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RESUME

Avoir le cancer et devenir aveugle sont deux perspectives effrayantes. Ces deux
états sont malheureusement combinés lors du développement d’une tumeur
intraoculaire. Le mélanome uvéal représente la principale forme de tumeur intraoculaire
maligne dans la population adulte, six nouveaux cas par million d'individus étant
rapportés annuellement, soit 45 cas par an au Québec. Puisqu’il n’y a pas de circulation
lymphatique intraoculaire, le haut niveau de vascularisation de la choroide permet
d’expliquer le fort potentiel de dispersion hématogénique de ce cancer. En effet, plus de
50% des patients souffrant de mélanome uvéal développeront des métastases a divers
organes a l’intérieur des quinze années qui suivront le traitement de la tumeur primaire
par €nucléation ou par radiothérapie. Chez 97% des cas de mélanomes uvéaux, le site
initial de formation de métastases est le foie. L’atteinte de cet organe représente
d’ailleurs la principale cause de décés. Enfin, le mélanome uvéal métastatique est une
maladie incurable, le diagnostic étant généralement associé a une espérance de vie

variant de deux a sept mois.

L’objectif principal de ce projet de maitrise consistait a identifier les génes
responsables de la formation du mélanome uvéal et des métastases hépatiques. Le

présent mémoire rend compte des différentes démarches entreprises pour atteindre cet

objectif.

Dans un premier temps, la caractérisation par cytométrie de flux du profil
d’expression des intégrines des mélanocytes choroidiens normaux (MCN) et des lignées
cancéreuses TP31 et SP8.0 dérivées d’un mélanome uvéal, a permis d’établir que le
profil d’expression des intégrines des deux lignées cancéreuses differe de celui des
MCN (absence de la sous-unité B4). Ces résultats et d’autres informations (plus grande
agressivité et absence de traitement par radiothérapie de la tumeur primaire a partir de
laquelle la lignée cancéreuse TP31 a été€ mise en culture) nous ont permis de sélectionner

la lignée cancéreuse TP31 parmi les lignées de tumeurs primaires du mélanome uvéal
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disponibles (SP6.5, SP8.0 et TP31) pour la construction de la banque de soustraction

« tumeur primaire (lignée TP31) — MCN ».

Ensuite, la construction d’une banque de soustraction « lignée TP31 — MCN » a

I’aide de la trousse vendue par la compagnie Clontech a permis de comparer les
populations d’ARNm de la lignée cancéreuse TP31 avec celles des MCN et d’amplifier
les génes qui sont exprimés spécifiquement par la tumeur primaire. Les produits PCR
obtenus a la fin de la soustraction ont ensuite été¢ clonés pour créer une librairie de
clones candidats. Avant de débuter le séquencage, les faux positifs ont été €liminés par
criblage différentiel et la séquence nucléotidique des clones retenus a €té recherchée
dans les diverses banques de données accessibles. Les résultats de séquengage nous ont
permis d’identifier des génes partiellemement caractérisés, spécifiquement exprimés par

la tumeur primatre.

Enfin, la caractérisation du phénotype par immunofluorescence indirecte a I’aide
de marqueurs spécifiques aux cellules épithéliales (cytokératines), aux cellules stromales
(vimentine), au mélanome (HMB45) ou aux cellules cancéreuses hépatiques (-
fétoprotéine (AFP)), a permis de déterminer que la lignée hépatique H79, provenant
d’une métastase du mélanome uvéal, est de type épithélioide et qu’elle ne provient pas
de la transformation maligne d’un hépatocyte. La détermination du profil d’expression
des intégrines de la lignée H79 par cytométrie de flux a démontré que cette lignée
exprime un plus grand nombre de sous-unités d’intégrines et que son profil d’expression
differe des MCN et des lignées cancéreuses TP31 et SP8.0. La lignée hépatique H79
sera utilisée lors de la construction ultérieure d’une banque de soustraction « tumeur
primaire (lignée TP31) — métastase hépatique (lignée H79) » afin d’identifier des geénes

responsables du potentiel métastatique du mélanome uvéal.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 ANATOMIE DU GLOBE OCULAIRE

Organe de la vision, l'eil nous permet d’apprécier visuellement notre
environnement, grace a la réponse photochimique des cones et batonnets visuels lors de

leur stimulation par la lumiére.

Le globe oculaire est une structure sphérique divisée en trois chambres : la
chambre antérieure (en avant de 1’iris), la chambre postérieure (derriére 1’iris) et la
chambre vitrée (derriere le cristallin) (voir figure 1.1) (Marieb, 1992; Tortora et
Grabowski, 1994). Les chambres antérieure et postérieure contiennent 1’humeur
aqueuse, alors que la chambre vitrée contient une substance gélatineuse appelée humeur
vitrée. L’humeur aqueuse et I’humeur vitrée contribuent a maintenir la forme du globe

oculaire et a réfracter la lumiere.

La paroi du globe se divise en trois tuniques distinctes : fibreuse, vasculaire et
nerveuse (Marieb, 1992; Tortora et Grabowski, 1994). La tunique fibreuse est la
membrane externe, composée de la sclérotique (partie postérieure) et de la cornée (partie
antérieure) (voir figure 1.1). La sclérotique est un tissu fibreux blanchéatre qui enveloppe
tout le globe, lui donnant sa forme et protégeant ses structures internes. Sa face
postérieure est traversée par le nerf optique. La cornée est une couche transparente et
non vascularisée. Sa forme incurvée contribue a focaliser les rayons lumineux sur la
rétine. L’épithélium de sa face externe se prolonge avec la conjonctive bulbaire, une
membrane recouvrant la face exposée du globe oculaire et la face interne des paupiéres

(Marieb, 1992; Tortora et Grabowski, 1994).
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FIGURE 1.1: Coupe transversale du globe oculaire. Image tirée du site Internet
http://neibank.nei.nih.gov.

La tunique vasculaire, aussi appelée uvée, contient, en plus des vaisseaux
sanguins, des nerfs, différents tissus de soutien et un grand nombre de mélanocytes
(Marieb, 1992; Tortora et Grabowski, 1994). Le réseau de vaisseaux sanguins de I’oeil
sera détaillé dans la prochaine section (voir section 1.1.1.). L’uvée est divisée en trois
parties : la choroide, le corps ciliaire et I’iris (voir figure 1.1). La choroide (partie
postérieure) est une membrane mince et brun foncé qui tapisse pratiquement toute la
face interne de la sclérotique et qui est traversée également par le nerf optique. Elle
devient le corps ciliaire a la partie antérieure de la tunique vasculaire. Une description
approfondie de la choroide suivra dans la prochaine section (voir section 1.1.2). Le corps
ciliaire constitue la couche la plus €paisse de la tunique vasculaire. Il est composé des
proces ciliaires qui sécretent I’humeur aqueuse et du muscle ciliaire qui modifie la
courbure du cristallin pour faciliter I’accommodation. La troisieme partie de ’uvée, I’iris
(partie colorée) (voir figure 1.1), est composée de fibres musculaires lisses, radiaires et
circulaires, disposées en forme d’anneau. L’ouverture au centre de I’iris permettant le
passage de la lumiére est la pupille. L’iris régle la quantité de lumiére qui pénetre dans le
globe oculaire : en présence d’une lumiere vive, les muscles circulaires se contractent et

diminuent le diameétre de la pupille, alors qu’en présence d’une faible lumiere, les
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muscles radiaires se contractent pour dilater la pupille (Marieb, 1992; Berson, 1993,

Tortora et Grabowski, 1994).

La tunique nerveuse ou rétine est la membrane interne qui recouvre les trois quarts
postérieurs de 1’ceil (voir figure 1.1). Elle constitue le début de la voie nerveuse visuelle.
Sa fonction est de capter la lumiére, de convertir cette information en influx nerveux qui
sera transmis au cerveau via le nerf optique. Elle est formée d’une couche neurale et de
I’épithélium pigmentaire rétinien (Marieb, 1992) (voir figure 1.2). La rétine neurale est
divisée en trois couches: les photorécepteurs, les cellules bipolaires et les cellules
ganglionnaires. Ces différentes couches sont séparées par deux zones de contacts
synaptiques, soit les couches plexiformes interne et externe. Les photorécepteurs sont a
leur tour subdivisés en deux types cellulaires nommeés en fonction de leur morphologie :
les batonnets et les cones (voir figure 1.2). Les batonnets permettent de voir en présence
d’une faible lumiére, de différencier les tons de lumiere et d’ombre, ainsi que
d’apprécier les formes et les mouvements, alors que les cones sont des cellules
spécialisées pour la vision des couleurs et I’acuité visuelle. Ces derniers ne sont stimulés
que par la Jumiere vive ; ceci explique pourquoi on ne peut pas distinguer les couleurs
aprés la tombée de la nuit. Trois autres types de cellules sont présentes dans la
rétine neurale: les cellules horizontales, les cellules amacrines et les cellules de Miiller
(vorr figure 1.2). Les deux premiéres constituent des voies qui modifient les signaux
transmis des photorécepteurs aux cellules ganglionnaires. Les cellules de Miiller jouent
un role non seulement de soutien, mais également de transport de métabolites du
systéme sanguin vers les cellules neuronales. Enfin, 1’épithélium pigmentaire rétinien
(EPR) (voir figure 1.2) est une monocouche de cellules épithéliales séparant la rétine
neurale de la choroide. Cette couche de cellules est, entre autres, essentielle a 1’intégrité
structurale et fonctionnelle des photorécepteurs, car elle permet leur phagocytose et la
digestion de leurs segments externes (Young et Bok, 1969). Elle est également la

principale composante de la barriere hémato-oculaire (Clark et Hall, 1986).

En plus des trois tuniques précédentes, le globe oculaire renferme €galement le

cristallin. Il est situé immédiatement derriére la pupille et I'iris. Formé d’un grand



nombre de couches de fibres protéiques dont la disposition rappelle celle des couches
d’un oignon, il est généralement transparent. Son role est de réfracter les rayons

lumineux qui le traversent (Marieb, 1992).

cellule ganglionnaire

s—++—+#—+w——cellule bipolaire

- {HI - 4B-H IF—+-Hg——cellule amacrine

FIGURE 1.2: Organisation laminaire de la rétine. image tirée du site Internet
http://www.psych.stanford.edu.

1.1.1 Les vaisseaux sanguins de I’oeil

Les vaisseaux sanguins de I’ceil dérivent de I’artére ophtalmique (Vaughan et al.,
1995). Exception faite des vaisseaux centraux de la rétine (voir figure 1.3), qui
nourrissent la rétine interne, la presque totalité de I’apport sanguin de I’ceil provient des
vaisseaux de I’uvée. D’abord, deux longues artéres ciliaires postérieures traversent la
sclérotique prés du nerf optique (voir figure 1.3), en positions médiane et latérale, pour
donner naissance de trois a cinq branches qui vont former les choriocapillaires antérieurs
(absents sur la figure 1.3), lesquels vont irriguer I’iris et le corps ciliaire. Ensuite, sept

artéres ciliaires antérieures vont approvisionner la conjonctive (voir figure 1.3). Ces



arteres traversent €galement la sclérotique pour nourrir le corps ciliaire et la région
périphérique de la choroide. Enfin, entre dix et vingt courtes arteres ciliaires postérieures
entrent dans la sclérotique pres du nerf optique pour nourrir la portion postérieure de la
choroide (voir figure 1.3). Les branches terminales de ces artéres approvisionnent les
choriocapillaires postérieurs (absents sur la figure 1.3) par distribution segmentaire. Les
choriocapillaires se drainent ensuite dans de plus grosses veines choroidiennes et
éventuellement dans les quatre veines vortex (voir figure 1.3) (Shields et Shields, 1992;
Vaughan et al., 1995). Ces systemes veineux sont situés dans chacun des quadrants
postérieurs du globe oculaire. Les différentes veines de la choroide convergent vers une
structure nommée 1’ampoule située a proximité de la face interne de la sclere et de cette
ampoule jaillit une veine vortex qui quitte le globe oculaire en passant au travers de la

sclere (vorir figure 1.3).

_——__Cercle artériel
. ——_ majeur de l'iris
" ~Cercle artériel
mineur de [l'iris "~
e

ciliaire pogstérieure

Vaisseaux centraux<" ¢ " 3 Countes arieres clliaires postérieures
de la rétine . ¥F=Vaisseaux
Vaisseaux uraux
pliaux

FIGURE 1.3: Vaisseaux sanguins de I’eil. Image tirée de Vaughan et al. (1995).

I1 est important de souligner I’absence de canaux lymphatiques intraoculaires, d’ou
la dissémination exclusivement hématogénique des cellules cancéreuses du mélanome

uvéal (le mélanome uvéal sera abordé dans la section 1.2).



1.1.2 La choroide

Feuillet brun foncé qui se confond dans sa partie externe avec la sclérotique et qui
est au contact de la rétine dans sa partie interne, la choroide s’étend de 1’ora serrata au

nerf optique (voir figure 1.1).

1.1.2.1 Fonctions de 1a choroide

La choroide fournit une surface réguliere et flexible qui supporte la rétine et
maintient intactes les interactions entre I’EPR et les segments externes des
photorécepteurs. Elle transforme également le globe oculaire en chambre noire grace a
un pigment, la mélanine, qui est présente dans les nombreux mélanocytes de cette
couche. Ces demiers seront abordés en détail dans la sous-section 1.1.2.2. La mélanine
permet d’absorber les rayons lumineux épars, pour ainsi prévenir la réflexion et la
dispersion de la lumiére dans le globe oculaire et assurer la netteté de I’image produite

sur la rétine (Marieb, 1992; Tortora et Grabowski, 1994).

Essentiellement composée de vaisseaux sanguins, la choroide permet de maintenir
constante la température de l'eeil et de jouer un role mineur dans le maintien de la
pression oculaire (Hogan et al., 1971). Elle est responsable également de la nutrition et
de 1’oxygénation de la rétine externe. La choroide est divisée en quatre couches
principales : (1) la membrane de Bruch, (2) la couche de choriocapillaires, (3) le stroma
choroidien et (4) la suprachoroide (voir figure 1.4) (Spencer, 1986; Stevens et Lowe,

1997).

A Vinterface entre la choroide et I'EPR, se trouve la membrane de Bruch (lamina
vitrea), qui renferme entre autres la membrane basale de ’EPR, une couche interne de
fibres de collagene, une couche de fibres élastiques, une couche externe de fibres de
collagéne et la membrane basale des cellules endothéliales de la couche choriocapillaire.

C’est une structure dense et solide qui tend a résister a 1’extension des tumeurs



choroidiennes dans la rétine et a I’extension des tumeurs rétiniennes dans la choroide.
Cependant, les mélanomes choroidiens peuvent fréquemment briser la membrane de
Bruch et prendre la configuration d’un champignon (voir figure 1.8, section 1.2.1.1)

(Shields et Shields, 1992).

FIGURE 1.4: Coupe histologique de la choroide. Image tirée du site Internet
http://www.louisville.edu. (1) membrane de Bruch; (2) couche de
choriocapillaires; (3) stroma choroidien; (4) suprachoroide.

La couche de choriocapillaires est une monocouche de capillaires organisés de
maniére lobulaire (voir figure 1.5) autour d’artérioles nourricieéres centrales dérivées du
stroma choroidien. Les choriocapillaires possedent un des plus grands diamétres de tout
le corps. Leur rdle est d’irriguer I’EPR et les couches externes de la rétine, les

nutriments passant a travers les jonctions fenestrées des cellules endothéliales.

Le stroma choroidien ou couche des vaisseaux est un tissu de soutien lache
composé de collagene, de fibriline, de réticuline, dans lequel cheminent les vaisseaux
sanguins artériels et veineux, ces derniers étant en plus grand nombre. Le diamétre des
arteres diminue lorsqu’elles approchent de la couche de choriocapillaires. Cette couche
est elle-méme subdivisée en trois régions: la couche de Haller qui renferme les vaisseaux
de grand diameétre de la couche la plus externe (surtout des veines), la couche de Sattler

qui est composée des vaisseaux plus petits de la couche médiane (surtout des petites



veines et des artérioles) et enfin, la couche des vaisseaux composant les hémangiomes

caverneux bénins de la choroide (Shields et Shields, 1992).

FIGURE 1.5: Organisation lobulaire des choriocapillaires. Image tirée du site

Internet http://www.trinity.edu.

La suprachoroide (lamina fusca) renferme des fibres élastiques et de collagéne, des
fibroblastes, ainsi que des mélanocytes. Elle est traversée par les veines vortex, les

artéres et les nerfs ciliaires (di Fiore, 1988).

1.1.2.2 Les mélanocytes choroidiens

Le mélanocyte dérive d’une cellule souche, le mélanoblaste, qui provient des
crétes neurales suite a la fermeture du tube neural. Les cellules des crétes neurales
évoluent différemment suivant qu’elles appartiennent a la région de la téte ou du tronc
(Le Moigne et Foucrier, 2001). Ceci pourrait expliquer les différences entre les

mélanomes uvéal et cutané (voir section 1.2.4 pour plus de détails).

Au niveau de la choroide, les mélanocytes sont organisés en réseau

tridimensionnel de feuillets paralléles. Ils sont caractérisés par une morphologie



dendritique (voir figure 1.6) et la présence d’un organite particulier, le mélanosome (voir
figure 1.7), au sein duquel se réalise la synthese d’un pigment brun foncé, la mélanine,
qul donne la couleur caractéristique au tissu choroidien. Au stade mature, leurs
mélanosomes sont ovales et pigmentés de maniere homogene (stade IV, voir figure
1.7D). Ces cellules sont pourvues de petits réticulums endoplasmiques et d’appareils de
Golgi et d’une quantité moindre de mitochondries, suggérant ainsi une faible activité
métabolique (Boissy, 1988). Contrairement aux mélanocytes cutanés, les mélanocytes
uvéaux ne synthétisent plus de novo la mélanine et leurs mélanosomes ne seront jamais
transférés a I’extérieur de la cellule. Ils ne proliferent pas et sont relativement immobiles
dans le stroma de la choroide; ils sont en dormance métabolique durant toute la vie de
I’individu (Boissy, 1988). Ainsi, lorsqu’il y a prolifération de ces cellules suivant leur
transformation, il y a développement d’un nevus ou d’un mélanome (le mélanome uvéal

sera décrit a la section 1.2) (Shields et Shields, 1992).

FIGURE 1.6: Les mélanocytes choroidiens. Image tirée de Hu et al. (1993a).
Il existe quatre stades de maturation du mélanosome (voir figure 1.7):

Stade I. Prémélanosome sous forme de vésicule intracytoplasmique sphérique contenant

des filaments internes et des microgranules.

Stade II. Prémélanosome ovoide ou ellipsoide contenant des filaments internes en zig-

zag.



10

Stade III. Mélanosome partiellement pigmenté avec des dépdts variables de mélanine.

Stade I'V. Mélanosome mature rempli de mélanine, sans filament interne.

; 2 V»iﬁ\ D7
FIGURE 1.7: Les différents stades de maturation du mélanosome. Image tirée
du site Internet http://www.euronet.nl. (A) mélanosome immature,

stade I; (B) mélanosome, stade II; (C) mélanosome, stade III; (D)
mélanosome mature, stade IV.

Grace a la mélanine, les mélanocytes neutralisent la formation d’images parasites
provenant de phénoménes de réflexion intraoculaire et protégent les autres types
cellulaires du rayonnement solaire (Boissy, 1988). La mélanine pourrait également
servir de filtre antitoxique en fixant certains produits nocifs pour les relacher ensuite a

des doses non toxiques dans la circulation sanguine (Larsson, 1993).

1.2 LE MELANOME UVEAL

La plupart des mélanomes naissent de la transformation de mélanocytes cutanés.
Toutefois, leur second site d’apparition par ordre d’importance se situe au niveau du
tractus uvéal de 1’ceil ou 1'on retrouve €galement une abondance de mélanocytes

originant des crétes neurales. Un exemple de mélanome uvéal est montré a la figure 1.8.
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décollement
de la rétine

mélanome
uvéal

FIGURE 1.8:Coupe sagittale d’un mélanome uvéal. Image tirée du site Internet
http://www.md.huji.ac.il.

1.2.1 Epidémiologie, facteurs pronostics et traitement du mélanome uvéal

La cause spécifique du développement d’un mélanome uvéal est encore inconnue
et malheureusement dans la plupart des cas diagnostiqués, le mélanome uvéal a déja

débuté sa dissémination au moment du traitement de la tumeur primaire.

1.2.1.1 Epidémiologie et facteurs prédisposants au mélanome uvéal

Plusieurs facteurs auraient un impact important sur |’incidence de ce cancer dont
I’age, la race, le lieu géographique, les maladies congénitales, la génétique,

I’environnement et les caractéristiques de la tumeur.

1.2.1.1.1 Facteurs prédisposants au mélanome uvéal

L’age. Malgré I’observation d’un cas de mélanome uvéal chez un nouveau-né, ces
tumeurs sont rarement rencontrées chez les enfants ou les jeunes adultes. Les deux tiers

des patients traités par énucléation ont en moyenne entre 50 et 60 ans (Egan et al., 1988).
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Le pronostic a court terme (5 ans) pour les jeunes patients (< 20 ans) est meilleur que
celur des adultes, mais le pronostic a long terme (15 ans) est similaire (Barr et al., 1981;

Singh et al., 2000).

La race. Tous les groupes raciaux non Caucasiens ont une incidence plus basse de
mélanome uvéal que les Caucasiens. L’incidence annuelle chez les Caucasiens est de 6 a
8 nouveaux cas par million de Caucasiens, mais cette incidence est 15 a 50 fois
inférieure chez les Africains et les Asiatiques (Egan et al., 1988). Toutefois, les
individus appartenant aux populations non Caucasiennes sont atteints plus jeunes et le
pronostic est plus inquiétant que chez les Caucasiens (Black et Wiggins, 1985; Gutman

et al., 1993; Hudson et al., 1994).

Les facteurs géographiques. Ce type de tumeur est trés rare en Afrique et moins
fréquent en Asie et en Amérique Latine qu’en Europe et en Amérique du Nord.
L’incidence est plus élevée dans les pays Scandinaves ou les blonds aux yeux bleus sont
majoritaires. Une exposition excessive au soleil ne semble pas jouer le méme role
pathologique que dans le développement du mélanome cutané. Aussi, si I’exposition
solaire €tait un facteur pathologique significatif, nous devrions observer une plus grande
fréquence de mélanome uvéal au niveau de 1'irls comparativement au corps ciliaire et a
la choroide car, durant I’exposition a une lumiere éblouissante, 1a pupille se contracte
exposant ainsi une plus grande surface de 1’iris aux rayons solaires. La distribution du
mélanome uvéal dans le tractus uvéal est cependant tout autre : la proportion de tumeurs
de iris (5%) étant moindre que celles du corps ciliaire (15%) ou de la choroide (80%)
(Li et al., 2000). Cependant, il existe des rapports contradictoires a ce sujet (Jensen,

1963; Egan et al., 1988).

Les facteurs d’origine congénitale. Trois a8 20% de la population a au moins un
nevus choroidal. Cependant, seulement une minorité de nevi (1/15 000) se transforme en
mélanome malin annuellement (Spencer, 1986). Une augmentation congénitale du
nombre de mélanocytes (mélanocytoses congénitales oculaire et oculodermique (nevus

de Ota)), est plus courante chez les personnes atteintes de mélanome uvéal que dans la
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population en général (Egan et al., 1988). Le risque de développer un mélanome uvéal
chez les patients souffrant de mélanocytose oculaire est de 1/400 (Singh et al., 1998).
Enfin, la présence de nevi dysplastiques cutanés (lésions cutanées de 5-15 mm de
diametre dont le contour est irrégulié) n’augmente pas seulement les risques de
développer un mélanome uvéal, mais elle peut aussi étre associée au phénotype

épithélioide, un indicateur traditionnel de mauvais pronostic (Hammer et al., 1996).

Les facteurs d’origine génétique. Il y a une 1égére prédominance du mélanome
uvéal chez les hommes, mais la raison de cette prédominance est inconnue (Egan et al.,
1988). Il n’existe également aucune évidence d’hérédité familiale, les cas familiaux
représentant a peine 0,6% des cas (Singh et al., 1996a; van Hees et al., 1998). Les genes
impliqués dans le développement et la progression du mélanome uvéal sont encore
inconnus. Cependant, de fréquentes variations chromosomiques ont ét€ observées sur les
chromosomes 1 (délétion), 3 (monosomie), 6 (altérations structurales) et § (gain sur le
bras long) (Prescher et al., 1990; Sisley et al., 1992; Aalto et al., 2001). Récemment, une
analyse de la délétion partielle des bras long et court du chromosome 3 a permis de
soupgonner la présence d’un géne suppresseur de tumeur au niveau des loci 3q24-q26 et
3p25 (Tschentscher et al., 2001). Enfin, il y a une légeére augmentation des risques de
développer un mélanome uvéal chez les personnes a pigmentation pale au niveau cutané,
capillaire et iridien (Jensen, 1963; Holly et al., 1990; Regan et al., 1999). Les patients
atteints de mélanome uvéal dont les iris sont bleus ou gris ont 2 a 3 fois plus de risques
de mourir d’un mélanome uvéal métastatique que les patients aux iris bruns (Regan et

al., 1999; Guenel et al., 2002).

Les facteurs environnementaux. Une exposition industrielle a des produits
chimiques oncogéniques pourrait jouer un réle dans la pathogenese du mélanome uvéal.
Par exemple, plusieurs cas de cancers oculaires ont été répertoriés chez des employés de
I’usine chimique de la compagnie Dupont-Belle en Virginie. Les épidémiologistes
responsables de cette enquéte ont cependant été incapables de déterminer la cause de ces
nombreux cas (Spencer, 1986). Ensuite, il n’existe aucune corrélation avec 1’exposition

aux UV naturels, mais il y aurait une corrélation avec ’exposition aux UV artificiels
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(soudure) (Guenel et al., 2002). Par exemple, les soudeurs seraient plus sujets a
développer un mélanome uvéal que les pécheurs. Les auteurs de cette étude suggérent
que la présence des UVC dans les sources d’UV artificiels serait 1’élément responsable

de la forte incidence de mélanomes uvéaux chez les soudeurs.

