, Akt a une
pléthore d’autres cibles connues et inconnues qui pourraient sans doute causer
enti¢rement ou partiellement les phénoménes ici remarqués. Il faudrait peut-étre
considérer qu’Akt3, qui est fortement phosphorylé dans les mélanomes en comparaison
avec les deux autres isoformes d’Akt (Stahl, et al., 2004), pourrait, bien que ce n’ait
jamais été découvert jusqu’ici, avoir une affinité plus grande pour phosphoryler des

protéines modulant la GG-NER, voie logiquement importante dans les mélanomes.

Il est intéressant d’un point de vue thérapeutique de constater que ’effet de
PTEN sur la GG-NER et I’induction de YH2AX soit en bonne partie, sinon en totalité,
reli¢ a sa capacit¢ de modérer la cascade de phosphorylations d’Akt. Abaisser ou
maintenir la phosphorylation d’ Akt a un niveau non oncogénique pourrait étre utile dans
le cadre de traitements préventifs ou visant a empécher les mélanomes de développer
une résistance a un autre inhibiteur (tel celui de BRAF). Aussi, Akt est une protéine dont
’action est plus aisément controlable que PTEN de par le simple fait qu’il faille inhiber
le premier et restaurer le second. En effet, si PTEN avait une capacité a réguler la GG-
NER de maniére indépendante a Akt, peut-&tre aurait-il fallu que des cures potentielles
se tournent vers une thérapie génique visant a la réexpression de cette protéine, ce qui
n’est pas chose simple. Or, des inhibiteurs de phosphorylation d’Akt semblent étre la
solution optimale, puisque cela se traduit par une facilitation de leur fabrication et de

leur administration (le MK2206 peut étre pris oralement par exemple) (Lindsley, 2010).



Conclusion

Somme toute, alors que nous avons test¢ 3 lignées de mélanocytes primaires,
celles-ci se sont toutes montrées aptes a réparer les 6-4PPs et ce, en toute phase (voir
figure 4). De tels résultats suggérent que les mélanocytes primaires ne sont
généralement pas caractérisés par une déficience en GG-NER. Parall¢lement, sur 16
lignées de mélanomes testées, 13 ont démontré une déficience marquée de la GG-NER
en phase S (avec plus de 50% de 6-4PPs non réparés 6 heures aprés irradiation) alors
que seulement 3 ont démontré une réparation efficace (voir figure 5). Dans I’ensemble,
de telles données supportent qu’une majorité de mélanomes va acquérir, au cours de son

développement, une déficience en GG-NER en phase S.

En addition, 10 lignées SPR- et les 3 lignées SPR+ de mélanomes ont été
soumises a un test d’induction de YH2AX en phase S pour mesurer I’activation de la
kinase ATR, une forte inhibition d’ATR ayant déja été reliée a une déficience en GG-
NER en phase S (Auclair, et al., 2008). Une diminution significative de 1’induction de la
phosphorylation de H2AX a été observée dans les lignées SPR- en comparaison avec les
lignées SPR+ (voir figure 6). Or, 'induction moyenne des lignées de mélanomes SPR-
¢était tout de méme plus importante que celle remarquée dans les cellules F02-98,
comportant une déficience majeure en ATR (O'Driscoll, et al., 2003). Ainsi, de tels
résultats sous-entendent qu’un niveau d’activité partiel d’ATR (ni normal, ni trés faible)
peut définir une majorité de lignées de mélanomes et corréler a leur déficience en GG-

NER en phase S.
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Apres avoir utilisé les lignées de mélanomes pour un immunobuvardage (figure
7), les lignées SPR- ont souvent été caractérisées par une sous-expression de la protéine
PTEN (5 sur 12 lignées) de méme qu’une phosphorylation de la protéine Akt supérieure
aux cellules donc DI’activité¢ de la protéine PTEN est connue comme fonctionnelle (au
moins 7 sur 12 lignées). D’autre part, aucune des 3 lignées de mélanomes SPR+ n’a été
définie comme sous-exprimant PTEN ou ayant une phosphorylation marquée d’Akt.
Ainsi, il semblerait qu’une activité déficiente de la protéine PTEN puisse €tre associée,
sans étre une condition sine qua non, aux lignées de mélanomes SPR- et rien n’indique

qu’un tel état de fait puisse caractériser une lignée SPR+.

Afin de voir si une liaison existait entre la protéine PTEN, la déficience en GG-
NER en phase S et ’activation diminuée d’ATR, I’action de PTEN a été réduite par
I’'usage d’un inhibiteur pharmacologique et 1’utilisation d’ARNi dans des lignées SPR+.
Ces lignées, une fois PTEN inhibé, comportaient une déficience en GG-NER en phase S
et une baisse de I’induction de YH2AX étant toutes deux significatives (voir figure 8).
Inversement, une protéine PTEN fonctionnelle a été insérée dans des lignées SPR-
/PTEN-, ce qui s’est traduit par une augmentation de I’efficacité de la GG-NER en
phase S de méme qu’une augmentation de I’induction de la phosphorylation de H2AX
(voir figure 9). Ces observations suggerent que PTEN a un rbéle important dans
I’obtention d’une déficience en GG-NER en phase S liée a une activation moindre

d’ATR.