Les facteurs reliés a la tumeur. Les tumeurs antérieures localisées dans le corps
ciliaire sont souvent reliées a une augmentation de la mortalité spécifique au mélanome
(Shammas et Blodi, 1977; Li et al., 2000). Les mélanomes du corps ciliaire ont 1,6 a 2,3
fois plus de chance de donner naissance a des métastases que les tumeurs choroidiennes
(Liet al., 2000). Les mélanomes iridiens métastasent rarement et leur mortalité reportée
sur 10 ans est seulement de 5% (Shields et al., 2001). La taille de la tumeur influence
également le pronostic : la mortalité spécifique au mélanome uvéal reportée sur 10 ans
est de 60% pour les grosses tumeurs (> 15 mm), alors qu’elle est seulement de 10-15%
pour les petites tumeurs (< 10 mm) (Shammas et Blodi, 1977; The COMS Group, 1997).
Le type cellulaire qui constitue la tumeur influence aussi le pronostic un plus grand
potentiel de malignité des cellules épithélioides a été démontré dans différentes €tudes
(McLean et al., 1977; McLean et al., 1982; Seddon et al., 1983). Récemment, certaines
études ont révélé que plusieurs mélanomes uvéaux co-expriment la vimentine (typique
chez les mélanocytes) et les cytokératines 8/18 (typiques chez les carcinomes), deux
molécules de la famille des filaments intermédiaires. Ce phénomeéne de coexpression
s’appelle I’interconversion phénotypique (Fuchs et al., 1992). La coexpression de ces
deux types de filaments intermédiaires semble conférer aux cellules les caractéristiques
des deux types cellulaires. Ces nouvelles propriétés seraient responsables de
I’augmentation du potentiel invasif et tumorigéne démontré par ces cellules (Chu et al.,
1996). Ainsi, les cellules du mélanome uvéal qui expriment ces deux filaments
intermédiaires ont une capacité d’invasion six fois plus grande que les cellules qui
expriment seulement la vimentine (Hendrix et al., 1998). Ensuite, la morphologie des
réseaux microvasculaires a été€ corrélée avec les mélanomes du corps ciliaire de nature
plus agressive (Prescher et al., 1990; Rummelt et al., 1995). Il existe neuf types de
patron microvasculaire: le patron normal qui renferme des vaisseaux choroidiens

normaux non comprimés, le patron silencieux qui ne contient pas de vaisseaux
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tumoraux, le patron droit qui comprend des vaisseaux droits orient€s qui ne sont pas
reliés entre eux, le patron paralléle qui inclut des vaisseaux droits qui sont organisés de
facon parallele les uns par rapport aux autres, le patron paralléle avec liaisons qui
contient des vaisseaux paralleles avec des liens entre eux, le patron avec arcs seuls ou
arcs avec branchements qui sont des vaisseaux courbes qui ne forment pas de boucles, le
patron en boucle qui consiste en des vaisseaux completement fermés et le patron en
réseau qui est composé d’au moins trois boucles fermées consécutives (Folberg et al.,
1992). Les patients qui survivent plus de 15 ans posseédent plus fréquemment les patrons
normal et silencieux que les patients qui décedent de métastases du mélanome uvéal. En
fait, les patients qui décedent des suites du mélanome uvéal ont plus fréquemment les
patrons paralléle, parallele avec liaisons, en boucle et en réseau que les patients qui
survivent plus longtemps (Rummelt et al., 1994). Contrairement a2 1’angiogenese
tumorale traditionnelle ou les nouveaux vaisseaux sont formés a partir de ceux
préexistants par la prolifération des cellules endothéliales, les cellules tumorales des
mélanomes uvéal et cutané sont capables de former des patrons microvasculaires sans la
présence de cellules endothéliales (Maniotis et al., 1999). Ce concept de formation de
vaisseaux sanguins sans cellules endothéliales est appelé mimétisme vasculogénique.
Une grande densité microvasculaire augmenterait les risques de déces a la suite du

développement de métastases (Weidner, 1995).

1.2.1.2 Traitement du mélanome uvéal

La plupart des personnes atteintes souffrent des symptdmes suivants : vision
embrouillée, perte du champ visuel, photopsie (perception d'éclairs, de lumieres,
d'étincelles) et douleur (plus rare). Cependant, 10-30% des mélanomes uvéaux sont
diagnostiqués durant un examen ophtalmologique de routine en absence des symptomes
mentionnés précédemment (Ah-Fat et al., 1998). L’ophtaimoscopie indirecte est
d’ailleurs couramment utilisée 'pour diagnostiquer ce type de tumeur (Shields et al.,
1991). Le mélanome uvéal est traité depuis des décennies par énucléation. Cependant, a

partir des années 1970, des méthodes de traitement conservatrices comme la
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brachythérapie avec plaque, I'irradiation avec particules chargées et la résection locale
trans-sclérale sont devenues des pratiques plus courantes (Shields et al., 1996; Finger,
1997). Méme si aucune différence convaincante au niveau de la survie a été mise en
évidence entre la chirurgie radicale et les thérapies conservatrices, les avantages
fonctionnels, psychologiques et cosmétiques reliés a la préservation de 1’ceil atteint ont
davantage favorisé les dernieres (Seddon et al., 1985; Augsburger et al., 1998; Char et
al., 1998; Augsburger et al., 1999; Seregard, 1999; Li et al., 2000). Malheureusement,
dans la plupart des cas, le mélanome uvéal a déja débuté€ sa dissémination au moment du
début du traitement de la tumeur primaire ; a ce stade, le choix entre la thérapie radicale

et les thérapies conservatrices n'a pas nécessairement un grand impact sur la survie

(Eskelin et al., 2000).

1.2.2 Classification cytologique du mélanome uvéal

Les mélanomes uvéaux sont classés histologiquement en trois types : ceux

constitués de cellules fusiformes, ceux constitués de cellules épithélioides (voir figure

1.9) et ceux constitués d’un mélange de ces deux types de cellules (Spencer, 1986).

) " el T AL e
FIGURE 1.9: Les cellules épithélioides. Image tirée du site Internet
http://www.moffitt.usf.edu.

Le terme épithélioide dérive du terme épithélial et est utilisé a la place de celui-ci

lors de la caractérisation de cellules cancéreuses. Les cellules épithélioides sont les plus
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agressives, tandis que les tumeurs composées seulement de cellules fusiformes sont

moins enclines a développer des métastases.

1.2.3 La propagation métastatique du mélanome uvéal

Le degré élevé de vascularisation de la choroide et 1'absence de circulation
lymphatique intraoculaire permet d’expliquer le potentiel éievé de dispersion
hématogénique que manifeste ce cancer. En effet, plus de 50% des patients chez lesquels
on a diagnostiqué la présence d'un mélanome uvéal développeront des métastases dans
divers organes dans les cing années qui suivront en dépit d’un bon contrble du
néoplasme primaire (voir tableau 1.1). Chez 97% des patients porteurs d’un mélanome
uvéal, le site initial de formation des métastases est le foie (voir tableau 1.1). L atteinte
de cet organe représente la principale cause de déces, soit 90% des individus. C’est
seulement lorsque la paroi sclérale antérieure est brisée que les cellules tumorales ont
acces aux vaisseaux lymphatiques de la conjonctive leur permettant de se diss€miner
dans les ganglions lymphatiques locaux, ce qui autrement est rarement observé lors d’un
mélanome uvéal (Dithmar et al., 2000). Le mélanome uvéal est une maladie incurable, le
diagnostic de métastases hépatiques étant généralement associé a une espérance de vie

variant de 2 2 7 mois (Egan et al., 1988).

Le diagnostic des métastases se fait a I’aide des tests de fonction du foie et de
I’examen de la poitrine aux rayons X (Albert et al., 1992). Cependant, I’ultrasonographie
abdominale et la tomographie sont des méthodes plus sensibles pour la détection de
métastases (Eskelin et al., 1999). Les méthodes utilisées pour le traitement des
métastases du mélanome sont la chimiothérapie et la chimioembolisation de 1’artere
hépatique avec ou sans interféron. Ces deux méthodes permettent d’allonger la survie
des patients d’environ 12 mois ; plus de 20% des métastases régressent durant le
traitement, du moins partiellement, mais la maladie finit toujours par progresser et tuer
le patient (Albert et al., 1992; Pyrhonen et al., 1992; Leyvraz et al., 1997; Pyrhonen,
1998).



TABLEAU 1.1

Sites des métastases des mélanomes uvéaux de Ia choroide et du corps ciliaire

Organes Pourcentage (%)
Foie seulement 34
Foie et autres organes* 63
Autres organes seulement 3
100

*Organes autres que le foie :

Poumons, cceur, tractus gastro-intestinal, ganglions lymphatiques, pancréas,
[=] [=4

peau, systéme nerveux central, os, rate, glandes adrénales, reins, ovaires,

thyroide, vésicule biliaire, aorte.

Tiré de Spencer (1986)

1.2.4 Comparaison entre les mélanomes uvéal et cutané

Le mélanome uvéal differe grandement du mélanome cutané, méme si les deux
types de tumeurs ont comme origine cytologique les mélanocytes (Spencer, 1986;
Mckee, 1989). Dans le mélanome uvéal, la lumiere UV et I’hérédité ont un faible ou
aucun impact sur le développement de la tumeur comparativement au mélanome cutané
(Egan et al., 1988; Mckee, 1989; Singh et al., 1996a; Platz et al., 2000). Le mélanome
intraoculaire se dissémine par la circulation sanguine, car I’intérieur de I’ceil ne contient
pas de vaisseaux lymphatiques et il a une grande propension au développement de
métastases distantes, en particulier au foie, alors que le mélanome cutané tend a se
propager dans les ganglions lymphatiques régionaux (Einhorn et al., 1974; McLean,
1993; Eskelin et al., 1999; Clarijs et al., 2001). Plusieurs études récentes ont révélé de
tres grandes différences cytogénétiques et moléculaires entre ces deux tumeurs, ce qui
explique probablement leur comportement biologique divergent (Bittner et al., 2000;

Cree, 2000; Naus et al., 2000). Ces différences incluent :

Les différences immunophénotypiques. L’anticorps S-100 marque fortement le

mélanome cutané, contrairement au mélanome uvéal ot le marquage est faible et
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variable. Le marqueur p75SNTR (p75 neutrophin receptor), connu pour aider 2
différencier les cellules fusiformes des cellules épithélioides dans le mélanome cutané ne
marque pas le mélanome uvéal. Il est possible que le marquage de p7SNTR refléte la
présence de desmoplasie, un élément courant dans le mélanome cutané composé de
cellules fusiformes, mais qui est rarement présent dans le mélanome uvéal (Iwamoto et
al., 2002). Les marqueurs NKI-C3 (melanoma marker CD63 clone NKI/C3), HMB45
(melanoma marker clone HMB45), HMB50 (melanoma marker clone HMB50),
tyrosinase, melan-A (melanoma antigen) et MIFT (microphthalmia transcription factor)

marquent tous fortement le mélanome uvéal, mais pas le mélanome cutané (Iwamoto et

al., 2002).

L’expression des cadhérines. Les mélanocytes cutanés normaux expriment la
cadhérine E contrairement aux cellules de nevi ou aux mélanomes cutanés. Cependant,
les cellules du mélanome cutané expriment fortment la cadhérine N (Hsu et al., 1996).
Lors d’études précédentes, un réarrangement du phénotype des cadhérines de I'isoforme
E a I’isoforme N a été observé durant la progression du mélanome cutané (Hsu et al.,
1996, Sanders et al., 1999). Dans le mélanome uvéal, la cadhérine E est exprimée de

facon variable, alors que la cadhérine N est absente (Anastassiou et al., 2002).

L’expression des intégrines. Contrairement au mélanome cutané, la
détermination du profil d’expression des intégrines ne permet pas de catégoriser les
mélanomes uvéaux selon leur pouvoir invasif ou leur type cellulaire (ten Berge et al.,
1993). Dans le mélanome uvéal, la sous-unité o5 a été détectée dans toutes les tumeurs,
mais seulement un petit nombre étaient positives pour la sous-unité o2, tandis que le
résultat était inversé pour le mélanome cutané. Une autre €tude a démontr€ ]a présence
de la sous-unité a5 dans les tumeurs primaires du mélanome uvéal, mais a des niveaux
modérés (Beliveau et al., 2000; Beliveau et al., 2001). La sous-unité 4 n’est pas
détectée dans le mélanome uvéal, mais elle est présente chez un petit nombre de
mélanomes cutanés. Enfin, dans le mélanome cutané, I'intégrine avf3 est exprimée dans
les métastases et durant la phase verticale de croissance des tumeurs primaires, alors

que, dans le mélanome uvéal, avp3 est absente dans les tumeurs primaires, mais
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présente dans les métastases. C'est plutdt avp5 qui est exprimée dans les mélanomes

uvéaux primaires (Albelda et al., 1990; ten Berge et al., 1993).

La présence de lymphocytes. Dans le mélanome cutané, & 'opposé du mélanome
uveal, la présence de lymphocytes dans la tumeur est de bon augure (Folberg et al.,
1993). En principe, les lymphocytes n’ont pas accés a la choroide 4 moins d’avoir été
activés en périphérie par un antigéne spécifique. La présence de lymphocytes dans la
tumeur uvéale pourrait provenir d'un premier contact des lymphocytes avec des cellules

15sues de la tumeur primaire qui sont présentes dans la circulation générale (Mooy et De
Jong, 1996).

Les altérations génétiques. Des mutations somatiques du géne PTEN
(phosphatase and tensin homologue) ont été détectées dans plus de 40% des lignées
cancéreuses dénvées de mélanomes cutanés (Guldberg et al., 1997). Cependant, dans les
lignées cancéreuses dérivées de mélanomes uvéaux, aucune perte, altération structurale
ou mutation somatique du géne PTEN n'a été retrouvée, Méme si, dans la presque
totalité des mélanomes cutanés, I'implication du géne CDKN2 (cyclin-dependent kinase
inhibitor 2a) a été postulée (Walker et al., 1998), des mutations et délétions de CDKN2
sont rarement observées dans les lignées cancéreuses et les tumeurs primaires du
mélanome uvéal (Singh et al.,, 1996b). Les anomalies chromosomiques typiques
retrouvées chez le mélanome uvéal, comme la perte du chromosome 3 ou les gains sur le
chromosome 8q sont rarement observées dans le mélanome cutané (Sisley et al., 1992).
Dans le mélanome cutané, c’est plutdt les chromosomes 10 (monosomie) (Robertson et
al., 1999) et 20 qui comportent des anomalies (chromosomes supplémentaires) (Barks et
al., 1997).

A la lumiere de ces différences, ces deux types de mélanomes doivent étre
considérés comme deux pathologies distinctes. Ainsi, les données existantes sur le
mélanome cutané ne sont pas nécessairement applicables au mélanome uvéal, d'ou la

nécessité de développer des modéles spécifiques au mélanome uvéal.
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1.3 LES INTEGRINES

La plupart des processus cellulaires physiologiques et pathologiques nécessitent un
contact entre les cellules ou entre les cellules et la matrice extracellulaire (MEC). Au
cours du processus invasif, les cellules métastatiques doivent adhérer & la membrane
basale. se déplacer dans le milieu interstitiel adjacent, envahir les vaisseaux sanguins,
s’attacher aux cellules endothéliales du capillaire et les traverser pour aller coloniser
I’organe cible. Ces €tapes sont modulées, entre autres, par les molécules d’adhésion
cellulaire qui régissent les différentes phases de contact et les communications
qu’établissent les cellules entre elles. Quatre familles sont regroupées au sein de ce

groupe de molécules : les cadhérines, les sélectines, les immunoglobulines et les

intégrines.

1.3.1 Structure et fonctions des intégrines

Les intégrines sont des glycoprotéines transmembranaires, composées de deux
sous-unités, a et B (voir figure 1.10), associées de fagon non covalente, qui font le pont
entre le cytosquelette et la MEC. Elles sont responsables de 1’interaction et de 1’adhésion
cellule-cellule, de la liaison avec les constituants de la membrane basale (e.g. collagene
et laminine) et de la liaison avec les protéines de la MEC (e.g. fibronectine, fibrinogéne,
laminine, thrombospondine et vitronectine). Elles sont également impliquées dans
I’embryogenese, I’agrégation plaquettaire, les fonctions immunitaires, I’inflammation, la
réparation tissulaire, I'invasion tumorale et quelques maladies se développant a la suite

de mutations de genes d’intégrines (Goldschild et Baudouin, 1997).

Il existe dix-huit sous-unités o et huit sous-unités B dont les différentes
combinaisons donnent naissance a plus de vingt-quatre intégrines (voir tableau 1.2)
(Hynes, 1992; Shimaoka et al., 2002). Cependant, suivant 1’analyse du génome humain,
cing autres sous-unités o et une autre sous-unité § s’ajouteraient a cette famille (Venter

et al., 2001).
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Cette grande diversité de récepteurs permet a la cellule de recueillir de
I’information sur la composition de la matrice et de la convertir ensuite en signaux

cellulaires (adhésion, migration, prolifération, différenciation).

Domaine similaire
—— au Domaine |

Répétitions en N-terminal
avec structure en hélice 5

_—GFFK
Séquence conservée
dans toutes les intégrines

sous-unité ¢ sous-unité g

FIGURE 1.10: Structure d’une intégrine. Image tirée du site Internet
http://www.hsc.virginia.edu.

Les sous-unités des intégrines ont un long domaine extracellulaire (700-1100
acides aminés) et un court domaine cytoplasmique (environ 50 acides aminés). Une
exception notable est la sous-unité 4 qui posseéde un domaine cytoplasmique

comprenant plus de 1000 acides aminés (Humphries, 2000).

La liaison des ligands se fait au niveau de la téte globulaire. La majorité des
intégrines ne sont pas spécifiques a un seul ligand, mais peuvent en lier un ou plusieurs
et ce, avec différentes affinités. La spécificité intégrine-ligand est déterminée largement

par la chaine a (voir tableau 1.2).



TABLEAU 1.2
Les intégrines et leurs ligands

l_ntE' rines LiEands

al il Collagéne, laminine, nascine

a2fl Collagéne, laminine, fibronectine, cadhérine E, échovirus 1

a3pl Fibronectine, laminine, collagéne, épiligrine, kalimine, entactine

adpl Fibronectine, VCAM-1', MAJCAM-1%, thrombospondine, facteur de von
Willebrand, ostéopontine, éristosiatine

a35pl Fibronectine, murine L1, invasine, collagéne

abfil Laminine, invasine, mérosine, kalinine

alpl Laminine

aifl Fibronectine, ténascine, vitronectine, ostéopontine

afpl Ténascine

allpgl Collagéne, laminine

allfi Collagéne

avf] Vitronectine, fibronectine, collagene, facteur de von Willebrand,
fibrinogéne

aDp2 VCAM-1, ICAM-3’

aXp2 C3bi, fibrinogéne, fibronectine, facieur de von Willebrand

alp2 ICAM-1,1CAM-2, ICAM-3

aMp2 C3bi, fibnnogéne, facteur X, ICAM-|

avp3 Vitronectine, fibrinogéne, laminine, osiéopontine, facteur de von

Willebrand, fibronectine, collagéne, PE-CAM-1°, L1 humaine,
thrombospondine, sialoprotéine d’os, ténascine, désiniégrine, proteine Tat

du VIH

alibf3 Vironectine, thrombospondine, fibronectine, facteur de von Willebrand,
facteur VIII, ostéopontine, fibninogéne, collagéne, désintégnne

abtfid Laminins. kalinine, mérosine

avfs Vitronectine, fibronecting, fibrinogéne, proteine Tat du VIH

avp6 Fibronectine, ténascine

adp7 Fibronectine, MAdCAM-1, VCAM-1, addressine, Peyer’s paich high
endothelial venules

aER7 cadhérine E

avE Fibronectine, laminine, collagéne

{Cheresh et Mecham, 1994; Giancotti et Mainiero, 1994; Denda et al., 1998; Tulla et al., 2001 ; Whittard et
al., 2002)

Wascular cell adhesion molecule *Mucosal vascular addressin cell adhesion molecule
*ntercellular adhesion molecule *Plateler endothelial cell adhesion molecule

*Virus d’immunodéficience humaine
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1.3.1.1 Structure de la sous-unité a

Domaine en hélice . La région N-terminale de la sous-unité o contient sept
segments d’environ 60 acides aminés chacun ayant une faible homologie entre eux,
lesquels se replient en sept feuillets 3 pour former un domaine a motif hélice p (voir
figure 1.11) (Springer, 1997). La sous-unité  contient un domaine a motif hélice p avec
la méme topologie. Des études de mutagenése ont démontré que les acides aminés liant
le ligand sont regroupés dans le domaine a motif hélice  (Kamata et al., 2001). La
moitié des sous-unités o ne contiennent pas de domaine I (voir ci-dessous). Dans ces
intégrines, le domaine a motif hélice B semble participer directement a la liaison du
ligand (Humphries, 2000). Pour les intégrines qui contiennent le domaine I, le domaine a
motif hélice B peut coopérer a la liaison de certains ligands comme dans le cas de aM
(Yalamanchili et al., 2000) ou jouer aucun role direct comme dans le cas de aL (Lu et

al., 2001).

FIGURE 1.11: Domaine en hélice § des intégrines. Image tirée du site Internet
http://cbr.med.harvard.edu.

Domaine I. La moitié des sous-unités a contiennent un domaine d’environ 200
acides aminés, connu sous le nom de domaine 1. Le domaine I est le site majeur de
liaison au ligand chez les intégrines qui contiennent ce domaine. Il est inséré entre les
deuxieme et troisieme feuillets § du domaine a motif hélice  (Springer, 1997). La
relation structurale entre les domaines I et 2 motif hélice  des intégrines et les sous-
unités a et B des protéines G, respectivement, est intéressante et peut refléter des

similarités fonctionnelles dans la régulation conformationnelle de la liaison au ligand
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(Lee et al., 1995a). Un site de coordination du cation divalent désigné Meral ion-
dependent adhesion site (MIDAS) dans le domaine [ lie les acides aminés du ligand
chargés négativement, de la méme fagon que le magnésium dans les protéines G

coordonne le phosphate-y du GTP (Shimaoka et al., 2002).

Région de la queue de la sous-unité a. La région C-terminale du domaine a motif
hélice B comprend une large portion du domaine extracellulaire de la sous-unité o
d'environ 500 acides aminés. La structure cristalline révéle la présence de trois
domaines & motif sandwich § dans cette région, désignés thigh, calf-1 et calf-2 (Xiong et

al., 2001).

1.3.1.2 Structure de la sous-unité p

Domaine PSI La région N-terminale riche en cystéines, allant des acides aminés
1-50, montre une 1dentité de séquence avec les protéines membranaires incluant les
plexines, les sémaphorines et les récepteurs c-met ; ce domaine est appelé domaine PSI
(plexine/sémaphorine/intégrine) pour les plexines, les sémaphorines et les intégrines
(Bork et al., 1999) Cette région contient sept cystéines dont la premiére forme un long
pont disulfure avec la région C-terminale de la sous-unité 5 qui, elle aussi est riche en
cystéines, Ces régions riches en cystéines coopérent pour maintenir I'intégrine dans sa

conformation inactive (Zang et Springer, 2001).

Domaine similaire au domaine [. La sous-unité p renferme un domaine
fortement conservé d'environ 240 acides aminés, s étendant des acides aminés 100 2
340. Ce domaine contient un site DXSXS de liaison au métal similaire au MIDAS du
domaine [ (Lee et al., 1995b), mais une faible identité de séquence avec le domaine I.
C’est pourquoi il a été nommé domaine similaire au domaine [ (Ponting et al., 2000},
Cette région est sensible aux mutations qui résultent en un mangue d’association de la
sous-unité B2 avec les sous-unités ¢ ou en une perte de fonction et provogue une

déficience d'adhésion des leukocytes (Hogg et al., 1999). Le domaine similaire au
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domaine I semble lier directement le ligand chez les intégrines sans domaine I et réguler

indirectement la liaison du ligand chez les intégrines avec le domaine L.

Queue C-terminale et domaines semblables au epidermal growth factor (EGF).
La portion C-terminale du domaine extracellulaire s'étend des acides aminés 340 a 700.
La majorité de cette portion est riche en cystéines et correspond & la gueue de la sous-
unité p. Parmi les acides aminés 435 & 600, il y a quatre répétitions riches en cystéines
semblables aux EGF. [ls ont ét€ désignés domaines integrin-epidermal growth factor (I-
EGF) (Takagi et al., 2001). Cette portion de la sous-unité B est importante pour la

transmisson de signaux.

1.3.2 Expression des intégrines dans la choroide et le mélanome uvéal

L'étude de la migration des cellules métastatiques 1ssues de mélanomes uvéaux
permettra de mieux comprendre les processus impligués dans ['intravasation et
'extravasation de ces cellules et ceux impliqués dans la nidation préférentielle au foie.
Au niveau moléculaire, plusieurs de ces étapes peuvent partiellement s'exphquer par la

modulation de ['expression de certaines molécules d'adhésion dont les intégrines.

Il a ét€ démontré que les sous-unités d'intégrines suivantes sont présentes dans les

vaisseaux choroidiens : a2, a3, ad, a5, ab, av, B1, 2 et B3 (Elner et Elner, 1996).

Des études immunohistochimiques effectuées sur des mélanocytes uvéaux
normaux ont permis de déterminer gu’ils expriment les intégrines a2f1, a3pl, aSpl et
avp3. Cependant, les mélanocytes n'expriment pas les intégrines alpl, o4fl et a6l
(Elshaw et al., 2001). Une autre étude a démontré par cytométrie de flux la présence de

la sous-unité o5 a la surface des mélanocytes uvéaux normaux (Beliveau et al., 2000).

Des études immunohistochimiques effectuées sur des mélanomes uvéaux ont

permis de déterminer que 100% des tumeurs expriment les intégrines alfl, a2fpl,
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a3pl, a3p1 et avf3, alors que 70% expriment cdfl et 60% expriment a6f1 (Elshaw et
al., 2001). Deux autres études effectuées sur des tumeurs primaires du mélanome uvéal
ont permis de déterminer que 100% des lésions sont positives pour les sous-unités a3,
a5, av, fl et I'intégrine avf}5, 75% pour la sous-unité a6, 25% pour la sous-unité o4,
16% pour la sous-unité¢ al, 9% pour la sous-unité a2 et aucune lésion n’est positive
pour la sous-unité B4 et 'int€erine avi3 (Albelda et al., 1990; ten Berege et al., 1993).
D' autres études immunchistochimiques effectuées sur des prélévements tissulaires issus
de mélanomes uvéaux au stade primaire, ont permis de détecter les sous-unités 1, B5,
a3, a3, av et, particulierement, I'intégrine avp5 dans toutes les tumeurs primaires
(Elner et Elner, 1996). La majorité des tumeurs exprimaient également la sous-unité a6,
tandis que les sous-unités al, a et a4 €taient présentes seulement chez un faible
pourcentage de mélanomes (Elner et Elner, 1996). Enfin, une dernigre etude a démontre
la présence de la sous-unité a5 a la surface de lignées cancéreuses de tumeurs primaires

du mélanome uvéal, mais en faible quantité (Beliveau et al., 2000).

Chez les métastases, les Iésions sont positives pour les sous-unités a2, a3, al, av,
Bl et avp3, entre 76% et 100% pour "intégrine av{i3, 75% pour les sous-unités a4 et
a6 et aucune 1ésion n'est positive pour la sous-unité 4 (Albelda et al,, 1990). Une
seconde étude effectuée sur guatre mélanomes uvéaux métastatiques a démontré un
profil d’expression des intégrines qui est similaire aux tumeurs primaires, excepté pour
l'augmentation de l'expression des sous-unités a2 et a4 et la présence de |'intégrine
avf3 dans deux des quatre métastases & I'étude, avf3 étant absente dans les tumeurs
primaires (ten Berge et al., 1993). Enfin, une autre étude a démontré une corrélation
inverse entre 'expression du transcrit de la sous-unité a4 et le potentie]l métastatique de

certaines lignées de mélanomes uvéaux (Larouche et al., 1998).

1.4 OBJECTIFS DE RECHERCHE

Cette section présente en détails les objectifs & atteindre lors de ce projet de

recherche.
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1.4.1 Objectif global

L’objectif global de ce projet de maitrise consistait a identifier les genes
responsables de la formation du mélanome uvéal et de la nidation spécifique des
métastases au foie. Cependant, différents objectifs spécifiques ont été élaborés afin
d’atteindre cet objectif global. En effet, il était d’abord nécessaire de caractériser les

lignées cellulaires dérivées de tumeurs primaires et d’une métastase au foie.

1.4.1.1 Premier objectif spécifique

Le premier objectif spécifique consistait a caractériser le profil d’expression des
intégrines des MCN, des lignées cancéreuses TP31 et SP8.0 dérivées de tumeurs
primaires du mélanome uvéal et de la lignée hépatique H79 dérivée d’une métastase de

mélanome uvéal.