En dernier lieu, I’emploi d’un inhibiteur de la phosphorylation d’Akt sur une
lignée de mélanomes déficients en GG-NER en phase S a significativement amoindri

cette déficience, en plus d’induire une phosphorylation de H2AX en phase S plus grande
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se rapprochant de celle des lignées SPR+ (voir figure 10). De méme, I’expression d’une
protéine PTEN dépourvue d’une activité lipide-phosphatase dans une lignée SPR-
n’exprimant normalement pas PTEN ne s’est soldée par aucun effet significatif, tant sur
la GG-NER que sur I’induction de YH2AX (voir figure 10). Ces derniers faits portent a
croire que ’action de PTEN sur la GG-NER et I’activation d’ATR sont grandement
dépendantes de [D’activité¢ lipide-phosphatase de PTEN et de sa régulation de la

phosphorylation de la protéine Akt.



Limites de ’étude

I1 est aux premiers abords indubitable que la limite majeure de cette étude a trait
au nombre de lignées de cellules utilisées. Ainsi, utiliser des lignées hétérogenes,
pouvant comporter d’immenses différences sur les plans de la génétique et de la
signalisation cellulaire, nécessite un grand échantillon avant d’étre significatif. Plus
particulierement, le nombre de lignées de mélanocytes primaires testées, soit 3, est bien
trop bas pour généraliser les observations y étant faites a I’ensemble des mélanocytes

primaires.

Par ailleurs, le fait que plusieurs lignées soient cultivées dans des milieux
différents pourrait amener des réponses cellulaires différentes desquelles il est difficile

de tenir compte lors de comparaisons de résultats.

Un autre obstacle majeur est la différence entre les résultats in vivo versus les
résultats in vitro. Ainsi, un inhibiteur de la phosphorylation d’Akt est probablement
pertinent pour une bonne partie des lignées de mélanomes, cela ne veut pas dire que
I’inhibition d’Akt a le méme effet in vivo, voire méme si ’inhibiteur y est efficace.
Pareillement, la déficience en GG-NER en phase S pourrait ne pas s’appliquer a un

pourcentage aussi haut dans les mélanomes in vivo qu’in vitro.

De méme, bien que ceci soit en voie d’étre fait, nous n’avons pas encore pu
tester la GG-NER et I’induction de YH2AX dans une lignée de mélanomes dans laquelle
une protéine PTEN sans activité phosphatase serait exprimée. Ainsi, utiliser la lignée de
cancer du sein MDA-MB-468, qui est SPR-/PTEN-, pourrait nous avoir mené a des

conclusions ne s’appliquant pas aux mélanomes.
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Un élément qui peut aussi porter a réfléchir est la nature du lien entre 1’induction
de YH2AX et I’activation d’ATR. Bien qu’il ait ét¢ démontré dans la littérature
(Hanasoge & Ljungman, 2007; Ward & Chen, 2001) qu’ATR joue un rdle prépondérant
dans I’induction de YH2AX dans les deux premieres heures suivant une exposition aux
rayons UV (entre 5 et 20J/m”), cette méthode a pour obstacle la limite dans le temps ou
ATM prend le relais comme principale kinase phosphorylant H2AX. Ainsi, il peut étre
difficile de jauger quelle portion de I’induction de YH2AX est due au degré d’activation
d’ATR aux différents temps aprés exposition aux rayons UV. A cela s’ajoute que des
lignées cellulaires hétérogénes sur lesquelles les rayons UV peuvent engendrés des
effets variables ont été utilisées. Ainsi, il aurait ainsi été intéressant de valider le niveau
d’activation d’ATR présumé par une autre méthode. La phosphorylation de la kinase
CHKI1 au site S345, relevant fortement de 1’activation d’ATR apres UV, aurait pu étre

utilisée aux fins de cette vérification (Liu, et al., 2000).

Pour dernier point, I’utilisation de 1’inhibiteur MK2206, bien qu’ayant un effet
marqué sur la phosphorylation d’Akt, a possiblement des effets non spécifiques. Aussi,
bien qu’il soit complexe de différencier ce qui émane d’une modification de la
phosphorylation d’Akt ou d’un effet non spécifique, un article soutient que le MK2206
influencerait le transport du glucose de maniere indépendante a Akt (Tan, et al., 2011).
Conclure que la phosphorylation d’ Akt joue un rdle principal dans la GG-NER en phase
S et ’induction de YH2AX serait consolidé par 1’utilisation de méthodes plus spécifiques

telle la transfection d’ARNi visant Akt.