1.4.1.1.1 Cytométrie de flux a I’aide d’anticorps spécifiques aux sous-unités

d’intégrines

La cytométrie de flux (CF) possede une plus grande sensibilité de détection que
I’immunofluorescence indirecte (IF). Ainsi, le profil d’expression des intégrines des
MCN, des lignées cancéreuses TP31, SP8.0 et H79 a été déterminé 2 1’aide d’anticorps

spécifiques a sept sous-unités a et quatre sous-unités f3.

1.4.1.2 Deuxieme objectif spécifique

Le deuxiéme objectif spécifique consistait a identifier les génes qui sont exprimés

spécifiquement par la lignée cancéreuse TP31 dérivée d’un mélanome uvéal par rapport
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aux MCN. Nous avons choisi la lignée cancéreuse TP31 plutdt qu’une autre étant donné
sa grande agressivité et ]’absence de traitement par radiothérapie de la tumeur primaire a

partir de laquelle cette lignée cancéreuse a été mise en culture,

1.4.1.2.1 Banque de soustraction « tumeur primaire (lignée TP31) - MCN »

L’utilisation de la trousse PCR-Select ¢cDNA Subtraction de la compagnie
Clontech a permis de soustraire les populations d’ARNm des MCN de celles de la lignée
cancéreuse TP31 et d’amplifier les genes qui sont spécifiquement exprimés par la
tumeur primaire (lignée TP31) par rapport aux MCN. Le produit de la réaction de
polymérase en chaine (PCR) « lignée TP31 — MCN » obtenu a la fin de la soustraction

est ensuite cloné pour créer une librairie de clones candidats.

1.4.1.2.2 Librairie de clones candidats spécifiques a la lignée TP31

Le clonage du produit PCR de la soustraction « lignée TP31 — MCN » dans le
vecteur pGEM-T Easy a permis de créer une librairie de clones candidats qui sont
spécifiquement exprimés par la lignée TP31. Cette librairie est ensuite utilisée pour
éliminer les faux positifs présents dans la banque de soustraction a ]1’aide du criblage

différentiel.

1.4.1.2.3 Criblage différentiel de la librairie de clones candidats a ’aide de sondes
d’ADNc

La production de sondes radioactives a partir des produits PCR de la soustraction

directe (« lignée TP31 — MCN »), de la soustraction inverse (« MCN — lignée TP31 ») et
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de I'ADNCc de la lignée TP31 et des MCN, ainsi que I’hybridation de ces sondes avec

des membranes contenant les clones candidats de la librairie permet d’éliminer des faux
positifs présents dans la banque de soustraction « lignée TP31 — MCN ». Les clones qui

sont réellement spécifiques a la lignée TP31 sont ensuite séquencés pour permettre leur

analyse bioinformatique.

1.4.1.2.4 Analyse bioinformatique des clones spécifiques a la lignée TP31

Le séquengage des clones spécifiques a la lignée TP31 et leur analyse
bioinformatique a permis (1) de déterminer ’identité des protéines connues qui sont
codées par ces clones, ainsi que (2) de connaitre la séquence et la localisation
chromosomique des clones correspondant a des Expressed sequence tags (ESTs) ou a
des High throughput genomic sequences (HTGS) et enfin (3) de connaitre la séquence
des clones inconnus (clones absents des banques de données). La présence dans d’autres
tissus et lignées cancéreuses de clones intéressants (clones inconnus ou correspondant a

des ESTs ou a des HTGS) a ensuite été vérifiée par amplification PCR.

1.4.1.2.5 Amplification PCR des clones intéressants avec différents tissus normaux

et lignées cancéreuses

L’utilisation de ’ADNc d’une grande variété de tissus et lignées cancéreuses

permet de vérifier si les clones intéressants sont spécifiques au mélanome uvéal.

1.4.1.3 Troisieme objectif spécifique

Le troisieme objectif spécifique consistait a déterminer le phénotype et a confirmer

I’origine mélanocytique des cellules d’une métastase hépatique du mélanome uvéal.



31

1.4.1.3.1 Immunofluorescence indirecte a I’aide de marqueurs cellulaires

spécifiques

L’utilisation de marqueurs spécifiques aux cellules épithéliales (cytokératines),
aux cellules stromales (vimentine), au mélanome (HMB45) ou aux cellules cancéreuses
hépatiques (a-fétoprotéine (AFP)) permet de déterminer le phénotype de la lignée
hépatique H79, afin de s’assurer que cette lignée provient d’une métastase du mélanome

uvéal.



CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1 CULTURE CELLULAIRE DES MCN ET DES LIGNEES CANCEREUSES

Pour obtenir le maténel biologique nécessaire a la cytométrie de flux, a la banque
de soustraction et a l'immunofluorescence, des cultures de MCN et de lignées

cancéreuses dolvent étre établies.

2.1.1 Dissection des globes oculaires humains

La procédure décnte ici respecte les principes de la Déclaration d'Helsinki. Les
globes oculaires humains utilisés proviennent de la Bangue d'Yeux Nationale (Ste-Foy,
Québec, Canada) et 'dge des donneurs varie entre 6 mois d’age feetal et 62 ans. Le
protocole de dissection est une modification de la méthode de Pfeffer (1991). Le globe
est d’abord immergé dans de la saline de dissection (0,03% Bovine serum albumin
(BSA), 0,5% polyvinylpyrrolidone (PVP), 17 uM de glutathione (GSH), 100 U/m! de
penicilline/streptomycine dans une solution de Modified Hanks balanced salt solution
(MHBSS): 0,5 mM CaCl,, 83 mM glucose, 15 mM d'acide N-(2-
hydroxyéthyl)pipérazine-N'-2-éthanesulfonique (HEPES), 3,5 mM KCI, 0,27 mM
MeCl,, 0,37 mM MgSO,, 138,5 mM NaCl, 4,3 mM NaHCO,, 1,0 mM NaH,PQ,, pH
7.2} pour éviter 1'assechement des structures, La sclére est alors découpée i environ 5
mm tout autour de la cornée. La cornée, |'iris, le cristallin et le vitré sont ensuite retirés
et le nerf optigue est découpé. Le globe restant est découpé en deux et la rétine neurale
(sans I'EPR) est prélevée a 1'aide de pinces stériles et congelée pour utilisation
ultérieure. Ensuite, les feuillets d"EPR-choroide sont détachés de la sclére, placés dans
de la dispase (0,5 U/mg dispase II, 1% PVP, 2% sérum de poulet, .44 mM CaCl, dans
du Hanks monovalent (8,3 mM glucose, 15 mM HEPES, 3,5 mM KCl, 1385 mM NaCl,



33

4,3 mM NaHCO,, 1,0 mM NaH,PO,, pH 7.2)) et incubés pendant 20-40 min a 37°C. A
la fin de I'incubation, les feuillets d’EPR-choroide sont retirés de la solution de dispase &
]’aide de pinces stériles et transférés dans la saline de dissection pour arréter 1’action de
la dispase. Les feuillets d’EPR sont ensuite décollés de la choroide avec de petits jets de
solution de dissection dirigés entre la choroide et ’EPR a 1’aide d’une pipette de
plastique stérile. Les feuillets d’EPR sont congelés pour utilisation ultérieure et la
choroide est ensuite mise de c6té en conditions stériles pour permettre 1’isolation et la

mise en culture des MCN.

2.1.2 Mise en culture des MCN et des lignées cancéreuses

Avant d’obtenir des cultures pures de MCN nécessaires aux manipulations
réalisées au sein de ce projet de maitrise, diverses €tapes s’ajoutent a la dissection des

globes oculaires pour permettre leur isolation.

2.1.2.1 Isolation des MCN a partir de la choroide et leur mise en culture

Le protocole est une modification de la méthode originalement décrite par Hu et
al. (1993a, b). La centrifugeuse Centra-*R et le rotor 216 (IEC) ont été utilisés pour
toutes les étapes de centrifugation. Les feuillets de choroide obtenus a la fin de la
dissection précédente (voir section 2.1.1) sont d’abord immergés dans de la trypsine-
acide éthylénediaminetétraacétique (EDTA) ( 0,5%) pendant toute la nuit a 4°C et
ensuite incubés durant une heure a 37°C. Les mélanocytes sont ensuite décollés du reste
de la choroide en effectuant des aspirations successives a l’aide d’une pipette
sérologique stérile. Le tout est centrifugé a 2 000 rpm durant 5 min et le culot est
resuspendu dans du milieu de culture. Les MCN sont maintenus en culture dans des
pétris contenant du milieu Dulbecco’s modified Eagle media (DMEM-F12; Invitrogen),

auquel les suppléments présentés au tableau 2.1 sont ajoutés. Les cellules croissent dans
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un incubateur maintenu a une température constante de 37°C avec une atmosphere de

5% en CO,.

TABLEAU 2.1

Suppléments ajoutés au milieu de culture des MCN

Constituants Concentration de la Concentration finale
solution meére

FBS' 100% (v/v) 10% (vIv)
Glutamine 200 mM 2 mM
Gentamicine 10 mg/ml 50 pg/ml

IBMX? 4.5 mM 0,1 mM

Toxine du choléra 0,1 mg/m! 20 ng/ml
NaHCQO, poudre 14,3 mM
Généticine 100 mg/mi 100 pg/ml

PMA® 200 ug/ml 62 ng/ml

'Fetal bovine serum
*Isobutylméthylxanthine
*Phorbol-12-myristate-13-acétate

Pour obtenir le plus de cellules possible d’un méme donneur, des passages sont
effectués. D’abord, le milieu usé est enlevé et le pétri est rincé rapidement deux fois
avec du Hanks monovalent. Par la suite, 3 ml de trypsine-EDTA 0,5% est versé dans le
pétri et celui-ci est incubé pendant 5 min 4 37°C. A la fin de I’incubation, 10 ml de
milieu avec sérum sont ajoutés au pétri pour arréter la réaction et le mélange est
centrifugé pendant 5 min a 2 000 rpm pour obtenir un culot qui sera resuspendu dans du
milieu frais et divisé dans plusieurs pétris de 100 mm de diametre (300 000

cellules/pétr).

2.1.2.2 Isolation des lignées cancéreuses a partir d’une tumeur et leur mise en

culture

La méthode de mise en culture de cellules a partir d’une tumeur est une
modification du protocole décrit par Freshney (1992). La centrifugeuse Centra-*R et le
rotor 216 (IEC) ont été utilisés pour toutes les étapes de centrifugation. Dans un pétri de

60 mm de diametre, la tumeur est coupée en tres petits morceaux a 1’aide d’un scalpel a
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lame stérile. Ces petits morceaux de tumeurs sont transférés dans un tube de 15 ml,
auquel est ajouté 8 ml de milieu DMEM-FI2 et 2 000 U de collagénase. Le tube
contenant les morceaux de tumeur est incubé a 37°C toute la nuit. Au matin, les
morceaux sont homogénéisés par pipettage, le tout est centrifugé a 2 000 rpm pendant 5
min, puis le culot resuspendu dans du milieu de culture est versé dans un pétri qui est
ensuite incubé a 37°C. Apres deux jours d’incubation, la présence de cellules adhérées
est vérifiée a I’aide du microscope. Si des cellules ont adhérées et semblent proliférer, le
milieu de culture est changé. Différentes lignées cancéreuses ont été utilisées lors de ce
projet de maitrise. Le tableau 2.2 renferme la description de chaque lignée et leur

utilisation au sein de ce travail.

TABLEAU 2.2

Lignées cancéreuses utilisées

Lignée Type de cancer Donneur Phénotype  Ultilisation
HeLa col de 'utérus féminin, 31 ans épithélioide ~ CF'
RT-PCR’
HepG2  carcinome hépatocellulaire masculin, 15 ans épithélioide  IF°
H79 métastase au foie du féminin, 76 ans is CF
mélanome uvéal RT-PCR
IF
Jurkat leucémie lymphoblastique masculin, 14 ans épithélioide ~ CF
aigué RT-PCR
SP6.5 tumeur primaire du féminin, 77 ans mixte RT-PCR
mélanome uvéal IF
SP8.0 tumeur primaire du masculin, 48 ans mixte CF
mélanome uvéal RT-PCR
IF
TP31 tumeur primaire du masculin, 62 ans mixte BS’®
mélanome uvéal CF
RT-PCR
IF

ICytométrie de flux

Reverse transcription-polymerase chain reaction
*Immunofluorescence indirecte

4Phénotype non caractérisé

*Banque de soustraction



Les lignées cancéreuses SP6.5, SP8.0 et TP31 proviennent du laboratoire du Dr
Guy Pelletier (Unité de recherche en rhumatologie et immunologie, pavillon CHUL,
Université Laval, Québec), la lignée hépatique H79 provient du laboratoire du Dr
Sylvain Guérin (Unité de recherche en endocrinologie moléculaire et oncologique,
pavillon CHUL, Université Laval, Québec) et les lignées cancéreuses HelLa (#CCL-2),
HepG2 (#HB-8065) et Jurkat (#T1B-152) proviennent de 'ATCC.

Les lignées cancéreuses Hel.a, H79, SP6.5, SP8.0 et TP31 sont maintenues en
culture dans des pétris contenant du milieu DMEM-F12, auquel les suppléments du
tableau 2.3 sont ajoutés, tandis que la lignée cancéreuse Jurkat est maintenue en
suspension dans des pétris contenant du milieu Roswell Park Memorial Institute (RPMI-
1640, Invitrogen), auquel les suppléments du tableau 2.3 sont ajoutés. Les cellules
croissent dans un incubateur maintenu a une température constante de 37°C avec une

atmosphere de 5% en CO.,.

La lignée cancéreuse HepG?2 est maintenue en culture dans des pétris contenant du
milieu DMEM low glucose (Invitrogen), auquel les suppléments du tableau 2.4 sont
ajoutés. Les cellules croissent dans un incubateur maintenu a une température constante

de 37°C avec une atmosphere de 5% en CO,.

TABLEAU 2.3

Suppiéments ajoutés au milieu de culture des lignées cancéreuses
Hel.a, H79, Jurkat, SP6.5, SP8.0 et TP31

Constituants Concentration de la Concentration finale
solution mere
FBS 100% (v/v) 10% (v/v)
Glutamine 200 mM 2 mM
NaHCO, poudre 14,3 mM
Gentamicine 10 mg/mi 15 ng/ml

Comme dans le cas des MCN, des passages sont effectués pour obtenir plus de

cellules. Cependant, contrairement aux MCN qui n’ont pas a étre passés pour demeurer
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viables, les lignées cancéreuses doivent étre souvent redivisées dans plusieurs pétris

lorsqu’elles atteignent la confluence pour éviter leur décollement massif du pétri.

TABLEAU 2.4

Suppléments ajoutés au milieu de culture de la lignée cancéreuse HepG2

Constituants Concentration de la Concentration finale
solution meére
FBS 100% (v/v) 10% (v/v)
Glutamine 200 mM 2 mM
NaHCO, poudre 44 mM
p/S! 10 000 U/m] 50 U/ml

'Pénicilline/Streptomycine

Des photos des MCN et des lignées cancéreuses TP31 et H79 ont été prises en
contraste de phase a ’aide d’un microscope inversé (Diaphot 300; Nikon) muni d’un
objectif 20X, afin de comparer leur morphologie. Les images ont été prises a I’aide d’un

appareil photo numérique (CoolPix 4500; Nikon).

2.2 CYTOMETRIE DE FLUX

Voici brievement une description de la technique de cytométrie de flux. Des
celluies en suspension sont d’abord mises en présence d’un anticorps primaire qui liera
spécifiquement la protéine d’intérét. Un anticorps secondaire marqué avec un
fluorophore sera ensuite ajouté. 1 liera spécifiquement 1’anticorps primaire et permettra
ainsi de détecter la protéine ciblée par le biais du fluorophore. Au sein du cytomeétre de
flux, les cellules défilent une a une a trés grande vitesse dans la chambre d’analyse et
passent ensuite devant un systeéme optique comprenant une source lumineuse constituée
d’un ou de plusieurs lasers et un systeme d’analyse de la lumiere blanche et de la
fluorescence émise par les fluorophores des anticorps li€s aux cellules. Le systeme
optique possede d’abord deux détecteurs de la lumiere blanche : (1) un détecteur de la
lumiere diffusée ou déviée (90°) qui permet de mesurer 1’abondance du cytoplasme et sa

densité optique, ainsi que la taille de la cellule et (2) un détecteur de la lumiére transmise
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(0°) qui permet le dénombrement des cellules. Ces deux détecteurs vont permettre
d’analyser un nombre déterminé de cellules (10 000 cellules par échantillon) et
€galement de sélectionner la région ou I’on retrouve les cellules vivantes et isolées.
Ensuite, les fluorophores qui sont excités par le faisceau laser émettent de la
fluorescence et des filtres permettent de sélectionner précisément la longueur d’onde
d’émission correspondant au(x) fluorophore(s) utilisé(s). L’ intensité lumineuse émise
étant trés faible, les signaux sont alors amplifiés par des tubes photomultiplicateurs

(TPM), puis trait€s numériquement pour les représenter sous forme graphique.

2.2.1 Marquage des cellules pour la cytométrie de flux

Les manipulations pour le marquage des cellules sont réalisées sur glace. La
centrifugeuse Biofuge pico et le rotor 3325 (Heraus) ont été utilisés pour toutes les
étapes de centrifugation. Les cellules sont d’abord détachées du pétri avec du phosphate
buffered saline/ethylenediaminetetraacetic acid 2 mM (PBS 1X/EDTA) (PBS : 9,1 mM
Na,HPO,, 1,7 mM NaH,PQO,, 150 mM NaCl, pH 7.4) et les agrégats cellulaires sont
brisés par pipettages successifs. Suite au décompte des cellules a I'aide d’un
hémacytometre, la suspension de cellules est divisée dans plusieurs microtubes stériles;
500 000 cellules sont utilisées pour chaque anticorps. Les microtubes sont ensuite
centrifugés durant 3 min a 2 000 rpm et le surnageant est enlevé a 1’aide d’une pipette.
Les cellules sont par la suite rincées une fois avec 150 ul de milieu de culture,
centrifugées pendant 3 min a 2 000 rpm pour enlever le surnageant, puis les cellules sont
rincées une seconde fois avec 150 ul de tampon de lavage (0,1% BSA dans du PBS 1X),
centrifugées durant 3 min a 2 000 rpm et le surnageant est jeté. Les cellules sont ensuite
resuspendues dans 50 ul de tampon de lavage et I'anticorps primaire (ou le sérum
contréle; contréle négatif) est ajouté pour obtenir une dilution finale de 1/50 (voir
tableau 2.5). Les microtubes sont incubés pendant 45 min sur glace, puis les cellules sont
lavées deux fois par centrifugation avec 150 ul de tampon de lavage durant 3 min a 2
000 rpm. Les culots de cellules sont resuspendus dans 50 ul de tampon de lavage

contenant 1’anticorps secondaire a une dilution de 1/250. Les cellules sont ensuite
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incubées sur glace durant 45 min & ’obscurité. Finalement, les cellules sont rincées trois
fois avec 150 ul de tampon de lavage par centrifugation durant 3 min a 2 000 rpm,
resuspendues dans 500 ul de tampon de lavage, puis transférées dans un tube de verre.
Les échantillons sont conservés sur glace, a la noirceur, jusqu’a I'analvse effectuée par

le techmicien.

TABLEAU 2.5

Anticorps primaires et secondaires utilisés en cytométrie de flux

Anticorps Espéces Compagnies
Anti-ael souris Chemicon
Anti-c2 s0uris Chemicon
Anti-ee3 SOUris Chemicon
Anti-cd 50Urs Dr Sanchez Madrid'
Anti-os SOUTS Chemicon
Anti-oh rat Chemicon
Anti-cov souns Chemicon
Anti-pl SOUIS Dr Bosco Chan®
Anti-p3 SOUrIS Chemicon
Anu-fid s0UrES Chemicon
Anti-fi5 lapin Chemicon
Anti-souris Alexa Fluor 488 chévre Molecular Probes
Anti-rat FITC? lapin Sipma
Anti-lapin Alexa Fluor 488 chévre Molecular Probes

'Affiliation @ Servicio de Inmunologia, Universidad Autonoma de Madrid, Espagna.

*Affiliation : Transplantation and Immunology Group, John P. Roberts Research Institute, University of
Western Ontario.

"Fluorescéine isothiocyanate

2.2.2 Interprétation des résultats de cytométrie de flux

Les résultats de cytométrie de flux sont visualisés sous forme de courbe
représentant le nombre de cellules en fonction du logarithme de la fluorescence (voir
figure 2.1). Les résultats obtenus pour les profils d'expression des intégrines ont €té
interprétés selon les courbes typiques montrées a la figure 2.1 : (A) lorsqu’aucun
déplacement n’est remarqué par rapport a la courbe contréle (courbe en pointillée), le
résultat est négatif (-); (B) lorsqu'on observe un déplacement léger par rapport au

controle, le résultat est positif (+); (C) en présence d'un déplacement moyen
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comparativement a la courbe contréle, le résultat est trés positif (++); et enfin, (D) un

déplacement important par rapport au contrdle est interprété comme un résultat

fortement positif (+++).
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A) résultat négatif (-) B) résultat positif (+)

C) résultat tres positif (++) D) résultat fortement positif (+++)

FIGURE 2.1 : Résultats typiques de cytométrie de flux.

2.3 CONSTRUCTION D’UNE BANQUE DE SOUSTRACTION « TUMEUR
PRIMAIRE (LIGNEE TP31) — MCN »

Cette technique permet de comparer les populations d’ARNm de la lignée
cancéreuse TP31 avec celles des MCN et d’amplifier les génes qui sont spécifiquement
exprimés par la lignée cancéreuse TP31 provenant d’une tumeur primaire du mélanome

uvéal.
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2.3.1 Préparation de ’ARN et de ’ADNc des MCN et de la lignée cancéreuse TP31

La préparation de I’ARN et de I"’ADNc des MCN et de la lignée cancéreuse TP31

est nécessaire pour débuter la banque de soustraction.

2.3.1.1 Extraction de PARNm des MCN et de la lignée cancéreuse TP31

Les protocoles utilisés sont ceux des trousses RNeasy Mini et Oligotex mRNA de la

compagnie QIAGEN. Les donneurs utilisés pour ]’extraction de I’ARN des MCN sont

indiqués dans le tableau 2.6.

TABLEAU 2.6
Donneurs utilisés pour I’extraction de I’ARN des MCN

Donneurs Age Donneurs Age
MS13p2! 20 ans MS45P2 16 ans
MS15P2 55 ans MS46P2 7 jours
MS17P2 21 ans MS47P2 23 ans
MS37P2 10 mois MS52P2 9 ans
MS38P2 19 ans MS54P2 62 ans
MS40P2 18 ans MS56P2 58 ans
MS41P2 24 semaines foetales MS59P2 53 ans
MS43p2 38 ans MS60P2 2,5 ans
MS44P2 44 ans MS61P2 4 mois

'P2 : deuxiéme passage

La trousse RNeasy Mini est utilisée en premier lieu pour extraire I’ARN total des
cellules. Ce systeme spécialisé de tampons riches en sels permet a plus de 100 ug
d’ARN d’une longueur supérieure a 200 nucléotides de se lier a la membrane de gel de
silice RNeasy. Les échantilions biologiques sont d’abord lysés et homogénéisés en
présence d’un tampon treés dénaturant contenant de la guanidine isothiocyanate (GITC),
laquelle inactive immédiatement les ARNases pour assurer une isolation d’ARN intact.
De I’éthanol est ensuite ajouté pour créer les conditions de liaison appropriées et
I’échantillon est déposé sur une colonne RNeasy. L’ARN total se lie a4 la membrane et

les contaminants sont efficacement €liminés par lavage. Avec cette trousse d’extraction
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de I’ARN, toutes les molécules d’ARN de plus de 200 nucléotides sont isolées. Les
autres types d’ARN (ARNr 5S et 5.8S, ARNt) sont sélectivement exclus, car leur

longueur est inférieure a 200 nucléotides.

L’ARN total obtenu est ensuite dosé par spectrophotométrie (biophotometre
Eppendorf) pour déterminer la concentration par la mesure de 1’absorbance a 260 nm
(pic d’absorption de I’ARN). Une absorbance de 1.0 & 260 nm pour I’ARN correspond
ainsi & une concentration de 40 ug/ml en utilisant une valeur de 0,025 (ug/ml)”’ cm™
pour le coefficient d’extinction molaire. Puisque les protéines absorbent 2 280 nm, mais
également a 260 nm, une mesure supplémentaire de la densité optique & 280 nm est
effectuée pour obtenir le rapport 260/280. L’ ARN pur doit avoir un rapport 260/280
compris entre 1,8 et 2. Finalement, on fait migrer un échantillon d’ARN de chaque type
cellulaire sur un gel d’agarose 1,5% TBE 1X (Tris/Borate/EDTA: 89 mM Tris base, 89
mM acide borique, 20 mM EDTA, pH 8.0) coloré au bromure d’éthidium (0,01 mg/100
ml), pendant 20 min a 100 V, pour vérifier 'intégrité de I’ARN. La présence des deux
bandes d’ARNr (18S et 28S) et la comparaison de leur intensité permet de confirmer
I'intégrité de I’ARN obtenu. Ainsi, la bande de 28S doit étre approximativement deux

fois plus intense que celle de 18S.

Par la suite, la trousse Oligotex mRNA est utilisée pour isoler ’ARNm a partir de
I’ARN total. La suspension Oligotex est constituée de petites particules de polystyrene-
latex de dimension uniforme (1,1 um de diameétre) et de forme parfaitement sphérique.
Des oligonucléotides dC10 T30 (10 déoxycytidines et 30 déoxythymidines) sont liés de
facon covalente a la surface des particules via une réaction de condensation. Les
particules forment une suspension stable qui procure une grande surface pour une liaison
rapide et efficace des acides polyadényliques. La procédure tire avantage du fait que la
majorité des ARNm eucaryotes (1-5% des ARN cellulaires) se terminent par une queue
de poly-A de 20 4 250 adénosines. A 1’opposé, I’ ARNT et I’ARNt, qui représentent plus
de 95% des ARN cellulaires, ne sont pas polyadénylés. L’ARNm poly-A+ peut étre
purifié via I’hybridation de la queue de poly-A+ a un oligomere dT couplé a une matrice

en phase solide. Les ARNr et ARNt qui n’ont pas de queue de poly-A+, ne se lient pas a
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I"oligo-dT et sont donc facilement éliminés lors des lavages. L hybridation requérant
une forte concentration de sels, I’ ARNm poly-A+ peut étre facilement élué en diminuant

la force ionique pour déstabiliser les hybrides dT:A.

2.3.1.2 Transcription de PARNm des MCN et de la lignée cancéreuse TP31 en
ADNCc : principe de la trousse Smart PCR ¢cDNA Synthesis

Le protocole utilisé est celui de la trousse Smart PCR ¢cDNA Synthesis de la
compagnie Clontech. Les différentes étapes de la trousse Smart PCR cDNA Synthesis
sont représentées dans la figure 2.2. Toutes les méthodes habituellement utilisées pour
synthétiser ’ADNc reposent sur la capacité de la transcriptase inverse a transcrire
I’ARNm en ADN simple brin lors de la réaction de synthése du premier brin.
Cependant, puisque la plupart des transcriptases inverses ne peuvent pas toujours
transcrire la séquence de I’ARNm en entier, I'extrémité 5° des genes tend a étre sous-
représentée dans les populations d’ADNc. Cependant, la méthode de la trousse Smart
PCR c¢cDNA Synthesis permet d’enrichir préférentiellement les ADNc pleine longueur
grace a son amorce oligo-dT modifiée et a ses oligonucléotides particuliers. Une amorce
oligo-dT modifiée (3' SMART CDS Primer Il A) débute la réaction de synthese du
premier brin. Lorsque la transcriptase inverse atteint I’extrémité 5’ de I’ARNm, I’activité
de transférase terminale de l’enzyme ajoute quelques nucléotides, surtout des
déoxycytidines, a I’extrémité 3* de I’ADNc. Les oligonucléotides du SMART qui ont une
séquence 0ligo-G a leur extrémité 3’, s’apparient avec I’allongement de déoxycytidines,
créant une extension du brin. La transcriptase inverse change alors de brin et continue la
synthése du premier brin jusqu’a la fin de 1’oligonucléotide. L’ADNc simple brin
complet qui en résulte contient I’extrémité 5’ complete de I’ARNm, tout comme les
séquences qui sont complémentaires aux oligonucléotides du SMART. La séquence
d’ancrage du SMART et la séquence poly-A servent de sites universels pour débuter
I’amplification de I’ADNc d’une extrémité a 1’autre. Ainsi, les ADNc sans extrémité 5’

(ADNc prématurément terminés par une activité incompléte de la transcriptase inverse),
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I"ADN génomique contaminant ou encore les ADNc transcrits 4 partir d’ARN sans

queue poly-A+, ne seront pas amplifiés de fagon exponentielle lors du PCR subséquent.

ARN polya
Blovrw s POIYA '
d._,.rﬁﬁﬁ o—
SMART liA COS pamar
aligonuclaotide Synthose du Ter
brin par RT

e GGG B umuiunarutu e ¥
&

Alout d'une queue
de dC par RT

5._-...3@ EEE W R BOIA, I

Changement de brin
&t extension par RT

JGEF'\N#V«M'VW polya, ¥
ADNc amplifie par LD
PCR avec amorce PCR
' =

ADNc double brin

FIGURE 2.2: Etapes de la trousse Smart PCR ¢DNA Synthesis. Image tirée du
site Internet http://www.clontech.com.

2.3.1.2.1 Synthése du premier brin d’ADNe¢

La centrifugeuse Biofuge pico et le rotor 3325 (Heraus) ont été utilisés pour toutes
les étapes de centrifugation. Trois échantillons du tester (lignée TP31) et trois
échantillons du driver (MCN) sont préparés. Le terme resrer est utilisé en référence 2
I'ADNc gui contient les transcrits spécifiques (différentiellement exprimés) a la lignée
cancéreuse TP31 et le terme driver est utilisé pour I'’ADNc de référence qu'on utilise
pour soustraire les ADNc communs aux deux types de cellules. D'abord les réactifs
suivants sont mélangés, puis centrifugés brievement : 3 ul d’ARNm (0,5 ug/ul), 1 pl de
3" Smart CDS primer Il A (5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT 3, N,-N-3"; N= A, C, G ou
T, N= A, G ou C et 1 ulde Smart Il A oligonucleotide (5'-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3"). Le microtube est incubé & 70°C dans le PCR
durant 2 min, centrifugé 2 9000 rpm durant 5 sec et les réactifs suivants sont ajoutés : 2
ul de tampon 5X First-Strand (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 375 mM KCI, 30 mM MgCl,),
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1 wl de dithiothréitol (DTT, 20 mM), 1 ul de 50X dNTP et 1 ul de transcriptase inverse
Powerscript (concentration non indiquée par la compagnie Clontech). Le microtube est
vortexé, centrifugé a 9000 rpm pendant 5 sec, puis incubé & 42°C durant une heure dans
le PCR. Le produit de la réaction est dilué dans 450 wl de tampon TE (Tris/EDTA : 10
mM Tris pH 7.6, 1 mM EDTA), puis chauffé a 72°C durant 7 min. Un PCR avec des
amorces pour 1’actine est effectué pour vérifier si la transcription inverse a eu lieu (voir
tableau 2.7 pour le mélange mere). Les cycles utilisés pour la réaction sont les suivants :
(1) dénaturation initiale pendant 3 min a 95°C, (2) dénaturation pendant 30 sec a 94°C,
(3) hybridation des amorces pendant 2 min a 55°C, (4) extension pendant 2,15 min a
72°C et (5) extension finale pendant 7 min a 72°C. Les étapes 2-3-4 sont répétées sur 35

cycles avant d’en arriver a 1’étape d’extension finale.

TABLEAU 2.7

Concentration des réactifs utilisés pour le mélange mere des réactions PCR

Réactifs Concentrations finales
Eau déionisée et stérile

Tampon (NH,),SO, (10X) 1X
Mélange de dNTP (10 mM) 250 uM
Amorce actine 5’ (10 uM)' 0,5 uM
Amorce actine 3’ (10 uM)* 0,5 uM
Tag ADN polymérase 1 U720 ul
MgCl, (25 mM) 2.5 mM
ADNc 1 ul/20 ul

'S’ TGTCCACCTTCCAGCAGATGT-3’
25"-CACTCCCAGGGAGACCAAAA-3’

On fait ensuite migrer 10 ul du produit PCR sur un gel d’agarose 1,2% TBE 1X
coloré au bromure d’éthidium a 100 V durant 45 min. Les échantillons sont ensuite

conservés a —20°C jusqu’a la prochaine étape.

2.3.1.2.2 Ampilification de I’ADNc par long-distance polymerase chain reaction (LD
PCR)

Cette étape permet la synthése du deuxie¢me brin, ainsi que 1’amplification de



46

I’ADNc. La centrifugeuse Biofuge pico et le rotor 3325 (Heraus) ont été utilisés pour
toutes les €tapes de centrifugation. Deux échantillons d’ADNc du rester (lignée TP31) et
deux échantillons d'ADNc du driver (MCN) sont préparés, ainsi que deux échantillons
additionnels, un du tester et un autre du driver (ces échantillons additionnels seront
utilisés plus tard pour la détermination du nombre de cycles PCR requis). Le PCR est
préchauffé & 95°C et les réactifs suivants sont mélangés pour chaque réaction : 74 ul
d’eau deionisée, 10 pl de tampon JOX Advantage 2 PCR (400 mM Tricine-KOH pH 8.7,
150 mM KOAc, 35 mM Mg(OAc), 37,5 ug/ml BSA, 0,05% Tween 20, 0,05% Nonidet-
P40), 2 pl de 50X dNTP mix (10 mM de dATP, dCTP, dGTP et dTTP), 2 ul de 5' PCR
Primer I A (5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3") et 2 ul d’un mélange de polymérases
50X Advantage 2 (BD Tag ADN polymérase Tiranium, polymérase correctrice, Tag
Start Antibody (1,1 pg/ul), solubilisés dans un tampon 15 mM Tris-HCI pH 8.0, 75 mM
KCI, 0,05 mM EDTA, 50% glycérol). Le microtube est vortexé, centrifugé a 9000 rpm
durant 5 sec et ce mélange est ajouté a 2 ! d"ADNc simple brin synthétisé a la section
précédente (voir section 2.3.1.2.1). Le tout est mélangé doucement, centrifugé
brigvement 2 9000 rpm durant 5 sec et les cycles utilisés pour la réaction PCR sont les
suivants : 95°C durant | min, puis 15 cycles des 3 €tapes suivantes, 95°C durant 5 sec,
65°C durant 5 sec, 68°C durant 6 min. Aprés ces 15 cycles, 15 ul de chaque échantillon
additionnel (tester et driver) sont transférés dans un microtube de 1,5 ml pour I'analyse
sur gel, puis 3 cycles PCR supplémentaires sont faits avec le reste du produit PCR (18
cycles au total). Quinze pl sont transférés de nouveau pour I"analyse sur gel et 3 cycles
supplémentaires sont faits (21 cycles au total). Quinze pl sont encore transférés et 3
derniers cycles supplémentaires sont effectués (24 cycles au total). On fait ensuite
migrer 5 pl des échantillons additionnels prélevés aux cycles 15, 18, 21 et 24 sur un
mini-gel d’agarose 1,2% TBE 1X coloré au bromure d’éthidium a 80 V durant 20 min.
Dans la figure 7 de la page 28 du protocole PT3041-1 de Clontech, on peut voir que le
produit PCR atteint un plateau aprés 18 cycles; ¢’est le niveau ou la quantité de produits
PCR cesse d'augmenter. Puisque le plateau est atteint aprés 18 cycles, le nombre
optimum de cycles PCR pour les mesures subséquentes a été fixé 4 17. En choisissant le
nombre optimum de cycles PCR, on s’assure que 1"amplification de 1I"ADNc double brin

demeure dans sa phase exponentielle. D'ailleurs, I"ADNc amplifié par un trop grand
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nombre de cycles est un tres mauvais matériel pour la banque de soustraction
(génération de bandes parasites et de trainées composées de produits de haut poids
moléculaire riches en ADN simple brin (Bell et DeMarini, 1991)), alors qu’un nombre
insuffisant de cycles diminue la quantité¢ de produit PCR obtenue a la fin. Le nombre
optimum de cycles doit donc étre plus faible que le nombre de cycles nécessaire pour
atteindre le plateau. Il faut faire preuve d’un jugement conservateur. Dans le doute, il
vaut mieux utiliser moins que trop de cycles. Apres avoir déterminé le nombre optimum
de cycles, les cycles additionnels nécessaires sont effectués pour les autres microtubes
de tester et de driver. Pour arréter la réaction, 2 ul de 0,5 M EDTA sont ajoutés & chaque
tube et 7 wl sont transférés dans un microtube de 0,5 ml et conservés a —20°C
(échantillon A). Enfin, on fait migrer 5 ul des microtubes de tester et de driver sur un
mini-gel d’agarose 1,2% TBE 1X coloré au bromure d’éthidium a 80 V durant 20 min et
un PCR est également effectué avec les amorces pour ’actine pour vérifier I’intégrité de

I’ADNc (méme nombre de cycles et mélange meére qu’a la section 2.3.1.2.1).

2.3.1.2.3 Chromatographie sur colonne

Une chromatographie sur colonne est ensuite effectuée pour purifier I’ADNc. Les
deux échantillons tester sont combinés, ainsi que les deux échantillons driver. Ensuite,
un volume égal de phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1, v/v/v) est ajouté a
chaque tube, vortexé vigoureusement, puis centrifugé a 14 000 rpm durant 10 min. Seule
la phase aqueuse (phase supérieure) est conservée, a laquelle est ajoutée 700 ul de n-
butanol. Le microtube est vortexé vigoureusement, centrifugé a 14 000 rpm durant 1
min. La phase organique (phase supérieure) est ensuite jetée. Si le volume de la phase
aqueuse ne se situe pas entre 40 et 70 wl (volume idéal pour la colonne Chroma Spin
100), il faut recommencer 1’extraction au n-butanol. Si le volume est plus petit que 40
ul, il faut ajouter de I’eau déionisée pour atteindre un volume entre 40 et 70 ul. Ensuite,
une colonne Chroma Spin 100 est utilisée selon le protocole de la compagnie Clontech

pour purifier I’ADNc. On fait ensuite migrer 3 pl de 1'échantillon A (recueilli a la
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section 2.3.1.2.2), 10 pl de I’échantilon B (purifié, premiére fraction) et 10 ul de
I’échantillon C (purifié, deuxieme fraction) sur un mini-gel d’agarose 1,2% TBE 1X
coloré au bromure d’éthidium a 80 V durant 20 min. L’intensité des trainées des
€chantillons A (non purifié) et B est comparée et le pourcentage de récupération du
produit PCR aprés la chromatographie est estimé; typiquement, on obtient un rendement
de 50%. S1 le pourcentage est inférieur a 30%, il faut vérifier si I’ADNCc est présent dans
I’échantillon C. Si cette fraction a un meilleur rendement que la premiére, il faut
combiner les deux, puis procéder a la digestion de cet ADNc avec ’enzyme de

restriction Rsal.

2.3.1.2.4 Digestion de I’ADNc avec I’enzyme de restriction Rsal

Rsal est une enzyme de restriction (sites : 5’-GT | AC-3 et 3’-CA ‘ TG-5") qui
digere ’ADNc de facon a produire de courts fragments aux extrémités franches. La
production de courts fragments va favoriser la réussite de la soustraction, alors que les
extrémités franches vont permettre la liaison des adaptateurs de la banque de
soustraction qui ont un demi-site de digestion par la Rsal a leur extrémité 3’ (voir
tableau 2.8 pour la séquence des adaptateurs). La centrifugeuse Biofuge pico et le rotor
3325 (Heraus) ont été utilisés pour toutes les étapes de centrifugation. Avant de débuter
la digestion, 10 nul d’ADNc sont réservés (échantillon D) pour une analyse sur mini-gel
d’agarose. Ensuite, il faut ajouter au reste de I’ ADNc (échantillon E), 34,5 ul de tampon
de restriction 10X Rsal (100 mM Bis Tris propane-HCI pH 7.0, 100 mM MgCl,, 1 mM
DTT) et 1,5 ul de Rsal (10 U/ul). Le tout est mélangé en vortexant, centrifugé a 9000
rpm durant 5 sec et incubé a 37°C durant 3 heures dans un bain-marie. Pour arréter la
réaction, 8 ul de 0,5 M EDTA sont ajoutés et 10 ul de cet échantillon E sont conservés a
—20°C. Pour vérifier la digestion, on fait migrer 10 ul de 1’échantillon D et 10 pl du
produit de digestion de 1’échantillon E sur mini-gel d’agarose 1,2% TBE 1X coloré au
bromure d’éthidium a 80 V durant 20 min. Un résultat typique de la digestion est montré

a la figure 4 de la page 28 du protocole PT1117-1 de Clontech. Ainsi, avant la digestion,
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I’ ADNc apparait sous forme d’une trainée qui s’étend de 0,5 & 10 kb (puits #1), tandis

qu’apres la digestion, la trainée s’étend plut6t de 0,1 & 2 kb (puits #2).

2.3.1.2.5 Purification de I’ADNc digéré

Le produit de la digestion obtenu a la suite du traitement avec la Rsal est séparé en
deux tubes (170 ul/tube) et purifié a 1’aide de la trousse NucleoTrap PCR Purification de
la compagnie Clontech. Le principe de cette trousse repose sur 1’emploi d’une matrice
activée spéciale (suspension composée de billes de silice de dimension uniforme et de
forme sphérique) qui lie les acides nucléiques d’une Jongueur supérieure a 120 pb et les
sépare des autres contaminants (amorces, dimeres d’amorces). Dix pl de ’échantillon E
(avant purification) et 10 nl de I’échantillon F (apres purification) sont migrés sur un
mini-gel d’agarose 1,5% TBE 1X coloré au bromure d’éthidium, a 80 V durant 15 min
et le pourcentage de récupération de I’ADNc est estimé€ en comparant 1'intensité des
échantillons entre eux. Le rendement devrait étre d’environ 70%. La quantité d’ADNc
contenue dans 10 ul d’échantillon G (échantillon précipité) est €galement estimée en
comparant son intensité sur gel d’agarose 1,2% TBE 1X coloré au bromure d’éthidium,
a celles de différentes quantités (0,3 ng, 0,6 ng et 1 ng) du plasmide pSEAP2 dont les
concentrations sont connues. La quantité d’ADNc devrait se situer entre 1 a 3 ug par

réaction.

2.3.2 Principe de Ia banque de soustraction « (lignée TP31) — MCN »

La trousse PCR-Select cDNA Subtraction et le protocole utilisé proviennent de la
compagnie Clontech. Une cellule de mammifere typique contient de 10 a 30 pg d’ARN
total. La majorité des molécules d’ARN, sont des ARNt et des ARNr, ’ARNm
représentant seulement 1-5% de tous les ARN cellulaires. Approximativement 360 000

molécules d’ARNm sont présentes par cellule de mammifere. La banque de soustraction



50

est une technique puissante qui permet de comparer deux populations d’ARNm et
d’obtenir des clones de génes qui sont exprimés spécifiquement dans un seul type de
cellule (Diatchenko et al., 1999). Premiérement, les deux populations d’ARNm ont été
converties en ADNc a I’aide de la trousse Smart PCR ¢cDNA Synthesis (voir figure 2.3,
étape A). L’ADNc a ensuite été digéré avec I'enzyme de restriction Rsal a I’aide de la
trousse Smart PCR ¢cDNA Synthesis pour permettre la liaison d’adaptateurs (voir figure
2.3, étape B). Puis, les prochaines étapes sont effectuées avec la trousse PCR-Select
cDNA Subtraction. Le tester est d’abord divisé en deux portions et chacune est liée avec
un adaptateur différent (voir figure 2.3, étape C). Les extrémités des adaptateurs n’ont
pas de groupement phosphate, alors seulement un brin de chaque adaptateur peut
s’attacher aux extrémités 5’ des ADNc. Les deux adaptateurs ont des longueurs qui sont
identiques permettant ainsi 1’appariement des amorces PCR une fois que les extrémités
manquantes sont complétées par I’ADN polymérase. Deux hybridations sont alors
réalisées. Dans la premiére (voir figure 2.4, étape A), un exces de driver est ajouté a
chaque échantillon de tester. Chaque échantillon de tester (possédant I’adaptateur 1 ou 2
a leur extrémité 5°) mélangé a un exces de driver est ensuite dénaturé par chauffage et
les transcrits présents dans les deux types de cellules peuvent donc s’apparier entre eux,
générant ainsi des molécules de types A (transcrits rares spécifiques au tester), B
(transcrits abondants spécifiques au tester), C (transcrits présents chez le rester et le
driver) et D (transcrits rares et abondants qui sont spécifiques au driver) dans chaque
échantillon (voir figure 2.4, étape A). Durant la seconde hybridation (voir figure 2.4,
étape B), les deux échantillons de tester de la premiere hybridation sont mélangés
ensemble, puis les transcrits sont hybridés sans dénaturation. Seuls les transcrits qui ne
se sont pas appariés durant la premiere hybridation peuvent donc s’associer et former de
nouveaux hybrides de type E (transcrits spécifiques au tester; voir figure 2.4, étape B).
Ces nouveaux hybrides sont des transcrits double brin spécifiques au tester avec les deux
différents adaptateurs a leurs extrémités. De 1’ADNc de driver fraichement dénaturé est
alors ajouté pour enrichir Ia fraction de molécules de type E en éliminant I"’ADNc restant

commun au tester et au driver.
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FIGURE 2.3 : Liaison des adaptateurs au fester. (A) transcription inverse, (B)
digestion, (C) liaison des adaptateurs.

TP31 a tateur-2
MCN 1¥3 .dﬂP .

FIGURE 2.4 : Hybridations des transcrits des deux types de cellules.
Modification d’une image tirée du site Internet
http://www.clontech.com. (A) premieére hybridation, (B) deuxiéme
hybridation.

Ensuite, les extrémités manquantes des adaptateurs sont complétées a I’aide de
I’ADN polymérase, créant ainsi les sites d’appariement pour les amorces imbriquées
(Nested PCR Primers) (voir figure 2.5). La population entiére des transcrits hybridés et
non hybridés est alors sujette a une premiere amplification PCR, afin d’amplifier les
transcrits double brin qui possedent des adaptateurs. Les adaptateurs sont un site
d’appariement pour les amorces PCR. Durant cette amplification PCR, les molécules de
types A et D (voir figure 2.5, étape A), qui sont simple brin ou qui n’ont pas les sites

d’appariement pour les amorces PCR, ne peuvent pas étre amplifiées.
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FIGURE 2.5: Amplifications PCR des molécules de types C et E (suite de la
figure 2.4). Modification d’une image tirée du site Internet
http://www.clontech.com. (A) premiére amplification PCR, (B)
deuxiéme amplification PCR.

A cause de I’effet de suppression PCR, la plupart des molécules de type B forment
une structure en forme de poéle qui prévient leur amplification exponentielle (voir figure
2.6). L’effet suppresseur PCR se produit lorsque des transcrits posseédent le méme
adaptateur a leurs extrémités. Etant donné que les séquences des adaptateurs sont
complémentaires, les extrémités s’apparient et forment une structure en forme de poéle
qui empéche alors I’amplification exponentielle de ce type de molécule. Si, lors du PCR,
une amorce parvient malgré tout a lier un ADNc simple brin et qu’il y a synthése du brin
complémentaire, I’étape de dénaturation suivante va créer deux ADNc simple brin qui
formeront a leur tour des structures en forme de poéle. Ensuite, les molécules de type C
(figure 2.5, étape B) qui ont seulement un site d’appariement pour les amorces peuvent
seulement €tre amplifiées linéairement. Seules les molécules de type E, qui ont deux
adaptateurs différents a leurs extrémités, peuvent étre amplifiées de fagcon exponentielle,
car elles possédent un site d’appariement aux extrémités 3’ et 5’ (transcrits exprimés
différentiellement par la lignée TP31) (voir figure 2.5, étape B). Enfin, une seconde
amplification PCR est réalisée afin de réduire le bruit de fond et enrichir les transcrits

spécifiques au rester.
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FIGURE 2.6 :  Effet suppresseur PCR empéchant I'amplification des molécules
de type B. Image tirée du site Internet http://www.clontech.com.

En résumé, la banque de soustraction permet trois choses : (1) de réduire
I'amplification des transcrits communs aux deux types de cellules afin de les €himiner,
(2} de normaliser les transcrits rares versus les transcrits abondants et (3) d’isoler les
transcrits spécifiquement exprimés par la lignée cancéreuse TP31. Les détails des
différentes étapes de la banque de soustraction, soit la ligation des adaptateurs (section
2.3.2.1), la premiére et la deuxiéme hybridation (sections 2.3.2.2 et 2.3.2.3), ainsi que les
deux amplifications PCR (sections 2.3.2.4 et 2.3.2.5), sont décrites dans les prochaines

seclions,

2.3.2.1 Ligation des adaptateurs de la banque de soustraction

Deux soustractions sont effectuées (« lignée TP31 = MCN » (soustraction directe}
et « MCN — lignée TP31 » (soustraction inverse)) pour faire un criblage différentiel 4 la
fin de la soustraction et ainsi élimner les faux positifs. La centrifugeuse Biofuge pico et

le rotor 3325 (Heraus) ont &t utilisés pour toutes les étapes de centrifugation. D abord,
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le mélange mére suivant est préparé : pour chaque réaction, 3 ul d'eauv déionisée et
stérile, 2 ul de tampon de ligation 5X (250 mM Tris-HCI pH 7.8, 50 mM MgCl,, 10 mM
DTT, 0,25 mg/ml BSA) et 1 ul de T4 ADN ligase (400 U/ul) sont mélangés dans un
tube. Pour chaque fester ((lignée TP31 dans la soustraction directe (resters 1-1, 1-2) et
MCN dans la soustraction inverse (testers 2-1, 2-2)), les réactifs utilisés pour la ligation
des adaptateurs (voir tableau 2.8) sont combinés dans un tube de 0,5 ml et mélangés
vigoureusement. Dans un tube de 0,5 ml, 2 ul du tester 1-1 et 2 pl du rester 1-2 sont
mélangés. Lorsque la ligation sera complétée, il s’agira du Unsubtracted tester control 1.
On procéde de la méme fagon avec 2 ul du resrer 2-1 et 2 pl du rester 2-2; il s"agira du

Unsubtracted tester control 2.

TABLEAU 2.8

Réactifs utilisés pour la ligation des adaptateurs

Réactifs Tester 1-1  Tester 1-2  Tester2-1  Tester 2-1
tester lignée TP31 (300 ng/pl) 2ul 2ul -
tester MICN (300 ng/ul) - - 2l 2ul
Adaptateur 1" (10 pM) 2ul 2ul —
Adaptateur 27 (10 pM) — 2l — 2 ul
Mélange mére 6 pl 6 ul ol 6l

'S'-CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3'
¥-GGCCCGTCCA-S
S -CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3
F-GCCGGCTCCA-F

Les tubes sont alors centrifugés @ 9000 rpm durant 5 sec et incubés a 16°C pendant
toute la nuit dans le PCR, ce qui permet la ligation des adaptateurs a I'extrémité 5 des
transcrits. Le lendemain, 1 pl d’'un mélange EDTA/glycogene 20X (0.2 M EDTA, |
mg/ml glycogéne) est ajouté pour arréter la réaction de ligation. Les €chantillons sont
ensuite chauffés & 72°C durant 5 min pour inactiver la ligase. Un ul de chaque
Unsubrracted tester control est alors dilué dans I ml d’eau déionisée; ces échantillons
seront utilisés plus tard en PCR aux sections 2.3.2.4 et 2.3.2.5 pour analyser |’efficacité
des amplifications PCR. Tous les échantillons sont gardés a —20°C durant I'analyse de la

ligation.



n
wn

2.3.2.1.1 Analyse du résultat de la ligation des adaptateurs

La centrifugeuse Biofuge pico et le rotor 3325 (Heraus) ont été utilisés pour toutes
les étapes de centrifugation. Un pl de chaque tester (1ié a un adaptateur), obtenu
I’étape précédente est dilué dans 50 pl d’eau déionisée. Les réactifs utilisés pour
I’analyse de la ligation des adaptateurs (voir tableaux 2.9 et 2.10) sont alors combinés
dans 4 tubes différents. Vingt-deux pl de mélange mere (voir tableau 2.10) sont ensuite

ajoutés a chaque tube (tubes #1-4; tableau 2.9), bien mélangés et centrifugés & 9000 rpm

durant S sec.

TABLEAU 2.9

Réactifs utilisés pour ’analyse de la ligation des adaptateurs

_ Reactifs __________Tube#1 Tube#2 Tube#3 Tube#d
Tester 1-1 (lié a I’adaptateur 1) 1l 1l -~- ---
Tester 1-2 (1ié & I’adaptateur 2) - 1 ul 1wl
Amorce pour Iactine 3! (10 uM) 1yl 1 ul 1wl 1wl
Amorce pour I’actine 5°% (10 uM) - 1wl - 1 ul
PCR primer I? (10 uM) 1l --- 1l -~

Réactifs Tube #5 Tube #6 Tube #7 Tube #8
Tester 2-1 (lié a I'adaptateur 1) 1 pl 1wl —-- --
Tester 2-2 (1ié a I'adaptateur 2) - - Tl 1 ul
Amorce pour I’actine 3’ (10 uM) 1wl Tul T ul Tl
Amorce pour I’actine 5’ (10 uM) 1wl --- Tul
PCR primer 1 (10 uM) 1wl - 1l -

'Voir la séquence au bas du tableau 2.7
*Voir la séguence au bas du tableau 2.7
*5'~-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3'

Les tubes sont incubés & 75°C durant S min dans un PCR pour allonger les
adaptateurs, ce qui permet la création des sites d’appariement aux amorces PCR. Les
cycles PCR suivants sont immédiatement commencés, sans que les échantillons ne
soient retirés du PCR : 94°C durant 30 sec, puis 20 cycles des 3 étapes suivantes, 94°C
durant 10 sec, 60°C durant 30 sec et 68°C durant 2,5 min. Cinq pl de chaque réaction
PCR sont ensuite analysés par €lectrophorese sur gel d’agarose 2% TBE 1X coloré au

bromure d’éthidium a 80 V durant 20 min. Le résultat est présent€ a la figure 2.7.