Expériences futures

Bien que nous sachions qu’une lignée puisse étre déficiente en GG-NER en
phase S, nous ne savons pas avec certitude ce qui caractérise une telle déficience en
comparaison avec une réparation efficace en toutes phases. En effet, il serait intéressant
d’utiliser des lignées SPR+ et SPR- pour se pencher sur les questions de 1’apoptose
(annexine V), de la survie (survie clonogénique), de la fréquence de mutations (essai
HPRT) ainsi que de la réplication (mesure de I’¢longation de fibres d’ADN par
immunofluorescence), et que ces ¢éléments soient 1’objet d’une analyse dans des

conditions normales et aprés exposition aux rayons UV pour fins de comparaison.

Aussi, le lien entre 1’activation la GG-NER en phase S et I’induction de YH2AX
reste encore flou. Ainsi, il serait intéressant de savoir quel(s) substrat(s) d’ATR, si ce
n’est ’activation de la kinase ATR elle-méme, est (sont) impliqué(s) dans la GG-NER
en phase S. Dans ce contexte, il serait pertinent de voir I’effet d’ARNi de Chkl ou de
lignées exprimant des mutants XPA, RPA ou XPC non phosphorylables par ATR sur la

réparation des 6-4PPs.

Les résultats ici obtenus pavent aussi la voie a des expériences visant
principalement a expliquer les rapports entre la kinase ATR, la GG-NER et la voie
PI3K. 1l serait utile de voir si ce lien est dépendant de la phosphorylation de TopBP1 ou
de Chkl par Akt, ou s’il s’agit de toute autre chose. Ainsi, construire des lignées
exprimant une protéine TopBP1 ou Chk1 non phosphorylable par Akt et voir si cela a un

effet sur ’induction de YH2AX et la GG-NER serait approprié.
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Une réalité spécifique aux mélanomes et qui n’a pas été ¢élucidée a ce jour est la
prépondérance de la phosphorylation de I’isoforme Akt3 versus celle des deux autres
isoformes d’Akt. Des ARNi spécifiques a chaque isoforme pourraient étre utilisés pour
vérifier ’influence qu’a chacun des isoformes sur la GG-NER et I’activation d’ATR
dans les mélanomes. Si les isoformes n’ont pas un rdle équivalent, il serait bien de
vérifier leur affinité respective a phosphoryler TopBP1 et les autres protéines pouvant

jouer un réle sur la NER.

Une fois tous ces phénomenes mieux compris et s’il est alors jugé bon que I’on
s’y attarde, il pourrait étre pertinent de voir si les résultats ici obtenus peuvent étre
caractéristiques d’une bonne proportion de patients, pouvant ainsi servir de base
pronostique a la réponse a un inhibiteur de la phosphorylation d’Akt. Un tel inhibiteur
pourrait étre utile dans le cadre d’un traitement préventif de certains patients a risque
afin d’empécher une accumulation de mutations oncogéniques. Aussi, utiliser des
inhibiteurs de BRAF en synergie avec des inhibiteurs de la phosphorylation d’Akt sur
des individus dont les mélanomes ont des mutations activant les voies MAPK et PI3K
pourrait s’avérer curatif. En effet, si la voie PI3K joue un réle dans la mutagenése (peut-
étre via la GG-NER et ATR), il n’est pas inappropri¢é d’espérer que son inhibition
limiterait les cas de résistance au traitement qui sont si fréquents avec 1’unique
utilisation d’un inhibiteur de BRAF (Fedorenko, et al., 2011; Hersey, et al., 2011; Hong

& Hong, 2011).
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WM983B N/D M lymphatique N/D V600E Wt N/D
(métastatique)
WMI1361A 50 M SSM, RGP/VGP N/D V600E | Mut N/D
Ganglion
WM1617 62 F lymphatique N/D V600E | N/D N/D
(métastatique)
‘WM1366 79 M N/D VGP Wt Mut +
Mutation en
WM3248 68 Male N/D VGP V600E Wt Lys144Ter
(K144X)
‘WM902B N/D N/D SSM, VGP N/D V600E Wt N/D
WM3734 N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D
WM1341-D 85 M LMM, RGP/VGP N/D V600R Wt +
Avant-bras
WM266-4 | 58 F | Peaudela cuisse N/D V600D | Wt Delétion
homozygote (Ex6)
Délétion
‘WM1205Lu 37 M N/D N/D V600D Wt hémizygote
(W274X, Ex 8)
Délétion
WM793B | 37 M Sternum St;gGePl NSGS;{ V600E [ N/D hémizygote
(W274X, Ex 8)

*Genre: “M” correspondant a masculin et “F” correspondant a féminin

**SSM: Mélanome a croissance superficielle, NM: Mélanome ganglionnaire LMM: Mélanome lentigineux malin, RGP: Croissance a phase
horizontale, VGP: Croissance a phase verticale. Les stages dans la colonne “pathologie” sont associés au systéme de classification TNM
(”Tumor-node-metastasis”).

N/D, Non disponible; Wt, sauvage; Mut, muté
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