TABLEAU 2.10

Réactif's utilisés pour le mélange mere

Réactifs Pour une réaction
Eau déionisée et stérile 18,5 ul
Tampon de réaction PCR 10X 25ul
Mélange de dNTP (10mM) 0.5 ul
M¢élange d’ ADNc polymérases Advantage S0X 0.5 ul

Le puits 1 contient le produit PCR amplifié a partir du resrer 1-1 avec I'amorce
pour 'actine 3’ et le PCR Primer 1 (750 pb). Le puits 2 représente le produit PCR
amplifié a partir du fesrer 1-1 avec les amorces pour I’actine 3’ et 5°. Le puits 3 contient
le produit PCR amplifié & partir du rester 1-2 avec I’amorce pour 'actine 3" et celle du
PCR Primer 1 (750 pb). Enfin, le puits 4 renferme le produit PCR amplifié a partir du

rester 1-2 avec les amorces pour ’actine 3" et 5°.

FIGURE 2.7 :  Résultat typique de I’analyse de ia ligation. Image tirée du site
Internet http://www.clontech.com. (1) tester 1-1 avec Iamorce
pour ’actine 3’ et le PCR Primer 1, (2) tester 1-1 avec les amorces
pour P’actine 3’ et 5°, (3) tester 1-2 avec ’amorce pour ’actine 3’
et le PCR Primer 1, (4) tester 1-2 avec les amorces pour ’actine 3’
et 5, (M) marqueur.

Ainsi, la bande du produit PCR amplifié avec une amorce spécifique a un géne
(amorce pour I’actine 3°, puits #] et 3) et le PCR Primer 1 doit avoir environ la méme

intensité que la bande du produit PCR amplifié¢ avec les deux amorces spécifiques a un

géne (amorces pour l'actine 3’ et 5°, puits #2 et 4). Sur cette figure, 1'intensité des
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bandes est approximativement la méme, mais dans le cas ou I'intensité des bandes
differe de plus de quatre fois, le rendement de la ligation est inférieur a 25% et la

ligation doit donc étre refaite.

2.3.2.2 Premiere hybridation de la banque de soustraction

Avant de débuter I'étape d’hybridation, 1l faut réchauffer le tampon d’hybridation
4X a la température ambiante durant 15-20 min et s’assurer qu’aucun culot ou précipité
n’est visible. Si c’est nécessaire, le tampon est chauffé a 37°C durant 10 min pour
dissoudre le précipité. Pour chaque soustraction (directe ou inverse), les réactifs utilisés

pour la premiére hybridation sont combinés (voir tableau 2.11).

TABLEAU 2.11

Réactifs utilisés pour la premiere hybridation

Réactifs Réactions d’hybridation
A B C D

Driver digéré 1,5 ul 1,5 ul 1.5 ul 15w

Tester 1-1 1ié a un
L s —
adaptateur

Tester 1-2 1ié & un
adaptateur

Tester 2-1 11é a un
adaptateur R

Tester 2-2 11é a un
adaptatewy T 15ul

Tampon
d’hybridation 4X' 1l 1wl 1 ul 1wl

'Composition secréte du tampon (Clontech)

La centrifugeuse Biofuge pico et le rotor 3325 (Heraus) ont été utilisés pour toutes
les étapes de centrifugation. Les tubes sont centrifugés a 9000 rpm pendant 5 sec,

incubés a 98°C durant 1,5 min dans le PCR, puis incubés a 68°C durant 8 heures.



2.3.2.3 Deuxiéme hybridation de la banque de soustraction

Les deux échantillons de la premiere hybridation sont mélangés ensemble et de
1I’ADNCc de driver fraichement dénaturé est ajouté pour enrichir la fraction des transcrits
spécifiques au tester. De nouvelles molécules hybrides sont formées (molécules de type
E ; voir figure 2.5 a la section 2.3.2). Ces hybrides possédant les deux différents
adaptateurs a leurs extrémités, représentent des transcrits spécifiquement exprimés par le
tester. Dans cette section, deux PCR seront nécessaires, car les échantillons préparés a la
section précédente ne doivent pas étre enlevés du PCR (un PCR pour maintenir les
échantillons a 68°C et un second pour chauffer le mélange de la deuxieme hybridation a

98°C). Le mélange des réactifs (voir tableau 2.12) est préparé pour chaque soustraction

(directe et inverse).

TABLEAU 2.12

Réactifs utilisés pour la deuxieme hybridation

Réactifs Quantité
ADNc du driver T ul
Tampon d’hybridation 4X Il
Eau déionisée et stérile 2l

Un pl de ce mélange est ensuite placé dans deux tubes PCR qui sont incubés a
98°C durant 1,5 min dans le deuxieme PCR. Ensuite, dans le méme embout de pipette,
I’échantillon du driver dénaturé et la réaction d’hybridation B (voir tableau 2.11) sont
prélevés. Le mélange est transféré dans le tube contenant la réaction d’hybridation A
(voir tableau 2.11) et est bien mélangé. La méme procédure est répétée en parallele pour
les réactions d’hybridation C et D avec le driver dénaturé (voir tableau 2.11). Les deux
tubes (mélange de A-B avec driver et mélange de C-D avec driver) sont ensuite incubés
a 68°C pour la nuit dans un PCR. Le lendemain, 200 ul de tampon de dilution pH 8.3
(20 mM HEPES pH 6.6, 20 mM NaCl, 0,2 mM EDTA pH 8.0) sont ajoutés, mélangés et
le tout est chauffé a 68°C durant 7 min dans un PCR (1 pl de chaque échantillon serz

utilisé dans la section 2.3.2.4). Ces échantillons sont conservés a —20°C.



2.3.2.4 Premiére amplification PCR de la banque de soustraction

Durant la premiére amplification, seuls les ADNc double brin incluant les deux
différents adaptateurs 2 leurs extrémités sont amplifiés de fagon exponentielle. Un ul de
chaque échantilion de la deuxieme hybridation (dilués  la section 2.3.2.3) et de chaque
Unsubtracted tester control (dilués a la section 2.3.2.1) est déposé€ dans quatre tubes.
Puis, 1 ul du contrdle PCR d’ ADNc soustrait fourni avec la trousse, est déposé dans un
cinquieme tube. Le contréle PCR d’ADNc soustrait est un contrdle positif pour
I’amplification PCR et contient un mélange soustrait d’ADNc du bactériophage $X174,
digéré avec I’enzyme de restriction Haelll. Les réactifs présentés au tableau 2.13 sont

alors mélangés.

TABLEAU 2.13

Réactifs utilisés pour le mélange mere de la premiére amplification PCR

Réactifs Volume pour une réaction
Eau déionisée et stérile 19,5 ul
Tampon de réaction PCR 10X 0,5 ul
PCR primer I (10 uM) 1,0 pl
M¢élange d’ ADNc polymérases Advantage 50X 0,5 ul

Ensuite, 24 ul de mélange meére sont ajoutés a chaque tube et le mélange est
incubé a 75°C durant 5 min dans un PCR pour allonger les adaptateurs et créer le site de
liaison pour les amorces PCR (Nested PCR Primers 1 et 2). Les cycles PCR utilisés pour
la réaction sont les suivants : 94°C durant 25 sec, puis 27 cycles des 3 étapes suivantes,
94°C durant 10 sec, 66°C durant 30 sec et 72°C durant 1,5 min. Les produits PCR sont
ensuite analysés en déposant § ul des cinq réactions sur un gel d’agarose 2% TBE 1X
coloré au bromure d’éthidium et en les faisant migrer a 100 V durant 10 min. Pour le
contrle (contréle PCR d’ADNc soustrait), les bandes majeures qui apparaissent apres
27 cycles doivent correspondre aux fragments de $X174/Haelll. Les produits PCR de la
soustraction apparaissent généralement sous la forme d’'une trainée allant de 0,2 a 2 kb,
avec ou sans bande distincte. Enfin, 3 ul des cing produits PCR sont ensuite dilués dans

12 pl d’eau déionisée et ces €chantillons sont mis de c6té pour le criblage différentiel a
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la section 2.3.4. Cependant, 1 ul de ces cing produits PCR dilués est déposé dans cingq

tubes PCR et la deuxieme amplification PCR est débutée (voir ci-dessous).

2.3.2.5 Deuxieme amplification PCR de la banque de soustraction

La seconde amplification PCR sert & réduire le bruit de fond et enrichir la fraction
des transcrits exprimés spécifiquement par le tester grace a ’utilisation des amorces
PCR imbriquées (Nested PCR Primers, voir tableau 2.14). Les réactifs présentés au

tableau 2.14 sont mélangés pour la deuxieme amplification PCR.

TABLEAU 2.14

Réactifs utilisés pour le mélange mere de la premiere amplification PCR

Réactifs Pour une réaction
Eau déionisée et stérile 18,5 ul
Tampon de réaction PCR 10X 2,5 ul
Nested PCR Primer 1' (10 uM) 1,0 ul
Nested PCR Primer 2* (10 uM) 1,0 ul
Mélange de ANTP (10 mM chaque) 0,5 ul
Mélange d’ ADNc polymérases Advantage S0X 0,5 pl

'S-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3'
’5'-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'

Ensuite, 24 ul de mélange mere sont ajoutés a chaque échantillon et les cycles
PCR utilisés pour la réaction sont les suivants : 11 cycles des 3 étapes suivantes : 94°C
durant 10 sec, 68°C durant 30 sec et 72°C durant 1,5 min. Puis, 8 ul de ces produits PCR
sont analysés par électrophorése sur gel d’agarose 2% TBE 1X coloré au bromure
d’éthidium, a 100 V pendant 20 min. Le patron d’électrophorése obtenu est compar€ a
celul présenté par la compagnie Clontech dans son protocole (voir figure 6, page 32 du
protocole PT1117-1), auquel il doit €tre comparable méme si quelques bandes
additionnelles peuvent apparaitre. On considére que la soustraction a été efficace lorsque
le patron de bandes du contréle PCR d’ADNc non soustrait est différent de celui du
contrble PCR d’ADNc soustrait. Les échantillons obtenus des soustractions (directe et

inverse) et les Unsubtracted tester controls, apparaissent cependant généralement sous la
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forme d'une trainée, avec ou sans bande distincte. Il doit y avoir une différence dans le
patron de trainée des Unsubtracted tester controls versus les échantillons soustraits pour
conclure que la soustraction a été efficace. Les produits sont conservés a —20°C durant
"analyse PCR de |'efficacité de la soustraction qui sera présentée & la prochaine section
(2.3.2.5.1).

2.3.2.5.1 Analyse PCR de Pefficacité de la soustraction

L'efficacité de la soustraction est estimée en comparant 1'abondance d’ADNc
connus avant et aprés la soustraction. Cette analyse est effectuée avec un géne expnmeé
chez les deux types cellulaires (actine). Les produits PCR soustraits (soustractions
directe et inverse) et les Unsubtracted tester controls sont dilués dans 10 volumes d’eau

déionisée et combinés avec les réactifs présentés au tableau 2.15.

TABLEAU 2.15
Réactifs utilisés pour I'analyse PCR de I'efficacité de la soustraction

Réactifs tube #1 tube #2 tube #3 tube #4
ADNc dilué de la soustraction directe 1,0 ul
Unsubtracted tester control | dilué eee 1.0 ul
ADNe dilué de la soustraction inverse 1.0 ul
Unsubtracted tester control 2 dilué 1.0ul
Amorce pour I"actine 3" (10 uM) 1,2 ul 1,2 ul 1.2 ul 1.2 ul
Amorce pour I"actine 5° (10 uM) 1.2ul 1.2 ul 1.2 ul 1.2 pl
Eau déionisée et stérile 224 ul 224 ul 224 ul 224 ul
Tampon de réaction PCR. 10X 3.0ul 3.0 30wl 3.0l
Mélange de dNTP (10mM) 0.6 ul 0,6 ul 0.6 pl 0.6 ul

Mélange d" ADNc polymérases Advar:mgc 50X 06 ul 0.6 ul 0.6 ul 0.6 ul

Les cycles PCR utilisés pour la réaction sont les suivants : 18 cycles des 3 étapes
suivantes, 94°C durant 30 sec, 60°C durant 30 sec et 68°C durant 2 min. Une aliquote de
5 ul de chaque tube (#1-4, tableau 2.15) est prélevée et la réaction PCR de chaque tube
est remise en marche pour 5 cycles supplémentaires. Une aliquote de 5 ul de chaque

tube est de nouveau prélevée et la réaction PCR de chaque tube est remise en marche



pour 5 cycles supplémentaires. Encore une fois, une aliquote de 5 ul de chaque tube est
prélevée et la réaction PCR de chaque tube est remise en marche pour 5 cycles
supplémentaires. Un dernier aliquot de 5 ul est recueilll et conservé. On fait migrer les
aliquotes recueillies aux cycles 18, 23, 28 et 33 sur gel d'agarose 2% TBE Ix coloré au
bromure d’éthidium a 100 V durant 5 min. Le résultat obtenu est comparée a celui fourni

dans le protocole de la compagnmie Clontech (voir figure 2.8).

FIGURE 2.8 : Résultat typique de [’analyse PCR de ’efficacité de la soustraction.
Image tirée du site Internet http://www.clontech.com. (1-4) ADNe
soustrait aux cycles 18, 23, 28 et 33, (5-8) ADNc non soustrait aux
cycles 18, 23, 28 et 33, (M) marqueur,

Dans cette figure, le produit PCR pour |'actine apparait aprés 18-23 cycles dans les
échantillons d’ADNc non soustraits (Unsubtracted tester controls; puits #5-8), mais
seulement 15 cycles plus tard dans les échantillons d” ADNc soustraits (puits #1-4). Cette
différence dans le nombre de cycles requis pour une amplification équivalente du
produit PCR dans les échantillons soustraits et non soustraits correspondants reflete
I'efficacité de la soustraction. En effet, il doit y avoir une différence de 5 a 15 cycles
entre ces deux types de préparations pour confirmer que la soustraction a été efficace,
une différence de cing cycles correspondant grossierement 4 un enrichissement de
I"ADNc par un facteur de vingt. La soustraction n’a pas été efficace si on obtient moins
de cing cycles de différence. Dans ce cas, il devient impossible d’analyser de fagon
valable les clones obtenus comme étant spécifiques au tester, car beaucoup de séquences
communes aux deux types de cellules seront présentes dans le produit PCR de la

soustraction (faux positifs).
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2.3.3 Clonage du produit PCR de la banque de soustraction directe (« lignée TP31
— MCN »)

Le clonage du produit PCR de la banque de soustraction directe (« lignée TP31 —
MCN »), qui contient un grand nombre de transcrits, dans le vecteur pGEM-T Easy
permet de créer une librairie de clones candidats qui sont spécifiquement exprimés par la
lignée TP31. Cette librairie sert a éliminer les faux positifs présents dans la banque de

soustraction a I’aide du criblage différentiel subséquent.

2.3.3.1 Purification du produit PCR de Ia banque de soustraction directe

Le produit PCR de la banque de soustraction « lignée TP31 — MCN » est purifié a

I’aide de la trousse NucleoSpin Extractor de la compagnie Clontech. La quantité

d’ADNc est dosée par spectrophotométrie (voir section 2.3.1.1).

2.3.3.2 Clonage du produit PCR de la banque de soustraction directe

Le systeme de clonage pGEM-T Easy Vector, ainsi que le protocole utilisé
proviennent de la compagnie Promega (voir figure 2.9). Dans un microtube de 1,5 ml,
sont déposés 3 ul du produit PCR purifié, 1 ul du vecteur pGEM-T Easy (50 ng/ul), 5 ul
de tampon de ligation rapide pour la T4 ADN ligase 2X (60 mM Tris-HCI pH 7.8, 20
mM MgCl,, 20 mM DTT, 2 mM ATP, 10% polyéthylene glycol) et 1 ul de T4 ADN
ligase (3 U/ul). Cette solution est bien mélangée par pipettage, puis incubée pendant 18
heures a 4°C (voir figure 2.9A). Une fois la ligation terminée, la transformation est
effectuée en utilisant la souche de bactéries compétentes E. coli DH5 .. Ainsi, pour la
transformation, 50 pl d’une solution bactérienne d’E. coli DH5a et 2 ul du produit de
ligation sont ajoutés a un microtube de 1,5 ml déja placé sur glace. Le microtube repose

ainsi sur la glace pendant 20 min, puis les bactéries sont soumises a un choc thermique
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de 50 sec & 42°C, suivi d'une incubation de 2 min sur glace. Ensuite, 950 wl de milieu
SOC (SOC : 20 g/l bacto-tryptone, 5 g d’extrait de levure, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl,
20 mM glucose, 20 mM Mg™ solution mére (Mg™ solution mere: 1 M MgCl,, I M

MeS0O,), pH 7.0) sont ajoutés a cette solution contenant les bactéries.

\
Produit PCR TP31-MCN scustrait
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FIGURE 2.9: Clonage du produit PCR «lignée TP31 — MCN » soustrait.
Modification d’'une image tirée du site Internet
http://www.promega.com.

Cette solution bactérienne est incubée 4 37°C pendant 1h30 avec agitation (150
rpm) dans un incubateur orbital (voir figure 2.9B). Enfin, 250 ul de cette culture
bactérienne sont ensemencés sur chacune des quatre géloses LB/X-
Gal/IPTG/ampicilline préalablement réchauffées 4 la température ambiante (gélose
LB/X-Gal/IPTG/ampicilline : 10 g/l bacto-tryptone, 5 g/l d’extrait de levure, 5 g/l Na(Cl,
0.5 mM IPTG (isopropyl-f-D-thiogalactopyranoside), 80 ug/ml X-Gal (5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-f-D-galactoside), 100 pwg/mi d’ampicilline). Ces géloses sont incubées
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pendant une nuit 2 37°C, puis chaque colonie blanche est repiquée. Ce sont les colonies
blanches qui sont sélectionnées puisqu’elles contiennent 1'insert (le produit PCR ; voir
figure 2.9C). En fait, cet insert vient s’insérer dans le géne de la béta-galactosidase, ce
qui abolit son expression et empéche [’hydrolyse de I'IPTG qui est responsable de la
formation d’un produit bleu insoluble. Ce produit insoluble n’étant pas présent dans ces

colonies, elles demeurent blanches.

2.3.4 Criblage différentiel de Ia librairie de clones candidats

La trousse PCR-Select Differential Screening et le protocole utilisé proviennent de
la compagnie Clontech. Le produit PCR de la soustraction « lignée TP31 — MCN » peut
contenir certains ADNc communs au fester et au driver. Cela peut arriver quand tres peu
de types d’ARNm sont exprimés différentiellement dans le tester et le driver. En
général, moins il y a d’ARNm exprimés différentiellement, moins il y a de différence
quantitative dans I’expression et plus il y a de bruit de fond. Lorsque le bruit de fond est
élevé, effectuer un criblage différentiel permet de le minimiser avant d’effectuer des
amplifications PCR avec les clones sélectionnés, en utilisant I’ADNc de différents tissus
normaux et lignées cancéreuses. La production de sondes radioactives 2 partir des

produits PCR de la soustraction directe (« lignée TP31 — MCN »), de la soustraction

inverse (« MCN — lignée TP31 ») et de I’ADNc de la lignée TP31 et des MCN, ainsi que
I’hybridation de ces sondes avec des membranes contenant les clones candidats de la
librairie permet 1’élimination des faux positifs éventuellement présents dans la banque
de soustraction « lignée TP31 — MCN ». Cette procédure inclut les étapes suivantes :

amplification des inserts d’ADNc par PCR (section 2.3.4.1), préparation des membranes
(section 2.3.4.2), préparation des sondes d’ADNc (section 2.3.4.3) et hybridation des

sondes marquées avec les membranes (section 2.3.4.4).



2.3.4.1 Amplification des inserts d’ADNc par PCR

Quatre cent quatre-vingt colonies blanches ont été prélevées sur les quatre géloses
ensemencées. Chaque colonie blanche contient un clone différent (cependant, il peut y
avoir quelques colonies qui possédent le méme clone) et en repiquant toutes les colonies
blanches, nous augmentons le nombre de clones qui seront amplifiés. Chaque colonie est
diluée dans 100 ul de milieu LB/ampicilline dans une plaque & 96 puits (cing plaques a
96 puits au total) qui est ensuite incubée a 37°C toute la nuit avec agitation a 150 rpm
dans un incubateur orbital. Les réactifs présentés au tableau 2.16 pour 1’amplification
des inserts d’ADNc sont mélangés (voir tableau 2.16). Ensuite, 1 ul de chaque culture
bactérienne contenue dans les puits est mélangé avec 19 ul de ce mélange meére. Les
cycles PCR utilisé€s pour les réactions sont les suivants : 94°C durant 30 sec, puis 23
cycles des 2 €tapes suivantes : 95°C durant 10 sec, 68°C durant 3 min. Enfin, 5 ul de
chaque réaction PCR sont analysés par électrophorese sur gel d’agarose 2% a 110 V

durant 30 min.

TABLEAU 2.16

Réactifs utilisés pour I’amplification des inserts d’ADNc

Réactifs Pour une réaction
Tampon de réaction PCR 10X 2,0 ul
Nested PCR Primer 1 (5TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3%) 0,6 ul
Nested PCR Primer 2 (5’-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3") 0,6 ul
Meélange de dNTP (10 uM) 0,4 ul
Eau déionisée et stérile 15,2 ul
Meélange d'enzymes PCR 50X 0,2 ul

Cette étape permet de vérifier la présence d’un insert dans chaque colonie,
d’amplifier cet insert et de déterminer sa longueur (voir figure 2.10). Trois résultats
différents sont possibles : (1) le clone contient un insert dont nous pouvons déterminer la
longueur (voir figure 2.10A) et ces clones sont conservés pour la suite du criblage
différentiel, (2) le clone ne contient aucun insert (voir figure 2.10B) et ces clones sont

rejetés et (3) le clone contient plus d’un insert (voir figure 2.10C) et ces clones sont

¢galement rejetés (faux positifs).



FIGURE 2.10 : Résultat typique de I'amplification des inserts d’ADNc. (A) clone
contenant un insert, (B) clone contenant aucun insert, (C) clone
contenant plus d’un insert, (M) marqueur.

2.3.4.2 Préparation des membranes pour le criblage différentiel

Cing ul de chaque clone amplifi€ & la section précédente sont combinés avec 5 ul
de NaOH 0,6 N (fraichement fait ou fraichement dilué de la solution mére) dans une
nouvelle plaque a 96 puits. Le NaOH va dénaturer I"ADNc pour favoriser son
hybridation. Le tout est mélangé pendant 30 sec en agitant la plaque dans un incubateur
orbital. Ensuite, 1 ul de chaque échantillon dénaturé contenu dans chaque puits est
déposé sur une membrane de nylon a ["aide d'une pipette & douze canaux (huit rangées
de douze clones par membrane); 4 membranes identiques sont préparées pour
I"hybridation avec les quatre sondes différentes (produit PCR de la soustraction directe,
produit PCR de la soustraction inverse, ADNc de la lignée TP31 et ADNc des MCN;
volr la section 2.3.4.3 pour la préparation des sondes). Les membranes sont neutralisées
pendant 4 min dans du Tris-HCI (0,5 M, pH 7.5) et rincées 2 fois avec de 'ean
déionisée. L'ADNc est alors fixé a la membrane par un traitement a la lumiére UV (UV
cross-linker, compagnie VWR; 120 ul durant 2 min). Les membranes sont ensuite
conservées au réfrigérateur entre deux cartons et enveloppées dans du papier

d’aluminium jusqu’a lewr utilisation.



2.3.4.3 Préparation des sondes d’ADNc pour le criblage différentiel

Dans des tubes séparés de 0,5 ml qui se vissent, 3 ul (20-90 ng) du produit PCR de
la soustraction directe (« lignée TP31 — MCN »), du produit PCR de la soustraction
inverse (« MCN —lignée TP31 »), de I’ADNc de la lignée TP31 et de I’ADNc des MCN
sont mélangés avec 6 ul d’eau déionisée. Le mélange est dénaturé en chauffant durant 8

min a 95°C et ensuite refroidi sur glace. Les réactifs du mélange mere présentés au

tableau 2.17 servant a la préparation des sondes, sont mélangés et ajoutés a chaque tube.

TABLEAU 2.17

Réactifs utilisés pour le mélange mére servant a la préparation des sondes

Réactifs Pour une réaction
Tampon de réaction (dCTP)' 3ul
Mélange d*amorces aléatoires’ 2 ul
[@-**P]dCTP (50uCi, 3000Ci/mmol, solution aqueuse) 5 ul
Enzyme Klenow (exo’, 2-5 U/ul) Tul

lComposition : 333 mM Tris-HCI pH 8.0, 33,3 mM MgCl,, 10 mM 2-mercaptoéthanol, 170 mM dATP,
170 mM dGTP, 170 mM dTTP.

*Composition : 0,9 mg/ml nonameres aléatoires, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 50
mg/ml BSA.

Les tubes sont incubés a 37°C durant 30 min et les réactions sont arrétées en
ajoutant 5 ul de solution d’arrét (0,1 M EDTA, 500 png/ml ¢’ ARNt de levure). Les
sondes sont finalement purifiées en utilisant des colonnes Chroma Spin 100 comme
décrit a la section 2.3.1.2 et 'activité spécifique de chaque sonde est déterminée a 1'aide
d’un compteur a scintillations p (Wallac 1411, Liquid Scintillation Counter). L’ activité
spécifique de chaque sonde est ajustée a 5x10’ cpm avant d’étre utilisée a la section

2.3.4.4 pour I’étape d’hybridation des sondes marquées avec les membranes.

2.3.4.4 Hybridation des sondes marquées avec les membranes

La solution d’hybridation suivante est élaborée pour chaque membrane préparée a

la section 2.3.4.2: 50 ul de 20X SSC (Sodium chloride/Sodium citrate : 3 M NaCl, 0,3 M
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Na,citrate, pH 7.0) et 50 ul de solution bloquante (10 mg/m! d"ADN de sperme de
saumon, 0,3 mg/ml d’oligonucléotides correspondant aux Nested PCR Primers et a leurs
séquences complémentaires) sont bien mélangés, bouillis durant 5 min, puis refroidis sur
clace et combinés avec 5 ml de solution d'hybridation ExpressHyb de la compagnie
Clontech (composition secréte). Ensuite, chaque membrane est placée dans une bouteille
a hybridation et la solution d’hybridation préparee ci-dessus est ajoutée, Les membranes
sont alors préhybridées durant 60 min & 72°C dans un four & hybridation. Puis, la sonde
d’hybridation est préparée: 50 ul de 20X S5C, 50 ul de solution bloquante et la sonde
purifiée (3x10" cpm/membrane) sont mélangés. 11 faut s'assurer d'avoir le méme nombre
de cpm pour chacune des quatre sondes. Le mélange est bouilli durant 5 min, puis place
sur glace. Ensuite, le mélange est ajouté i chaque contenant d hybridation en évitant
d’ajouter la sonde directement sur la membrane (1l faut déposer le mélange au fond de la
bouteille a |’aide d'une pipette). Les membranes sont hybridées a 72°C pendant toute la
nuit. Au matin, les solutions de ringage a faible stringence (2X SSC/0,5% SDS) et a
stringence elevée (0,2X S5C/0,5% SDS) sont réchauffées a 68°C dans un four a
hybridation et elles sont conservées a cette température tout au long du ringage. Les
membranes sont d'abord rincées quatre fois durant 20 min avec la solution de ringage a
faible stringence & 68°C, puis deux fois durant 20 min avec la solution de ringage a
stringence élevée 4 68°C. Finalement, les quatre membranes sont coliées sur un carton et
exposées dans une cassette entre 60 et 120 heures avec un écran & phosphore Biorad,
puis les membranes sont analysées a 1'aide de I'appareil Personal Molecular Imager FX
system de Biorad. Les résultats sont comparés a la figure 2.11. Les lettres et les chiffres
représentent les huit rangées de douze clones fixés sur chague membrane. Cette figure
montre 1'hybridation de chacune des quatre sondes marguées 4 des membranes
possédant a leur surface les mémes 96 clones : (A) la sonde de la soustraction directe qui
contient les transcrits spécifiques au fester, (B) la sonde du tester qui représente tous les
transcrits présents chez le tesrer avant la soustraction, (C) la sonde de la soustraction
inverse qui contient les transcrits spécifiques au driver et (D) la sonde du driver qui
représente tous les transcrits présents chez le driver avant la soustraction. Les fléches
indiguent la position des différents exemples de clones qui seront conservés ou non pour

I'étape de séquengage et d'analyse bioinformatigue (voir tableau 2.18).
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FIGURE 2.11: Résultat typique d'un criblage différentiel. Image tirée du site
Internet http://www.clontech.com. (A) membrane hybridée avec
la sonde de la soustraction directe, (B) membrane hybridée avec
la sonde du tester, (C) membrane hybridée avec la sonde de la
soustraction inverse, (D) membrane hybridée avec la sonde du
driver.

Les clones qui seront conservés pour le séquencage sont ceux classés dans les
deux premiéres catégories. D'abord, 1l v a les clones qui s"hybrident avec la sonde de la
soustraction directe et la sonde du tester seulement, comme par exemple le clone F7. qui
correspondent, dans 95% des cas, a des génes spécifiques au rester (voir tableau 2.18).
Puis, 11 v a les clones qui s"hybrident seulement avec la sonde de la soustraction directe,
comme le clone F5, qui sont des transcrits peu abondants spécifiques au rester qui ont
été enrichis durant la soustraction. Cependant, ces clones peuvent é&tre

occasionnellement des artéfacts (voir tablean 2,181



TABLEAU 2.18

Interprétation des résultats de criblage différentiel

71

Interprétation

Membanes
A B C D
+‘ + -2 -
+ - - —
+ + - +
+4° + + +ou ~*
+ + + +

Les clones qui s’hybrident seulement avec la sonde de
la soustraction directe et la sonde du tester
correspondent toujours (95% de probabilité) a des
génes spécifiques au tester (ex. clone F7).

Les clones qui s’hybrident seulement avec la sonde de
la soustraction directe sont, la plupart du temps, des
genes spécifiques au tester (ex. clone F5). Ces clones
correspondent typiquement a des transcrits peu
abondants qui ont été enrichis durant la soustraction.
Occasionnellement, ces clones peuvent représenter des
artéfacts.

Les clones qui s’hybrident avec toutes les sondes sauf
celle de la soustraction inverse, sont difficiles 2
interpréter. Des analyses en Northern montrent
souvent que ces clones sont des variants €pissés ou
encore possédant une mutation spécifique au fester
(ex. clone A6).

Les clones qui s’hybrident aux deux sondes des
soustractions, mais avec une intensité de signal
différant de plus de cing fois (ex. clone C9) sont
probablement des clones surexprimés par le tester. Les
clones qui s’hybrident aux deux sondes des
soustractions, mais avec une intensité de signal
différant de moins de trois fois (ex. clone C12) ne sont
pas surexprimés par le rester. Ils proviendraient de
fluctuations aléatoires dans 'efficacité des deux
soustractions.

Les clones qui s’hybrident avec toutes les sondes a la
méme intensité de signal sont non spécifiques au
tester (ex. clone B6).

Les clones qui n’ont aucun signal d’hybridation
représentent des ADNc non spécifiques au tester,
présents a des niveaux trop bas pour s’hybrider au
clone correspondant (ex. clone AS5).

'Hybridation de la sonde avec le clone
2Aucune hybridation de la sonde avec le clone
*Forte hybridation de la sonde avec le clone

“Hybridation ou aucune hybridation de la sonde avec le clone
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2.3.5 Purification des produits PCR des clones spécifiques a Ia lignée cancéreuse

TP31 pour effectuer leur séquencage

Le protocole utilisé est celui de la trousse QIAquick PCR Purification de la
compagnie QIAGEN. En résumé, 1’adsorption des acides nucléiques a la surface du gel
de silice contenu dans la colonne se fait seulement en présence d’une forte concentration
de sels chaotropiques, lesquels modifient la structure de 1’eau. L’adsorption de ces
acides nucléiques dépend également du pH (pH optimum : 7.5). Leur élution est
cependant plus efficace en présence d’une faible concentration de sels et d’un pH
basique. Cette purification permet d’isoler les fragments de 100 pb a 10 kb et d’éliminer
les amorces, les nucléotides, la polymérase, les détergents et les sels grace a la colonne
QlAquick spin de QIAGEN. La quantité d’ADNdb (ADN double brin) contenue dans
I’éluat est dosée par spectrophotométrie comme décrit a la section 2.3.1.1. Chaque
échantillon d’ADNdb, ajusté a une concentration de 2 ng/pl, et les amorces PCR
spécifiques (Nested PCR Primers 1 ou 2), ajustées a une concentration de 1,5 uM, sont
envoyés au Service d'Analyse et de Synthese d'Acides Nucléiques de I’Université Laval

(Québec, QC, Canada) pour séquencage.

2.3.6 Analyse bioinformatique des clones spécifiques a la lignée TP31

L’analyse bioinformatique comporte plusieurs étapes différentes. La plupart des
approches présentées ont été effectuées grace a divers algorithmes de recherche
disponibles sur Internet. Le but de 1’analyse bioinformatique est de repérer, parmi les
millions de séquences des banques de données, celles présentant des similitudes avec les
séquences obtenues a partir de la banque de soustraction. Ces séquences sont ensuite
minutieusement analysées afin d’identifier un nouveau géne spécifique au mélanome
uvéal. Le premier algorithme utilisé est le basic local alignment search tool (BLAST)
qui permet, comme son nom l’indique, de repérer des identités de séquence entre la
séquence soumise et les diverses séquences des banques de données de la National

Center for Biotechnology Information (NCBI : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).



Le deuxieme algorithme utilisé est le Ensembl! (http://www.ensembl.org/homo_sapiens)
né d’une association entre le Sanger Institute et le European Molecular Biology
Laboratory et le troisieéme est le National Eye Institute basic local alignment search tool
(NEIBLAST : http://neiblast.nei.nih.gov). Pour débuter, seuls les clones dont les
séquences correspondaient a des ESTs ou a des HTGS, ou encore les séquences qui
n’avaient pas d’homologues dans les banques de données, ont été sélectionnés pour les
amplifications PCR avec les différents tissus normaux et les lignées cancéreuses (voir
section 2.3.7). La probabilité que ces clones soient spécifiques au mélanome uvéal est

donc plus grande.

2.3.7 RT-PCR en utilisant ’ARN de différents tissus normaux et de lignées

cancéreuses

L’utilisation de I’ADNc d’une grande variété de tissus normaux et lignées
cancéreuses a permis de vérifier si les clones intéressants sélectionnés sont spécifiques

au mélanome uvéal.
2.3.7.1 Préparation de I’ARN et de ’ADNc des MCN, des lignées cancéreuses et des
tissus normaux
La préparation de I’ARN et de I'ADNc des MCN, des lignées cancéreuses et des

tissus normaux est nécessaire pour valider par PCR la spécificité des clones obtenus

pour le mélanome uvéal.

2.3.7.1.1 Extraction de PARN des MCN et des lignées cancéreuses

Le protocole utilisé est le méme que celui décrit dans la section 2.3.1.1. L’ARN

obtenu est dosé par spectrophotométrie pour déterminer la concentration d’ARN de
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chaque tube, Par la suite, on procéde a une électrophorése d'un échantillon d’ARN de
chaque type de cellule (H79, Hel.a, Jurkat, SP6.5, SP8.0 et TP31) sur un gel d’agarose

1,5% TBE 1X coloré au bromure d'éthidium, & 100 V durant 20 min, afin de vérifier
I'intégrité de I' ARN.

2.3.7.1.2 Extraction de I’ARN des tissus normaux

Des morceaux d’organes (cerveau, utérus, poumons, foie, ceeur, rate, reins,
pancréas, muscle et MCN), conservés & —B0°C dans du RNALater (Ambion; composition
secrete; solution qui inactive les ARNases et stabilise 1" ARN), ont été prélevés au cours
de I"autopsie d'une femme de 81 ans. L’extraction de I'’ARN est réalisée sur glace afin
de prévenir toute dégradation de I"ARN. Le protocole qui suit provient de la compagnie
Sigma et est une amélioration de la méthode de Chomczynski et Sacchi (1987). La
centrifugeuse Biofuge pico et le rotor 3325 (Heraus) ont été utilisés pour toutes les
étapes de centrifugation. Des petits morceaux de chaque organe sont immergés dans un
volume de 2 ml de Tri Reagent (solution d’homogénéisation qui contient du phénol et de
la GITC) dans un tube stérile (traité contre les ARNases). A 'aide d'un homogéinsateur
a tissus, les morceaux d’organes sont dissous dans le Tri Reagent et I'homogénat est
centrifugé & 13 000 g durant 10 min a 4°C. Le surnageant est transféré dans un
microtube stérile et laissé & température ambiante pendant 5 min. Ensuite, 200 nl de
chloroforme sont ajoutés au surnageant qui a été récupéré. Le microtube est vortexé
vigoureusement, puis laissé a température ambiante pendant 10 min pour étre ensuite
centrifugé & 13 000 g durant 14 min a 4°C. La phase aqueuse ainsi obtenue est transférée
dans un nouveau microtube auquel sont ajoutés 500 ul d'isopropanol. Ce mélange est
ensuite vortexé et laissé durant 10 min & température ambiante, puis centrifugé & 13 000
g pendant 10 min & 4°C pour permettre |'élimination du surnageant et le ringage du
culot. Le culot obtenu est rincé avec 1 ml d'éthanol 75%, vortexé, centrifugé & 7 500 g
pendant 5 min & 4°C, séché par évaporation a l'air et, enfin, resuspendu dans de 1'eau

déionisée traitée contre les ARNnases. L’ARN obtenu est dosé par spectrophotométrie
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pour déterminer sa concentration dans chaque tube comme décrit dans la section 2.3.1.1.
Finalement, on fait migrer un échantillon d’ARN de chaque tissu sur un gel d’agarose
1,5% TBE 1X coloré au bromure d’éthidium, 2 100 V pendant 20 min, pour vérifier
I'intégrité de I’ ARN.

2.3.7.2 Transcription de I’ARN des tissus normaux et des lignées cancéreuses en

ADNc

Le protocole suivi est celul indiqué par MBI Fermentas pour I’utilisation de la
transcriptase inverse RevertAid H minus M-MuLV. 1L’ ADNc ainsi obtenu est prét a étre
utilisé pour les amplifications PCR. La quantité d’ADNc obtenue dans chacun des tubes

est déterminée par spectrophotométrie, comme décrit a la section 2.3.1.1.

2.3.7.3 Amplifications PCR avec ’ADNc de tissus normaux et de lignées

cancéreuses

Les réactions PCR ont été réalisées en variant divers parametres. Pour I’ensemble
des réactions PCR, 3 ng d’ADNc de chaque tissu normal et de chaque lignée cancéreuse
ont été utilisés. La polymérase utilisée est celle de MBI Fermentas (Tag ADN
polymérase) et le tampon de PCR est celui contenant le (NH,),SO, (tampon de réaction
PCR 10X avec (NH,),SO,: 750 mM Tris-HCI pH 8.8, 200 mM (NH,),SO,, 0,1% Tween
20) fourni avec I’enzyme. Les concentrations finales des réactifs utilisés sont présentées
dans le tableau 2.19 et les séquences des différentes amorces utilisées lors des réactions

PCR sont énumérées dans le tableau 2.20.

Les clones indiqués dans le tableau 2.20 ont été choisis parmi ceux qui
correspondaient a des ESTs ou HTGS, ou encore a des séquences inconnues. Voicl les
conditions utilisées pour la majorité des réactions PCR réalisées : 3 min a 95°C, puis 30

cycles des trois étapes suivantes, 30 sec a 94°C, 2 min a 58°C, 2,15 min a 72°C et enfin,
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une derniere étape de 7 min 2 72°C. On fait ensuite migrer les différents produits PCR
obtenus sur un gel d’agarose 2% TBE 1X coloré au bromure d’éthidium, a 110 V

pendant 35 min.

TABLEAU 2.19

Concentrations finales des réactifs utilisés lors des réactions PCR

Réactifs

Concentrations finales

Eau déionisée et stérile

Tampon de réaction PCR 10X avec (NH,),SO,
Mélange de dNTP (10 mM)

Amorce sens (10 uM)
Amorce antisens (10 uM)

Taq ADN polvmérase (5 U/ul)

MgCl, (25 mM)

ADNc

Compilation des différentes amorces utilisées pour les amplifications PCR

TABLEAU 2.20

Nom de Pamorce Séquence de I’amorce (5°-3’) T, (°C) Nombre de pb
attendu

actine 5’ TGTCCACCTTCCAGCAGATGT 67

actine 3’ CACTCCCAGGGAGACCAAAA 66 600
intégrine a6 5! CAAGATGGCTACCCACATAT 65

intégrine a6 3! CTGAATCTGAGAGGGAACCA 63 210
clone G2-8 5’ TCCTAGCTCAGGATGAACGCT 67

clone G2-8 3’ TCTCGGCCCGGCTAAACAT 66 280
clone G2-13 5’ TGGGGTTGAAGTGAACATGA 63

clone G2-13 3’ GCGGCCGAGGTACAAAATA 65 253
clone G2-15 5’ GACAAGAAGCGTTTGCAATTI 62

clone G2-15 3’ TTGGAGCATGAGTAAAACGG 63 862
clone G2-44 5’ CAAAGCAAAAAAAGCCAAAG 60

clone G2-44 3’ AATGTTGCGTGTCTTGACTGT 63 431
clone G2-81 5’ AGTGAGGAAGAGCCTCAGTT 65 519
clone G2-81 3’ GTGATGTTTAACGATTTCGAT 60

' Amorces fournies par Steeve Leclerc du laboratoire du Dr S.L.. Guérin.
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2.4 IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE

Cette technique sert & localiser des protéines au sein d'une cellule et nécessite
I'utilisation d’un microscope & €pifluorescence et d'un anticorps spécifique a la protéine
recherchée (anticorps primaire), ainsi que d’un anticorps secondaire spécifique
|'anticorps primaire, marqué avec une sonde fluorescente. Ensuite, les fluorophores qui
sont excités par la lumiére de la lampe du microscope émettent de la fluorescence et des
filtres permettent de sélectionner précisément la longueur d’onde d’émission

correspondant au fluorophore utilisé.

2.4.1 Préparation des lamelles

Il s’agit de déposer 2 ml de milieu de culture contenant environ 250 000 cellules
sur chaque lamelle (12 mm de diamétre) placée au fond d’une plaque a 24 puits. Les
lamelles sont ensuite incubées i 37°C pour permettre l'adhésion des cellules. A
confluence, le milieu de culture est aspiré et les lamelles sont rincées deux fois avec du
PBS-IF (PBS-IF : 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,5 mM KH,PO,, 6,5 mM Na,HPO,, 0.9
mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,). Les cellules sont alors fixées en versant doucement de
l'acétone pré-refroidie a —20°C dans les puits contenant les lamelles. La plaque a 24
puits est ensuite placée 3 —20°C durant 10 min, puis les lamelles sont rincées deux fois

au PBS-IF.

2.4.2 Immunofluorescence indirecte des cellules sur lamelles a I'aide de marqueurs

cellulaires spécifigues

Les lamelles sont d'abord transférées dans des plaques a 12 puits pour éviter que
les anticorps ne se mélangent. Ainsi, les lamelles sont soulevées avec un pic et a l'aide
de pinces a bouts fins, elles sont déposées délicatement dans chaque puits, le c6té ol se

trouvent les cellules étant orienté vers le haut. Du PBS-IF est immédiatement versé sur
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les lamelles pour éviter que les cellules ne séchent. La plaque a 12 puits est déposée dans
une chambre humide et le liquide autour de chaque lamelle est aspiré. Ensuite, 150 ul de
PBS-IF/1% BSA sont déposés sur chaque lamelle et la plaque est incubée a la
température ambiante durant 30 min pour bloquer les sites de liaison non spécifiques. A
la fin de "incubation, le PBS-IF/1% BSA est aspiré et les lamelles sont rincées trois fois
avec du PBS-IF. Ensuite, 150 ul d"anticorps primaire sont déposés sur les cellules. Les
lamelles sont incubées a la température ambiante pendant 45 min, puis rincées trois fois
avec du PBS-IF. Finalement, 150 ul d’anticorps secondaire sont déposés sur les lamelles
et la plaque est incubée dans une chambre humide & la température ambiante durant 45
min a la noirceur. Les lamelles sont rincées trois fois avec du PBS-IF, puis une derniére
fois avec de I'eau déionisée, afin d'enlever les sels du PBS qui cristallisent et cernent les
lames. Les contréles positifs pour chaque marqueur spécifique sont énuméres dans le
tableau 2.21, alors que les différents anticorps primaires et secondaires utilisés et leur

dilution sont présentés dans le tableau 2,22,

TABLEAU 2.21
Conirdles positifs en immunofluorescence indirecte

Type de cellules Marqueurs spécifiques
EPR (cellules épithéliales) Cytokératines'

MOCM (cellules stromales) Vimentine

lignée TP31 (mélanome uvéal) HMB45*

lignée HepG2 (carcinome hépatocellulaire) AFP

'Cet anticorps reconnait plusicurs cytokératines (1, 5,6, 7,8, 10, 11 et 18)
*Melanoma marker clone HMB435
?'hlpha-félnpmléins

Les lamelles sont montées sur le milieu de montage ProLong de la compagnie
Biorad (composition secréte; milieu de montage qui permet de conserver la fluorescence
plus longtemps) en plagant les cellules face a la lame. Les lames sont observées au
microscope & épifluorescence (Nikon Diaphot 300) & 1’aide d’un objectif de 20X. Les

images sont prises & I'aide d'un appareil photo numérique (CoolPix 4500; Nikon).



~J]

9

TABLEAU 2.22

Caractéristiques des anticorps primaires et secondaires utilisés en
immunofluorescence indirecte

Anticorps Espéce Dilution Compagnie
Anti-cytokératines §,13 souris 1/100 Sigma
Anti-vimentine chévre 1/50 ICN
Anti-HMB45 Souris non dilué Cedarlane
Anti-AFP souris 1/50 Novocastra
Anti-souris Alexa Fluor 488 chévre 1/250 Molecular Probes
Anti-chevre FITC lapin 1/400 Sigma
Anti-souris TRITC’ chévre 1/128 Sigma

'Tétraméthyirhodamine isothiocyanate



CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 CARACTERISATION DES MCN ET DES LIGNEES CANCEREUSES
DERIVEES DU MELANOME UVEAL

La caractérisation des MCN et des lignées cancéreuses TP31, SP8.0 et H79 a été
réalisée a I’aide de deux approches. D’abord, en comparant leur morphologie en culture

(MCN, TP31 et H79) puis, en déterminant leur profil d’expression des intégrines (MCN,
TP31, SP8.0 et H79).

3.1.1 Comparaison morphologique entre les MCN et les lignées cancéreuses TP31

et H79

Des images prises en contraste de phase a non confluence (voir figure 3.1A), puis
a confluence (voir figure 3.1B) ont permis de comparer la morphologie des MCN avec
celles des lignées cancéreuses TP31 et H79. L’utilisation de ces trois types de cellules
permet de recréer en quelque sorte 1’évolution du mélanome uvéal, de la cellule normale
(MCN), a la métastase hépatique (lignée hépatique H79), en passant par la tumeur
primaire (lignée cancéreuse TP31). Il faut se rappeler que les mélanomes uvéaux sont
classés en trois types, selon le type de cellules qui les composent : fusiformes,
épithélioides ou mixtes (Spencer, 1986). A non confluence (voir figure 3.1A) et a
confluence (voir figure 3.1B), nous pouvons remarquer que les MCN sont pigmentés et
qu’ils possédent de longs prolongements dendritiques partant d’un noyau central
proéminent. Ensuite, la lignée cancéreuse TP31 ressemble beaucoup aux MCN, mais ces
cellules sont non pigmentées, possedent des prolongements dendritiques plus courts et
un noyau plus volumineux. La lignée hépatique H79 est composée de cellules non

pigmentées, avec un noyau encore plus volumineux que la lignée TP31. Nous avons
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alors pu confirmer ou déterminer que les MCN sont des cellules fusiformes, que la
lignée cancéreuse TP31 est de phénotype mixte, c’est-a-dire qu’elle est composée de
cellules fusiformes et épithélioides (Beliveau et al., 2000) et que la lignée hépatique H79
est de phénotype épithélioide. La comparaison de leur morphologie permet déja de noter
des différences au niveau du phénotype, différences qui pourraient se réfléter dans les
résultats de cytométrie de flux pour la détermination du profil d’expression des

intégrines pour chaque stade de progression du mélanome uvéal.

FIGURE 3.1: Morphologie des MCN et des lignées cancéreuses TP31 et H79 a
non confluence (A) et a confluence (B).

3.1.2 Analyse du profil d’expression des intégrines des MCN et des lignées

cancéreuses TP31, SP8.0 et H79

Afin de déterminer le profil d’expression des intégrines des MCN et des lignées
cancéreuses, des mesures de cytométrie de flux ont été effectuées (voir figures 3.2 a
3.5). La courbe contrdle est représentée par une ligné pointiliée. Les résultats des figures

3.2 2 3.5 sont compilés et comparés entre eux dans le tableau 3.1.
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Pour confirmer les résultats négatifs, des contrbles positifs ont été effectués pour
chaque anticorps dirigé contre les différentes sous-unités d’intégrines. La lignée
cancéreuse Hela a été utilisée comme contréle positif pour toutes les sous-unités
d'intégrines, sauf pour la sous-unité ad pour laquelle la lignée cancéreuse Jurkat a été
utilisée. Les résultats des controles positifs ont démontré que tous les anticorps

fonctionnaient et qu'ils reconnaissaient leurs antigénes.

TABLEAU 3.1

Profil d’expression des intégrines des MCN et
des lignéees cancérenses TP31, SP8.0 et H79

al a al ad as ab av
T — S — S — — —  — — — ——— —  E————————
MON -t - e - + £k 44
TP31 + 44 k4 - + ++ "
SPE.O + +++ ++ - + + 4+
H79 +4+ +++ —t + e+ b e
B1 B3 B4 B5
MCN +++ - + 4+
TP31 =+ - - +
SPE.D +++ - +
HTQ =+ ++ & = +

n=2

Les résultats de cytométrie de flux pour les MCN indiguent que ces cellules,
provenant d’un seul donneur, expriment les sous-unités d’intégrines «l, @2, a3, as, ab,
av, 31, B4 et B5 4 leur surface, alors que les sous-unités ad et B3 étaient absentes. Ces
résultats concordent avec la littérature, excepté pour les intégrines alpl et a6l qu
n’avaient pas été observées auparavant et avp3 qui avait déja été détectée (Elshaw et al.,
2001). En effet, des études immunohistochimiques effectuées sur des lamelles de
mélanocytes uvéaux normaux en culture ont permis de déterminer qu’ils exprimaient les
intégrines a2f31, a3pl. a5p1 et avi3 et qu'ils n’exprimaient pas les intégrines a1fl,
adfil et ab6fl (Elshaw et al., 2001). Les différences entre ces données de la littérature et
les résultats de notre étude peuvent provenir de trois facteurs : (1) la vanabilité entre les
donneurs, (2) la méthode utilisée, la cytométrie de flux étant plus sensible et plus

specifique que I'immunohistochimie, ou encore (3) les anticorps utilisés.
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Les lignées cancéreuses TP31 et SPE.0 dérivées de tumeurs primaires du
mélanome uvéal expriment les sous-unités al, a2, a3, a5, ab, av, pl et f5 a leur
surface, mais a des niveaux légérement différents. Les sous-unités a4, B3 et 4 n’étajent
pas exprimées par les deux lignées cancéreuses. Ces résultats différent de la littérature,
car a4 et avfp3 ont £té détectées auparavant dans certaines études sur le mélanome
uveal. En effet, des études immunochistochimiques effectuées sur des lamelles de lignées
cellulaires de mélanomes uvéaux en culture ont permis de déterminer que toutes les
tumeurs exprimaient les intégrines alfl, a2fl, a3pl, a5p1 et avp3, 70% (7/10
tumeurs testées) exprimaient adfl et 60% (6/10 tumeurs testées) exprimaient a6pl
(Elshaw et al., 2001). Une seconde étude immunohistochimique effectuée sur des
prélévements tissulaires issus de mélanomes uvéaux au stade primaire a démontré que
toutes les lésions étaient positives pour les sous-unités o3, a, av, 1 et I'intégrine
avB3, 75% (24/32 tumeurs testées) pour la sous-unité a6, 25% (8/32 tumeurs testées)
pour la sous-unité a4, 16% (5/32 tumeurs testées) pour la sous-unité o], 9% (3/32
tumeurs testées) pour la sous-unité a2 et aucune lésion n’était positive pour la sous-unité
f4 et 'intégrine avp3 (Albelda et al., 1990; ten Berge et al., 1993). Une troisiéme étude
immunohistochimique effectuée également sur des prélevements tissulaires issus de
mélanomes uvéaux au stade primaire, a permis de détecter les sous-unités a3, al, av,
B1 et B5, particuligrement I'intégrine avp5 dans toutes les tumeurs primaires. La
majorité des tumeurs exprimaient €galement la sous-unité a6, tandis que les sous-unités
al, a2 et ad étaient présentes seulement chez un faible pourcentage de mélanomes
(Elner et Elner, 1996). Les différences entre les résultats de ces études et la ndtre
peuvent également provenir de la variabilité entre les donneurs, de la méthode utilisée,
des anticorps utilisés ou encore de |'utilisation de tumeurs (Albelda et al., 1990; ten
Berge et al., 1993; Elner et Elner, 1996; Elshaw et al., 2001) versus des lignées
cancéreuses dans notre cas. Enfin, une études de Béliveau er al. a démontré en
cytométrie de flux la présence, mais en quantité faible, de la sous-unité a3 4 la surface
des lignées cancéreuses TP31 et SPE.0 (Beliveau et al., 2000), ce qui est confirmé par

nos résultats.
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La lignée hépatique H79 dérivée d’une métastase hépatique du mélanome uvéal
exprime toutes les sous-unités d'intégrines & 1'étude. Le seul résultat qui differe de la
littérature est celui de la sous-unité f4. En effet, une étude immunohistochimique
effectuée sur des prélévements tissulaires issus de métastases hépatiques du mélanome
uvéal a démontré que les métastases €taient toutes positives pour les sous-unités al, a2,
a3, a3, av, Bl et avps, 75% (3/4 tumeurs testées) pour les sous-unités ad et a6, 50%
(2/4 wumeurs testées) pour I'intégrine avp3 et aucune Iésion n’était positive pour la sous-
unité 4 (ten Berge et al., 1993). La différence entre ces résultats et notre étude peuvent
provenir de la variabilité entre les donneurs, de la méthode utilisée, des anticorps utilisés
ou encore de |'utilisation de tumeurs (ten Berge et al., 1993) versus des lignées

cancéreuses dans notre cas.

Si nous comparons entre eux les profils d’expression des intégrines des quatre
types de cellules présentés au tableau 3.1, la premiére chose que nous remarquons c’est
que les sous-unités d’intégrines al, a5 et ab sont plus faiblement exprimées chez les
MCN et les lignées cancéreuses de tumeurs primaires TP31 et SP8.0 comparativement a
la lignée de métastase hépatique H79 (voir tableau 3.1). Une augmentation de
I'expression de ces sous-unités pourrait faciliter I'implantation de la métastase au foie.
Ainsi, il a été démontré que les intégrines alpl, a5p1 et a6p4 permettaient aux cellules
tumorales une plus grande adhésion & la MEC du foie, dont la composition différe des
autres organes (Jiang, 1998). Cependant, la surexpression de la sous-umté «3, étant
donné son rble dans |'apoptose (Frisch et Ruoslahti, 1997), nous porte a croire qu'elle
devrait en fait diminuer plutét qu'augmenter les propriétés tumorigénes de la lignée
hépatique. Nous n'avons par contre jamais évalué in vivo le potentiel de la lignée
hépatique H79 & générer des tumeurs spécifiquement au foie. Elle ne présente peut-étre
aucun potentiel tumorigéne. De plus, il ne faut pas oublier que les cellules de la
métastase hépatique ont été remises en culture in vitro et que ¢a peut lui conférer des

propriétés (et un patron d'expression des intégrines) totalement différent de chez la

tumeur elle-méme.
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Ensuite, la sous-unité a2 est fortement exprimée dans les trois lignées cancéreuses,
alors qu'elle est peu abondante chez les MCN (voir tableau 3.1). Cette sous-unité
pourrait donc étre impliquée dans le développement de la tumeur primaire. Les sous-
unités d’intégrines a3, av et f1 sont exprimées fortement par les MCN et les trois
lignées cancéreuses. Ces sous-unités ne seraient alors pas impliquées dans la progression

du mélanome uvéal.

Un résultat intéressant est que la sous-unité a4 est exprimée seulement, mais
faiblement, chez la lignée hépatique H79 (voir tableau 3.1). Ainsi, la lignée hépatique
H79 exprimerait & nouveau cette sous-unité pour favoriser la colonisation du foie. Ces
résultats different de ceux de la littérature. D'abord, Qian er al. (1994) ont démontré que
I'expression de I'intégrine a4f1 est inversement corrélée avec les propriétés invasives
d’un variant de la lignée murine B16, suggérant alors que la perte de a4f1, responsable
de 1'adhésion homotypique, pourrait étre impliquée dans la capacité métastatique de
certains types de mélanomes cutanés (Qian et al., 1994). Une seconde étude a aussi
démontré une corrélation inverse entre 1’expression du transcrit de I'intégrine adfi] et le
potentiel métastatique de la lignée cancéreuse SP6.5 dérivée d'une tumeur primaire du
mélanome uvéal et de ses variants MHS et MH10 (Larouche et al., 1998). Cependant,
seul le transcrit de la sous-unité ad a été étudié lors de cette étude; cela ne démontre pas
nécessairement la présence de la protéine a4. Les résultats de la présente étude tendent
plutdt vers I'hypothése inverse selon laquelle la propagation tumorale serait
proportionnelle a I'expression de la sous-unité a4, puisque la cellule normale (MCN)
n'exprime pas cette sous-unité. Cela concorde avec des études immunohistochimiques
effectuées sur des lignées de mélanomes uvéaux au stade primaire et leurs métastases,
dont les résultats indiquent la présence de la sous-unité a4 chez un faible pourcentage de
mélanomes, alors que 1'expression de cette sous-unité augmente dans les métastases
(pour une revue, voir Elner et Elner, 1996). Ce résultat pourrait étre important, car la
sous-unité a4 reconnait le motif EILDV du site de liaison connecting segmeni-1 (C5-1)
de la fibronectine qui est sujet a un épissage alternatif (ffrench-Constant, 1995).
L'espace entre l'endothélium microvasculaire du foie et les hépatocytes contient

d’ailleurs en abondance un variant d'épissage alternatif de la fibronectine, dans lequel on
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retrouve e CS-1 (Martinez-Hernandez, 1984). Il est donc possible que 'intégrine adfi]
soit exprimée par la lignée H79 pour permettre sa migration et son adhérence au foie
(Stroeken et al., 1998), L'intégnne a4fi] est aussi le récepteur de VCAM qui est présent
a la surface des cellules endothéliales vasculaires. Elle pourrait donc permettre le

transport de la cellule cancéreuse & travers I'endothélium vasculaire (Taichman et al.,
1991).

La sous-unité (33 est également exprimée seulement chez la lignée hépatique H79,
mais a un faible niveau (voir tableau 3.1). Cette sous-unité d’intégrine pourrait donc
Jouer un réle dans I'apparition de métastases hépatiques. Une €tude a d’ailleurs rapporté
que l'intégrine avpB3 a une implication certaine dans la colonisation cancéreuse du foie
(Yun et al., 1996). Cette étude z{démuntré que les cellules avec un fort potentiel
métastatique ayant comme organe cible le foie, expriment en plus grande quantité cette

intéerine comparativement aux cellules qui ont un potentiel métastatique peu développé.
g P q p que p PP

La sous-unité B4 n’est pas exprimée par les lignées cancéreuses TP31 et SP8.0
(voir tableau 3.1). La perte de I'expression de cette sous-unité pourrait jouer un réle dans
le développement de la tumeur primaire et de ses métastases, puisqu’elle est présente au
départ chez la cellule normale, disparait chez la tumeur primaire, puis réapparait chez la
métastase hépatique (voir tableau 3.1). Une forte expression de ['intégrine a6f4, qui est
distribuée dans les cellules épithéliales et qui a pour ligand la laminine, serait associée

avec un phénotype agressif et une capacité métastatique élevée (Falcioni et al., 1986).

Enfin, la sous-unité 35 est fortement exprimée par les MCN, alors qu’elle est peu
abondante chez les trois lignées cancéreuses du mélanome uvéal (voir tableau 3.1). La
diminution de 1'expression de cette sous-unité pourrait étre impliquée dans le
développement de la tumeur primaire et de ses métastases. Une surexpression de
I"intégrine avp5 & la surface des cellules hématopoiétiques a d'ailleurs été associée a

une inhibition de la prolifération cellulaire et & I'apoptose (Yin et al., 2001).
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En résumé, la lignée hépatique H79 exprime un plus grand nombre de sous-unités
d’intégrines que les MCN et les lignées cancéreuses TP31 et SP8.0, alors que les MCN
possedent un plus grand nombre de sous-unités d’intégrines que les lignées cancéreuses
TP31 et SP8.0. Plusieurs €tudes ont d’ailleurs remarqué une différence dramatique dans
I’expression et la distribution des intégrines a la surface des cellules cancéreuses
métastatiques comparativement aux cellules de la tumeur primaire (pour une revue, voir
(Hood et Cheresh, 2002)). Etant donné que les interactions cellule-MEC jouent un rdle
important dans le développement d’une tumeur, dans 1'invasion et la colonisation d’un
autre organe, et que ces interactions sont médiées entre autre par les intégrines,
I’hypothese suivante pourrait étre formulée : les cellules cancéreuses qui forment la
tumeur et qui se détachent pour migrer vers un autre site exprimeraient moins
d’intégrines a leur surface pour diminuer leur adhésion, alors que celles qui colonisent
I’organe cible en exprimeraient un large spectre a leur surface. La transformation des
mélanocytes en mélanome, puis en métastases, impliquerait d’abord une diminution de
I’expression des intégrines lors du détachement des cellules de 1a tumeur primaire et de
la migration cellulaire, suivi d’une augmentation de leur expression lors de

I'implantation a I’organe cible (Humphries, 1993).

Les résultats de cytométrie de flux n’ayant pas permis de choisir la lignée
cancéreuse la plus appropriée pour la banque de soustraction, nous nous sommes bas€s
sur d’autres données pour faire notre choix parmi les lignées de tumeurs primaires du
mélanome uvéal a notre disposition (SP6.5, SP8.0 et TP31). Ainsi, la plus grande
agressivité de la lignée cancéreuse TP31 (décés du patient des suites des métastases 38
mois apres 1’énucléation) par rapport aux lignées cancéreuses SP6.5 (patiente en vie et
aucune métastase diagnostiquée) et SP8.0 (déces du patient des suites des métastases
118 mois apres 1’énucléation), ainsi que 1’absence de traitement par radiothérapie de la
tumeur primaire & ’origine de la lignée cancéreuse TP31 comparativement a la lignée
cancéreuse SP8.0, nous ont toutefois permis de sélectionner la lignée cancéreuse TP31
pour la construction de la banque de soustraction « tumeur primaire (lignée TP31) —

MCN ».
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3.2 IDENTIFICATION DE GENES EXPRIMES SPECIFIQUEMENT PAR LA
LIGNEE TP31 PROVENANT D’UNE TUMEUR PRIMAIRE DU
MELANOME UVEAL A L’AIDE D’UNE BANQUE DE SOUSTRACTION

A la suite de la caractérisation des MCN et des lignées cancéreuses du mélanome
uvéal, I'1dentification de génes exprimés spécifiquement par la lignée TP31 provenant
d’une tumeur primaire du mélanome uvéal a été entreprise. Plusieurs étapes ont €té
nécessaires a 1’obtention de clones spécifiques a la lignée TP31. D’abord, une banque de
soustraction « tumeur primaire (lignée TP31) — MCN » a été construite dans le but
d’isoler les transcrits spécifiques 2 la lignée TP31. Les transcrits obtenus ont ensuite été
clonés pour créer une librairie de clones candidats. Ces clones ont alors été utilisés au
sein d’un criblage différentiel, afin d’éliminer les faux positifs de la banque de
soustraction avant d'effectuer le séquengage des clones. Une analyse bioinformatique
des clones séquencés a permis par la suite de les classer en deux catégories (protéines
connues ou inconnues) et de déterminer 1’origine et le rdle des protéines connues. Enfin,
la présence des clones intéressants (clones inconnus ou correspondant a des ESTs ou a

des HTGS) dans d’autres tissus et lignées cancéreuses a été vérifiée par RT-PCR.

3.2.1 Banque de soustraction « tumeur primaire (lignée TP31) — MCN »

Afin d’isoler les transcrits spécifiques a la lignée TP31, une banque de
soustraction « tumeur primaire (lignée TP31) - MCN » a ét€ construite. Tout au long de
la soustraction, des contrdles ont ét€ nécessaires pour s’assurer de la réussite de chaque

étape menant a ]’dentification de transcrits spécifiques a la tumeur primaire.

A la fin de I'extraction de ’ARN (section 2.3.1.1), un premier contrdle a été
réalisé en effectuant une électrophorese de I’ARN total des MCN et de la lignée TP31.
La présence des deux bandes d’ ARNr (18S et 28S) et I'intensité deux fois plus forte de
la bande 28S par rapport a la 185 ont permis de confirmer la qualité de I’ARN total de

ces deux types de cellules. Nous avons donc poursuivi la banque de soustraction en
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transcrivant I'’ARNm en ADNc. Suivant la synthése du premier brin d’ADNc (section
2.3.1.2.1), un second contrdle a été effectué a I’aide d’une amplification PCR avec des

amorces pour 1’actine, afin de s’asssurer de la transcription de I’ARNm en ADNCc.

Un fragment d’actine de 600 pb a été amplifié chez les MCN et la lignée TP31,
nous permettant de confirmer la transcription compléte de I’ARNm en ADNc. Avant de
poursuivre 1’amplification de cet ADNc, il était primordial de déterminer le nombre
optimum de cycles PCR, car I’ADNc amplifié par un trop grand nombre de cycles est un
tres mauvais matériel pour la soustraction, alors qu’un nombre insuffisant de cycles
diminue la quantit¢ de produit PCR obtenue. Afin de s’assurer de 1'amplification
exponentielle de I’ADNc, le nombre optimum de cycles PCR a été déterminé (section
2.3.1.2.2) par une amplification PCR de I"'ADNc des MCN et de la lignée TP31 (voir
figure 3.6).

Nombre de
cycles PCR

FIGURE 3.6 : Evaluation du nombre optimum de cycles PCR pour les MCN et la
lignée TP31. Des échantillons ont été prélevés aux cycles 15, 18, 21
et 24. (M) marqueur.

Le résultat ressemble & celui de la compagnie Clontech (voir figure 7 de la page 8
du protocole PT3041-1). Etant donné que le nombre de cycles que nous allions utiliser
pour amplifier I’ADNc devait étre plus faible que celui nécessaire a l'atteinte d’un
plateau, le nombre optimum de cycles pour les MCN a été fixé a 20, car le plateau était
présent au 21°™ cycle, alors que pour la lignée TP31, le nombre optimum de cycles a été

fixé a 17, puisque le plateau était atteint au 18°™ cycle. Aprés avoir déterminé le nombre
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optimum de cycles PCR, les cycles additionnels nécessaires ont été réalisés pour tous les
microtubes de tester et de driver de la section 2.3.1.2.2. Des échantillons de tester et de
driver ont ensuite €té analysés par électrophorése pour valider le nombre optimum de
cycles PCR que nous avions choisi (voir figure 3.7). Un PCR a également été effectué
avec des amorces pour I’actine (section 2.3.1.2.2) pour vérifier I'intégrité de I'’ADNc a
cette étape (voir figure 3.7). La portion gauche de cette figure démontre que le nombre
de cycles PCR que nous avions déterminé & 1’étape précédente pour les MCN (20

cycles) et pour la lignée TP31 (20 cycles) ont permis une amplification exponentielle de

I"ADNCc.

Nb de cycles Actine
optimum
M MCN TP31 M MCN TP31
20 17

. Q‘I . i‘g

5 »

FIGURE 3.7 : Validation du nombre optimum de cycles PCR (20 et 17) et
vérification de intégrité de I’ADNc pour les MCN et la lignée
TP31. (M) marqueur.

La portion droite de cette figure montre 1’amplification d’un fragment d’actine de
600 pb pour les deux types de cellules, nous assurant ainsi de la qualité de I’ADNc.
L’ ADNc amplifié a par la suite été purifié a I’aide d’une chromatographie sur colonne
telle que décrite a la section 2.3.1.2.3 (voir figure 3.8). Le résultat est conforme a celul
décrit par la compagnie Clontech (voir section 2.3.1.2.3). En comparant I'intensité des
trainées des échantillons A (ADNc non purifi€) et B (ADNc purifié, premiere fraction)
de la figure 3.8, nous avons déterminé que le pourcentage de récupération du produit
PCR apres la chromatographie était inférieur a 30% pour les deux types de cellules.
D’apres 1'intensité de 1’échantillon C (ADNc purifié, deuxiéme fraction), cette fraction

contenait une bonne quantité d’ADNc et donc un meilleur rendement que la premiere
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fraction (échantillon B). Nous avons alors combiné les deux fractions avant de procéder
a la digestion de cet ADNc avec I’enzyme de restriction Rsal telle que décrite & la

section 2.3.1.2.4 (voir figure 3.9).

FIGURE 3.8 :  Purification de PADNc amplifié des MCN et de la lignée TP31
par chromatographie sur colonne. (A) échantilion d’ADNc non
purifié, (B) échantilion d’ADNc de la premiere fraction purifiée
et (C) échantillon d’ADNc de la deuxiéme fraction purifiée. (M)
marqueur.

A la suite de la digestion, cette figure montre qu’il y avait une diminution de la
taille des fragments d’ADNc comparativement aux fragments d’ADNc non digérés qui
ont migré a des poids moléculaires supérieurs. Ce résultat est conforme a celui décrit par
la compagnie Clontech (voir figure 4 de la page 28 du protocole PT1117). Ainsi, avant
la digestion, I’ADNCc apparaissait sous forme d’une trainée qui s’étendait environ de 0,5
a 3 kb (Rsal-), tandis qu’apres la digestion, la trainée s’étendait plutdt de 0,3 a 2 kb
(Rsal+). Les courts fragments aux extrémités franches qui ont été produits lors de la
digestion par I’enzyme de restriction Rsal vont permettre ainsi la liaison des adaptateurs
de la banque de soustraction. L’ADNc digéré a ensuite été purifié (voir figure 3.10) et
quantifié¢ comme décrit & la section 2.3.1.2.5 avant de poursuivre la construction de la

banque de soustraction.
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MCN |
M Rsai-.Rsal+ I --.‘..__ '

FIGURE 3.9 : Digestion de I’ADNc des MCN et de la lignée TP31 avec ’enzyme
de restriction Rsal. On peut voir ’ADNc avant (Rsal-) et apres la
digestion (Rsal+). (M) marqueur.

F. §=Fractions

e — NG G T a a —_—_——
FIGURE 3.10 : Purification de I’ADNc digéré des MCN et de la lignée TP31. (E)
échantillon d’ADNc digéré non purifié et (F) échantillon d’ADNc
digéré purifié. (M) marqueur.

Le pourcentage de récupération de I’ADNc est évalué en comparant par
électrophorese 1'intensité des échantillons avant (échantillon E) et aprés la purification
(échantillon F). Le résultat est conforme a celui décrit par la compagnie Clontech (voir
section 2.3.1.2.5). Pour les deux types de cellules, nous avons estimé a 70% la quantité

d’ADNCc qui a été récupérée a la suite de la purification.

La quantité d’ADNc contenue dans I’échantillon G (ADNc purifié et précipit€) a
également été estimée en comparant son intensité sur gel d’agarose avec celles de

différentes concentrations connues du plasmide pSEAP2. En comparant chaque
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échantillon G avec la bande de chaque concentration de plasmide, la concentration des
MCN a été estimée a 0,6 ng/ul et celle de la lignée TP31 a 0,4 ng/ul. La quantité totale
d’ADNCc contenue dans les 5,5 pl restants (I’ADNc purifié et précipité a été dilué dans
6,7 ul; 1,2 ul ont été utilisés pour ’échantillon G ) a été évaluée a 3,3 pg pour les MCN
et a 2,2 ng pour la lignée TP31. Ces quantités étaient amplement suffisantes pour
poursuivre la banque de soustraction, car ’ADNc des MCN et de la lignée TP31 devait
étre ajusté a une concentration de 0,3 ug/ul avant de débuter la ligation des adaptateurs
comme décrite a la section 2.3.2.1.1. Afin d’effectuer plus tard un criblage différentiel

des clones spécifiques a la lignée TP31, deux soustractions (directe : « lignée TP31 —

MCN »; inverse : « MCN — lignée TP31 ») ont été réalisées.

D’abord, pour vérifier I’efficacité de la ligation des adaptateurs 1 et 2 dans les
soustractions directe et inverse, des PCR avec des amorces pour I’actine et le PCR
Primer 1 ont été réalisés (voir figure 3.11). Les résultats ressemblent a ceux de la
compagnie Clontech (voir figure 2.7 a la section 2.3.2.1.1). Ainsi, pour la soustraction
directe, I’intensité des bandes des produits PCR amplifiés avec une amorce spécifique a
un gene (amorce pour 'actine 3°, puits #1 et 3, figure 3.11) et le PCR Primer 1 était
environ 25% plus faible que les bandes des produits PCR amplifiés avec les deux
amorces spécifiques a un gene (amorces pour [’actine 3’ et 57, puits #2 et 4, figure 3.11).
Pour la soustraction inverse, I'intensité des bandes des produits PCR amplifiés avec une
amorce spécifique a un géne (amorce pour I’actine 3°, puits #5 et 7, figure 3.11) et avec
le PCR Primer 1 était environ 20% plus élevée pour le tester 2-1 et 50% plus faible pour
le tester 2-2 que les bandes des produits PCR amplifiés avec les deux amorces
spécifiques a un géne (amorces pour 1’actine 3” et 57, puits #6 et 8, figure 3.11). Puisque
Vintensité des bandes ne différait pas de plus de quatre fois entre les produits PCR
amplifiés avec les amorces actine 3’-PCR Primer [ et les produits PCR amplifiés avec
les deux amorces pour ’actine, le rendement de la ligation était suffisant pour considérer

la ligation comme étant efficace.
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Soustraction directe  Soustraction inverse
Tester 1-1 Tester 1-2 Tester 2-1 Tester 2-2

1 20 5B, 4 5 6 7
M actines — actine 3’ actine  actine 3’
4 PCR Primer4 PCR Primer 1 PCR Primer1 PCR Primer 1
3000 cactine'5’,  actine 3' actine 3’ actine 3'

- 'ﬁnihﬁi”.Wmm:s' sy 2ctine B actine &

o B I - -

FIGURE 3.11: Analyse de Pefficacité de la ligation des adaptateurs pour les
soustractions directe et inverse. Un fragment de 750 pb a été
amplifié avec ’amorce pour ’actine 3’ et le PCR Primer 1. Un
fragment de 600 pb a été amplifié avec les amorces pour I’actine
3’ et 5°. Voir section 3.3.2.1.1 pour la signification de T'ester 1-1,
Tester 1-2, Tester 2-1 et Tester 2-2. (M) marqueur.

Ensuite, deux hybridations et une premiére amplification PCR (section 2.3.2.4) ont
été effectuées, puis une analyse de 'efficacité de la premiere amplification a été réalisée

avec les produits des soustractions directe et inverse (voir figure 3.12).

Directe Inverse

ctri
NS PCR

= "Ll

FIGURE 3.12: Analyse de la premiére amplification PCR des soustractions
directe et inverse. (S) produits PCR des soustractions, (NS)
Unsubtracted tester controls et (ctrl PCR) controle PCR d’ADNc
soustrait. (M) marqueur.

Le résultat est conforme a celui décrit par la compagnie Clontech (voir section
2.3.2.4). Pour le contréle PCR d’ ADNc soustrait (fourni par la compagnie), deux bandes
majeures correspondant a des fragments de ¢X174/Haelll étaient visibles, ce qui a

permis de s’assurer de I'activité de la polymérase utilisée. Par contre, les produits PCR
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des soustractions et des Unsubtracted tester controls (S et NS, figure 3.12)

apparaissaient sous la forme de trainées sans bande distincte, s’étendant de 0,5 a 3 kb.

Nous avons ensuite effectué la deuxiéme amplification PCR (section 2.3.2.5) et
analysé€ son efficacité (voir figure 3.13). Le résultat ressemble a celui de la compagnie
Clontech (voir figure 6 page 32 du protocole PT1117-1). Plusieurs bandes majeures
correspondant a des fragments de $X174/Haelll étaient visibles pour le controle PCR
d’ADNc soustrait comparativement a deux bandes dans la premiere amplification (voir
figure 3.12), indiquant ainsi ’efficacité de la deuxiéme amplification (voir figure 3.13).
Les échantillons obtenus des soustractions (directe et inverse; S, figure 3.13) et les
Unsubtracted tester controls (NS, figure 3.13) apparaissaient cependant, sous la forme
de trainées sans bande distincte. Nous pouvons conclure que les deux amplifications
PCR ont été efficaces, car il y avait une différence entre le patron des trainées des
Unsubtracted tester controls (NS, figure 3.13) et celui des échantillons soustraits (S,
figure 3.13). En effet, les sections des trainées plus foncées n’étaient pas situées a la

méme hauteur.

Directe Inverse

- ort
8 NS 8. Ns PCR

FIGURE 3.13: Analyse de la deuxieme amplification PCR des soustractions
directe et inverse. (S) produits PCR des soustractions, (NS)
Unsubtracted tester controls et (ctrl PCR) controle PCR d’ADNc
soustrait. (M) marqueur.

Le dernier contrdle effectué concernait 1’analyse de 1’efficacité de la soustraction

(section 2.3.2.5.1). Les résultats ressemblent a ceux de la compagnie Clontech (voir
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figure 2.8 4 la section 2.3.2.5.1). Un PCR avec des amorces pour I'actine a d’abord été

réalisé avec le produit de la soustraction directe (voir figure 3.14).

Soustraction directe
Soustralt Non sousiralt
Nombre de cycles Nombre de cycles
M 18 23 B 0N 18 23 3B 3N
[ 3000 e
600 . o S— — e E—
100
amplification amplification
inéaire exponentielle

FIGURE 3.14 :  Analyse de l'efficacité de la soustraction directe. Des échantillons
ont été prélevés aux cycles 18, 23, 28 et 33. (M) margueur.

Dans cette figure, le fragment de 600 pb de 1'actine apparaissait aprés 18 cycles
dans les échantillons d'ADNc non soustraits, mais seulement 5 cycles plus tard (23*™
cycle) dans les échantilions d’ADNc soustraits. Un PCR avec des amorces pour |'actine

a également €€ réalisé avec le produit de la soustraction inverse (voir figure 3.15).

FIGURE 3.15: Analyse de 'efficacité de la soustraction inverse. Des échantillons
ont été prélevés aux cycles 18, 23, 28 et 33. (M) marqueur.

Dans cette figure, le fragment de 600 pb de |'actine apparaissait aprés 23 cycles
dans les échantilions d’ADNc non soustraits, mais seulement au 28" cycle dans les

échantillons d"ADNc soustraits. Le retard dans le nombre de cycles requis pour
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I'amplification de 1'actine dans les produits des deux soustractions est engendré par la
présence d'adaptateurs a une seule extrémité de ce transcnt présent chez le tester et le
driver (voir section 2.3.2, figure 2.8, molécules de type C). La présence des adaptateurs
a une seule extrémité du transcrit d’actine crée ainsi une amphfication linéaire lors des
deux amplifications PCR de la banque de soustraction, car un seul des deux brins peut
étre amplifi€ par la polymérase, dans le sens 3'=5", lors de chaque cycle PCR (voir
figure 2.9 a la section 2.3.2). La guantité de transcrits d'actine est ainsi moins abondante
dans les produits PCR & la fin des soustractions et ['actine est alors moins rapidement
amplifiée dans ceux-ci. Quant aux échantillons non soustraits, I'actine y est amplifiée de
fagon exponentielle et le fragment de 600 pb apparait donc a un nombre inférieur de
cycles. Cette différence dans le nombre de cycles requis pour une amplification
équivalente de |'actine dans les échantillons soustraits versus les non soustraits reflete
I'efficacité de la soustraction. En effet, il doit y avoir une différence de 5 & 15 cycles
entre ces deux types de préparations pour affirmer que la soustraction a été efficace. une
différence de cing cycles correspondant grossiérement & un enrichissement de I’ADNc

par un facteur de vingt (comme documenté a la section 2.3.2.5.1, figure 2.13).

Suivant ces résultats, nous pouvons confirmer |'efficacité des deux soustractions,
puisqu’il y avait une différence de cing cycles dans le nombre de cycles requis pour une
amplification équivalente de l'actine dans les échantillons soustraits versus les non

soustraits,

3.2.2 Librairie de clones candidats spécifigues a la lignée TP31

Le clonage du produit PCR de la soustraction directe (« lignée TP31 — MCN »)
dans le vecteur pGEM-T Easy a permis de créer une librairie de clones candidats qui
étaient spécifiquement exprimés par la lignée TP31. Cette librairie a servi plus tard &
éliminer les faux positifs présents dans la banque de soustraction a ’aide du criblage
différentiel. A la suite de I’ensemencement de quatre géloses avec le produit PCR cloné

de la soustraction directe, seules les colonies blanches ont été sélectionnées, puisqu’elles
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devaient contenir un insert. Au total, 480 colonies ont été repiquées et amplifiées par
PCR pour effectuer un criblage différentiel des clones candidats spécifiques a la lignée

TP31.

3.2.3 Criblage différentiel de la librairie de clones candidats

L’amplification des inserts, la production de sondes radioactives a partir des

produits PCR de la soustraction directe (« lignée TP31 — MCN »), de la soustraction

inverse (« MCN —lignée TP31 ») et de I’ADNCc de la lignée TP31 et des MCN, ainsi que
I’hybridation de ces sondes avec des membranes contenant les clones candidats de la
librairie a permis 1’élimination des faux positifs présents dans la banque de soustraction
directe (« lignée TP31 — MCN »). D’abord, les 480 colonies blanches ont été prélevées
et amplifiées par PCR. Cette étape nous a permis de vérifier la présence d’un insert dans
les vecteurs de chaque colonie, d’amplifier cet insert et de déterminer sa longueur (voir
figures 3.16 a 3.20). Le résultat est conforme & celui décrit par la compagnie Clontech
(voir figure 2.15 a la section 2.3.4.1). Parmi les colonies de la gélose 1 (voir figures 3.16
et 3.20), 75 contenaient des inserts, 37 n’en contenaient aucun et 8 colonies renfermaient
plus d’un insert, ce qui donnait un rendement de clonage de 63%. Parmi les colonies de
la gélose 2 (voir figures 3.17 et 3.20), 80 contenaient des inserts, 31 n’en contenaient
aucun et 9 colonies renfermaient plus d’un insert, ce qui donnait un rendement de
clonage de 67%. Parmi les colonies de la gélose 3 (voir figures 3.18 et 3.20), 81
contenalent des inserts, 27 n’en contenaient aucun et 12 colonies renfermaient plus d un
insert, ce qui donnait un rendement de clonage de 68%. Parmi les colonies de la gélose 4
(voir figures 3.19 et 3.20), 79 contenaient des inserts, 37 n’en contenaient aucun et 4
colonies renfermaient plus d’un insert, ce qui donnait un rendement de clonage de 66%.
Parmi les derniers clones amplifiés, c’est-a-dire les clones 97 a 120 des géloses 1 a 4
(voir figure 3.20), trés peu contenaient des inserts. Ce résultat pourrait provenir d’une
sélection biaisée des colonies blanches due a la petite taille des dernieres colonies
prélevées, car 1l est plus difficile de distinguer la couleur de ces colonies. Les clones ont

ainsi pl étre classés en trois catégories : (1) les clones contenant un insert dont nous
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pouvions déterminer la longueur (315/480 clones), (2) les clones ne contenant aucun
insert (132/480 clones), et (3) les clones contenant plus d’un insert (33/480 clones). La

majorité des inserts avaient des longueurs allant de 400 a 1000 pb.

Quatre sondes radioactives ont ensuite été produites a partir des produits PCR de
la soustraction directe (« lignée TP31 — MCN »), de la soustraction inverse (« MCN —
lignée TP31 »), d’ADNc de la lignée TP31 et d’ADNc de MCN. Chaque sonde a été
dosée a I’aide d’un compteur a scintillations f et I’activité spécifique a ét€ calculée pour
obtenir une valeur de 5x10” cpm pour chaque sonde utilisée 4 1’étape d’hybridation avec
les membranes. Chaque sonde a été hybridée avec quatre membranes contenant 96

clones et une membrane contenant 17 clones.



104

M12 346678 iIﬂ‘li1!1!141!““““1!2!##.2‘!!232?2!!!

S e i Tt T

!i *ﬂl - e L

: -
-
100
“ﬂl‘lﬂll“r“'“ﬂﬂﬂﬂl"ﬂﬂﬂ“ﬂﬁ'-‘B
900 p - — L
- - _ L
1m —

M 49 60 B1 52 B3 B4 56 66 Hﬂﬂlﬁliﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ ?IIT‘IIITIT#HTETT

3000 B T g RO
800 - =W - e - -
~ANL S TR Ye -~
100
‘ M 78 78 80 B1 B2 83 B84 B6 066 B7T BB B9 80 ®1 B2 B3 94 95 96
3000
900 - e - -
m-—ﬁ' -— -
100
| ——————————————————————————————————————————————————————"—"—"—"‘"—"‘/————— |
FIGURE 3.16 : Amplification des inserts des colonies 1 4 96 de la gélose 1. (M)

marqueunr.
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FIGURE 3.17 : Amplification des inserts des colonies 1 a 96 de la gélose
2. (M) marqueur.
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FIGURE 3.18 : Amplification des inserts des colonies 1 & 96 de la gélose 3. (M)
marqueur.
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FIGURE 3.19: Ampilification des inserts des colonies 1 a 96 de la gélose 4. (M)
marqueur.
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FIGURE 3.20 : Amplification des inserts des colonies 97 & 120 des géloses 1 a 4.
(M)} marqueur.
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Bien que nous voulions analyser par criblage différentiel seulement les clones
contenant un seul insert, les autres clones ont également été fixés sur des membranes
(voir figures 3.21 & 3.24), sauf pour les clones 97 a 120 des quatre géloses ou seuls les
clones avec un insert ont été fixés sur la membrane (voir figure 3.25). L’interprétation
des résultats du criblage différentiel a cependant été ajustée en conséquence (voir
tableau 3.2), c’est-a-dire que seuls les résultats obtenus avec les clones contenant un seul

Insert sont présentés dans le tableau 3.2.

Les résultats des figures 3.21 a 3.25 ressemblent a ceux obtenus par la compagnie
Clontech (voir figure 2.16 a la section 2.3.4.4). Le nombre de clones appartenant a
chaque type de résultats de criblage différentiel (voir tableau 3.2) pour les cing

membranes a été déterminé pour les clones contenant un seul insert.

TABLEAU 3.2

Compilation des résultats du criblage différentiel

Sondes
Soustraction ADNc de Soustraction ADNc de Nombre de clones
directe TP31 inverse MCN

+ + - - 102

* - - - 28

+ + - + 50

w42 + + +ou —* 40

* + + + 79

- - - - 16

Total 315

'Hybridation de la sonde avec ie clone

*Forte hybridation de la sonde avec le clone

!Aucune hybridation de 1a sonde avec le clone

‘Hybridation ou aucune hybridation de la sonde avec le clone

La premiere catégorie de clones comprenait les transcrits spécifiques a la lignée
TP31 (102 clones) qui ont été détectés par la sonde de la soustraction directe (+) et dont
la quantité était suffisante avant I’amplification via la soustraction pour étre détectée
également par la sonde d’ADNc de TP31 (+) (ex. clone Al, figure 3.24). Ces clones sont
absents lors de I’hybridation avec les sondes de 1a soustraction inverse (—) et de I’ADNc

de MCN (-) (voir tableau 3.2).
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Criblage différentiel des clones 1-96 de la gélose 1
Sonde de la soustraction directe Sonde de I'ADNc de la lignée TP31
4 5 6 7 8 9 1011 12 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12

v . * » A » @ w  F s .r
. B e A ' :

v Ce & o
D e
E.

F
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T @MmMmMmoD O @ >

H

Sonde de la soustraction inverse Sonde de I'ADNc de MCN
2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

[ » » A .

. Be
Ce & e
D:

T T mMmo O TP

FIGURE 3.21 : Sélection des clones spécifiques a la lignée TP31 par criblage
différentiel (gélose 1, clones 1-96).
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Criblage différentiel des clones 1-96 de la gélose 2

Sonde de la soustraction directe Sonde de I'ADNc de la lignée TP31
12 3 465 6 TB 9 101112 1 2 3 4 6 6 7T B8 9 10 1112
| . il ' Aw . —

. w . w ] 1 B w o ® "
- - - cCe . .

- - o -

m o O o &

. . - . - L]
Sonde de la soustraction Inverse Sonde de 'ADNc de MCN
1 2 3 4 6 86 TB 9 1011 12 1 2 3 4 6 8 TGEBE 9 101112

T o "mo O @OP
TO™mMmo OmPp

FIGURE 3.22: Sélection des clones spécifiques a la lignée TP31 par criblage
différentiel (gélose 2, clones 1-96).



Criblage différentiel des clones 1-96 de la gélose 2

Sonde de |la soustraction directe Sonde de I'ADNc de la lignée TP31
12 3 4 5 6 7T 8 8 101112 1 2 3 4 5 6 T E 8 101112

T 00 Mmoo O mPe
. ] .

r - -

T O TMmMmoO0O m>»>

Sonde de la soustraction inversa Sonde de '"ADNc de MCN
1 2 3 4 68 6B T B8 9 1011 12 1 2 3 4 5 6 T8 % 10 11 12

A
B
cC -
D
E
F
G
H

T HMMoOoO O ar

FIGURE 3.23: Sélection des clones spécifiques a la lignée TP31 par criblage
différentiel (gélose 3, clones 1-96).
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Criblage différentiel des clones 1-96 de la gélose 4
Sonde de la soustraction diracte Sonde de I’ADNc de la lignée TP31
1 2 3 45 6 7 8 9101112 12 3 45 6 7 8 8 101112

-~

-

A
B
c
D
E
F
G
H

TOHOTMmMm o O @ >

[} = ®

Sonde de la soustraction inverse Sonde de 'ADNc de MCN
1 2 3 4 5 6 7 8 8 1011 12 2 3 45 6 7 8 8 1011 12

. »

3

THTmMmo O m P
T T Mo O o>

FIGURE 3.24 : Sélection des clones spécifiques a la lignée TP31 par criblage
différentiel (gélose 4, clones 1-96).

Criblage différentiel des clones 97-120 des géloses 1,2, 3 et 4
Sonde de la soustraction directe Sonde de I'ADNc de la lignée TP31
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12
A . ] - LI - A - e S
B » ‘ I B B L - -
Sonde de la soustraction inverse Sonde de I'ADNc de MCN

12 3 45 6 7 8 8 1011 12 1 2 3 45 6 7 8 9 101112

A
B . .

2-100, A5=G2-106, A6=G2-108, A7=G3-104
1=G3-111, A12=G3-116

FIGURE 3.25: Sélection des clones spécifiques a la lignée TP31 par criblage
différentiel (géloses 1 a 4, clones 97-120). Les noms des 17/96
clones criblés sont inscrits sous les membranes.
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La deuxiéme catégorie de clones renfermait des transcrits également spécifiques a
la lignée TP31 (28 clones), mais qui correspondaient cette fois a des transcrits rares, en
quantité insuffisante pour étre détectés par la sonde d’ADNc de TP31, mais détectés
avec la sonde de la soustraction directe a la suite de 1’amplification via la soustraction
(ex. clone F2, figure 3.24). La troisieme catégorie de clones était plus difficile a
interpréter. Des analyses en Northern montrent souvent que ces transcrits correspondent
a des variants épissés ou encore possédant une mutation spécifique au fester
(observations de la compagnie Clontech), qui est ici la lignée TP31 (50 clones) (ex.
clone A5, figure 3.24). La quatriéme catégorie de clones renfermait des transcrits qui
pouvaient étre soit surexprimés par la lignée TP31 (si I'intensité de signal était différente
de plus de cinq fois entre les deux sondes des soustractions) ou non (si 1'intensité de
signal était différente de moins de trois fois entre les deux sondes des soustractions) (40
clones) (ex. clone G8, figure 3.24). Ensuite, la cinquiéme catégorie de clones contenait
des transcrits non spécifiques a la lignée TP31 (79 clones) (ex. clone A9, figure 3.24).
Ce nombre élevé de clones non spécifiques a la lignée TP31 aurait sirement été inférieur
si le facteur d’enrichissement de la banque de soustraction avait été supérieur a 20.
Enfin, la demiere catégorie de clones renfermait des clones non spécifiques a la lignée
TP31 (16 clones), mais présents en quantité insuffisante pour s’hybrider au clone
correspondant chez les MCN (ex. clone D11, figure 3.24). Seuls les clones des deux
premicres catégories (total de 130) qui étaient spécifiques a la lignée TP31 ont ensuite

été séquencés pour permettre leur analyse bioinformatique.

3.2.4 Analyse bioinformatique des clones spécifiques a la lignée TP31

Le séquencage des clones spécifiques a la lignée TP31 et leur analyse
bioinformatique a permis (1) de déterminer 1'identité et la localisation chromosomique
des protéines connues qui sont codées par ces clones, ainsi que (2) de connaitre la
séquence et la localisation chromosomique des clones correspondant a des ESTs ou a
des HTGS et enfin (3) de connaitre la séquence partielle des clones inconnus (clones

absents des banques de données).
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A la suite du séquengage avec la premiere amorce (Nested PCR Primer 1),
112/130 clones ont pu €tre analysés a ’aide des différentes banques de données
disponibles sur Internet (voir tableau 3.3). Les 18 autres clones devront étre séquencés
de nouveau avec la seconde amorce (Nested PCR Primer 2) car, lors du premier
séquencage, les s€équences obtenues étaient ambigués, c’est-a-dire qu’elles comportaient

beaucoup de N aux endroits ou le séquenceur n’a pu déterminer la base (voir tableau
3.3).

Les clones dont le séquencage a permis de déterminer leur séquence ont ensuite
été classés dans les quatre tableaux qui seront présentés dans les prochaines pages. Le
tableau 3.4 contient les clones codant pour des protéines connues, mais dont la fonction,
pour certaines, est inconnue. Le tableau 3.5 contient les clones correspondant a des ESTs
ou a des HTGS. Les clones correspondant & des ESTs, mais retrouvés dans 1’ceil ou
I’oreille, ont ét€ ensuite regroupés dans le tableau 3.6. Finalement, les clones inconnus,

c’est-a-dire introuvables dans les banques de données, ont été regroupés dans le tableau
3.7.

TABLEAU 3.3

Liste des clones envoyés au séquencage

Etat d’avancement du
Clones

séquencage

Clones séquencés (112) G1-4,G1-6,G1-8,G1-16,G1-30,G3-32,G1-33,G1-35,G1-36,
G1-41,G1-43,G1-53,G1-54,G1-55,G1-58,G1-62,G1-70,
G1-78,G1-79,G1-83,G1-84,G1-93,G1-109,G1-110,G2-3,
G2-8,G2-10,G2-13,G2-15,G2-20,G2-22,G2-23,G2-24,
G2-28,G2-32,G2-40,G2-41,G2-42,G2-43,G2-44,G2-45,
(G2-48,G2-50,G2-53,G2-59,G2-63,G2-66,G2-67,G2-68,
G2-75,G2-77,G2-81,G2-82,G2-84,G2-89,G2-91,G2-92,
G2-94,G2-100,G3-1.G3-3,G3-4,G3-5,G3-6,G3-7,G3-29,
G3-36,G3-37,G3-41,G3-42,G3-46,G3-48,G3-49,G3-51,
G3-53,G3-57,G3-60.G3-62,G3-68,G3-70,G3-71,G3-74,
G3-78,G3-79,G3-80,G3-83,G3-84,G3-91,G3-93,G3-94,
G3-96,G3-104,G4-1,G4-2,G4-21,G4-29,G4-31,G4-50,
G4-52,G4-56,G4-60,G4-62,G4-65,G4-66,G4-68.G4-72,
G4-75,G4-76,G4-91,G4-96,G4-116,G4-120.

Clones a séquencer de nouveau (18) G1-20,G1-49,G1-82,G1-106,G2-34,G2-80,G2-108,G3-18,
G3-24,G3-26,G3-52,G3-54,G4-7,G4-13,.G4-15,G4-51,
G4-95,G4-99.
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Le tableau 3.4 contient la longueur du fragment, le nom de la protéine associée, le

numeéro d’accession au NCBI, la localisation chromosomique et la fonction pour 29 des

112 clones (25,9%) codant pour des protéines connues. Certains clones correspondaient

au méme transcrit; ils ont donc €té regroupés.

TABLEAU 3.4

Clones codant pour des protéines connues

Clones

G1-36

G1-43
G2-91

G1-53

G1-55
G2-68

G1-58

G1-83

G2-10
G3-74
G2-22

G2-28
G3-78
G2-100
G4-52

G2-32

G2-43
G3-1

G2-82

G2-84

Nombre
de pb
201

352
291

291

352
380

252
700

774
985
346

346
400
411
570

473

400
548

679

435

Protéine(s)
associée(s)

TIMMI7A

VRK]1

PPP3CA

MIFT

GLNS

TOP2A

DKFZP43411735

KCNB1

MC3R

Anilline

ATP3IG

MLH3

RAMP

PPARGC1

# accession

NCBI
NM_006335

NM_003384

NM_000944

ABO006909

BX537384

NM_001067

XM_113763

NM_004975

NM_019888

NM_018685

NM_006476

NM_014381

NM_016448

NM_013261

LC!

1q32

1432

4q24

3pl13

1g31

17q21-g22

14q12

20q13.2

Tpl4.2

1123

14q24.3

1q32.3

4p15.1

Fonction(s)

importation de protéines

immatures dans les
mitochondries

régulation de la division

cellulaire

régulation du Ca” et de

la calmoduline

différenciation des
mélanocytes

détoxification
(ammoniaque)

relaxation d’ADN
superenroulé

inconnue

redresseur différé
des canaux K*

récepteur de la
mélanocortine

implication dans la
mitose

transport des ions H*
dans les membranes
mitochondriales

réparation des
appariements d’ADN

régulation de I’acide
rétinoique

régulation de la
biogenese mitochon-
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driale

G3-46 391 ANP32E NM_030920 1921.3 inhibiteur de phospha-
tases et activateur de
caspases

G3-68 748 MCFD2 NM_139279 2p21 transport de protéines du
RE au Golgi

G3-93 942 Sous-unité NM-000210 2g31.1 récepteur de la laminine

G3-96 900 d’intégrine a6

G3-94 300 GwWi28 AF107406 20g13.12  inconnue

G3-104 885 DC2 NM_021227 4925 inconnue

G4-31 300 ch-TOG NM_014756 11p11.2  organisation des fu-
seaux achromatiques

G4-60 541 Caluménine NM_001219 7932 maturation des protéi-

G4-65 570 nes dans le RE

'Localisation chromosomique

Nous pouvons d’abord remarquer que les protéines identifiées ne sont pas des
protéines familiéres dont nous entendons régulierement parler. Voyons brievement la
fonction des protéines énumérées dans le tableau précédent. Etant donné que la plupart
des protéines mitochondriales sont encodées dans le noyau, puis traduites dans le
cytosol, certaines protéines sont impliquées dans 1'importation des protéines
mitochondriales immatures, comme par exemple la translocase of inner mitochondrial
membrane 17 homolog A (TIMM17A) qui est située dans la membrane mitochondriale
interne (clone G1-36). Le géne de cette protéine se situe dans la région q32 du
chromosome 1. A la suite du transport des pré-protéines du cytosol jusqu’a la membrane
mitochondriale externe grace aux translocases de la membrane mitochondriale externe,
les protéines TIMMI17A et TIMM23 forment un récepteur qui permet le transport des
pré-protéines dans 1’espace intermembranaire mitochondriale (Bauer et al., 1996). La
présence de cette protéine dans la lignée TP31 pourrait s’expliquer par I’augmentation
de 1’activité métabolique lors de la transformation maligne du mélanocyte en cellule

cancéreuse.

Ensuite, vaccinia related kinase 1 (VRK1) est une protéine nucléaire fortement
exprimée dans les cellules en trés grande prolifération dont les cellules cancéreuses et

embryonnaires (clones G1-43 et G2-91) (Nezu et al., 1997). Le géne qui code pour cette
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protéine se situe dans la région q32 du chromosome 14. C’est une sérine/thréonine
protéine kinase qui phosphoryle le résidu Thr18 du suppresseur de tumeur p53 régulant
ainsi la division cellulaire et la réplication de I’ADN (Barcia et al., 2002). Parce que la
rupture de la voie cellulaire de pS3 peut permettre aux mutations de s’accumuler et ainsi
de promouvoir une transformation maligne, il y a une forte tendance des tumeurs a
inactiver cette protéine (Brantley et Harbour, 2000). La protéine p53 interagit d’ailleurs
avec la protéine pRB dont I’expression aberrante a été associée avec plusieurs cancers
dont le mélanome uvéal (Massaro-Giordano et al., 1999). Cependant, une étude a
démontré que pRB et p53 sont rarement mutées dans le mélanome uvéal, mais que c’est
plutot d’autres acteurs de leur voie cellulaire respective qui seraient inactivés (Brantley
et Harbour, 2000). Le r6le de p53, en réponse a un dommage génotoxique, est de stopper
le cycle cellulaire en phase G1/S ou G2/M pour ainsi favoriser la réparation des
dommages génétiques (Taylor et Stark, 2001). Pour jouer ce réle, pS3 doit se dissocier
de son inhibiteur mdm?2, un processus régulé par la phosphorylation. C’est VRK1 qui
phosphoryle les molécules de p53, prévenant ainsi la liaison a leurs inhibiteurs (Ryan et
al., 2001). 1l est possible que la présence de VRK1 dans la lignée cancéreuse TP31
s’explique par les tentatives de la cellule a réparer les nombreuses mutations, tentatives

infructueuses dans le cas de cette lignée, puisqu’il y a eu développement d’un

mélanome.

Le gene de la protéine protein phosphatase 3 (formerly 2B) catalytic subunit alpha
isoform (PPP3CA), qui est une protéine phosphatase régulatrice du complexe
Ca**/calmoduline, se situe dans la région q24 du chromosome 4 (clone G1-53). Cette
protéine est impliquée dans une voie physiologique coordonnant 1’état phosphoryl€ des
protéines et la concentration intracellulaire de Ca®* (Seitz et al., 2002). L’équipe de Seitz
a détecté cette protéine dans tous les tissus oculaires bovins (cornée, cristallin, 1r1s, corps
ciliaire, vitré, rétine, choroide, sclére, nerf optique); ils ont alors postulé qu’elle aurait
des implications dans 1I’immunorégulation, la transmission neuronale, la production
d’humeur aqueuse et dans la toxicité oculaire des immunosuppresseurs. La PPP3CA est
également impliquée dans la régulation de I’expression du ligand du récepteur Fas

(FasL) (Anel et al., 1994). 1l a déja été prouvé que les cellules du mélanome uvéal
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expriment le FasL a leur surface. La liaison des cellules du mélanome uvéal aux
récepteurs Fas présents abondamment sur les hépatocytes induit 1’apoptose de ces
cellules hépatiques (Repp et al., 2001). Nous pouvons donc supposer que les cellules de
la lignée TP31 pourraient favoriser I’expression de FasL a leur surface, via PPP3CA,

pour ainsi faciliter leur migration au foie.

La protéine MIFT est un facteur de transcription dont le géne est situé dans la
région pl3 du chromosome 3 (clones G1-55 et G2-68). Il existe plusieurs isoformes de
MIFT, dont MIFT-M qui est spécifique aux mélanocytes (Fuse et al., 1996; Amae et al.,
1998; Fuse et al., 1999; Udono et al., 2000; Takeda et al., 2002; Takemoto et al., 2002)
et leur promoteur est régulé entre autres par le facteur de transcription paired-box gene 3
(PAX3) (Watanabe et al., 1998). Une mutation de MIFT entraine chez la souris une perte
de la pigmentation des yeux, de I’oreille interne et de la peau, en plus de réduire la taille
des yeux, et d’entrainer une surdité précoce (Yoshitake et al., 1999). Etant donné qu’une
mutation de ce géne entraine une absence de mélanocytes dans les tissus affectés,
I’équipe de Tachibana a spéculé que la protéine MIFT serait impliquée dans la médiation
de la différenciation des mélanocytes (Tachibana et al., 1996). Il a d’ailleurs été
démontré que MIFT active le gene de la tyrosinase, une enzyme clé de la mélanogenese
(Selzer et al., 2002). La protéine MIFT est impliquée dans le syndrome de Waardenburg
type IIA (locus 3p14.1-p12.3), une maladie qui entraine des anomalies visuelles (tractus
uvéal) et auditives (cochlée) (Tassabehji et al., 1994; Tachibana et al., 1996). Une étude
de Mouriaux et al. (2003) a démontré, a I’aide d’un anticorps reconnaissant 1’extrémité
C-terminale de MIFT (qui reconnait ainsi toutes les isoformes), que les MCN
n’expriment pas cette protéine, comparativement aux lignées ou tumeurs du mélanome
uvéal. Dans cette méme étude, les isoformes exprimées par le mélanome uvéal ont été
identifiées par amplification PCR; il s’agit des isoformes MIFT-A et MIFT-M
(Mouriaux et al., 2003). La famille des facteurs de transcription MIFT étant largement
exprimée dans les cellules malignes d’origine mélanocytique, c’est une expression
différentielle des isoformes de MIFT qui influencerait le phénotype, la croissance et la
transformation maligne (Selzer et al., 2002; Mouriaux et al., 2003). L’expression de

MIFT représentant un bon indicateur de I’engagement d’une cellule dans la voie
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mélanocytique, ’absence de cette protéine chez les MCN pourrait s’expliquer par leur
état différencié (Mouriaux et al., 2003). D’apres les résultats que nous avons obtenus,
une isoforme de MIFT était présente chez notre tumeur primaire, mais il faudrait vérifier
laquelle, en amplifiant par PCR la région N-terminale (exon 1) spécifique a chaque

isoforme.

La glutamine synthétase (GLNS) est exprimée dans tout le corps et joue un role
important dans le contréle du pH corporel en retirant I’ammoniaque de la circulation
sanguine (clone G1-58). Le géne codant pour cette protéine se trouve dans la région 31
du chromosome 1 (Pesole et al., 1991). Cette protéine sert également de marqueur pour
la détection de lignées hépatocellulaires au stade prénéoplasique ou néoplasique précoce
(Gebhardt et Williams, 1995). L’expression de cette protéine par les cellules de la lignée
TP31 pourrait avoir été stimulée par une augmentation du taux d’ammoniaque dans leur

environnement.

La topoisomerase (DNA) Il alpha (TOP2A), dont le géne est situé dans la région
q21-922 du chromosome 17, est une enzyme qui contrdle et altére les états topologiques
de I’ADN (clone G1-83). La TOP2A catalyse la relaxation des molécules d’ADN
superenroulées, la condensation des chromosomes et la séparation des chromatides, des
processus qui ont lieu durant la transcription et la réplication de I’ADN (Miller et al.,
1981). L’expression de cette protéine est augmentée dans plusieurs cancers dont le
carcinome embryonnaire (Berney et al., 2002)et le cancer du colon (Lazaris et al., 2002).
De plus, I’expression du géne de la TOP2A est régulée par le supresseur de tumeur p53
dans le carcinome pulmonaire (Liu et al., 2002). La TOP2A induirait également une
résistance aux drogues chez les tumeurs qui expriment beaucoup de cette enzyme
(Chikamori et al., 2003). La présence en grande quantité de cette enzyme chez la lignée
TP31 aurait pu favoriser la résistance de cette tumeur aux différentes chimiothérapies et

c’est souvent le cas dans le mélanome uvéal (Woll et al., 1999).

Le clone G2-22 contenait deux transcrits. dont les génes sont retrouvés dans la

région q13.2 du chromosome 20. D’abord, un bout du transcrit correspondait a la
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protéine shab-related potassium voltage-gated channel 1 (KCNB1), un redresseur
différé des canaux K, qui est activé lentement aprés la dépolarisation membranaire et
est désactivé apres seulement quelques secondes (Mazzanti et al., 1996). Ensuite, la
seconde partie du transcrit correspondait au melanocortin 3 receptor (MC3R), qui
reconnait le cceur de la séquence heptapeptidique des mélanocortines. Les
mélanocortines sont des hormones aux diverses actions physiologiques, dont la
régulation de la pigmentation des mélanocytes (De Wied et Jolles, 1982), la
thermoré€gulation (Feng et al., 1987), I’entreposage des graisses corporelles (Fan et al.,
1997), le contrdle du systeme cardiovasculaire (Li et al., 1996), I’apprentissage et la
mémoire (De Wied et Croiset, 1991) et elles produiraient également des effets
immunomodulatoires (Smith et al., 1992). Les mélanocortines médient leurs effets via
leurs récepteurs couplés a des protéines G (MCR1 a MCRS5) qui vont stimuler
I’adénylate cyclase (Mountjoy et al., 1992). Le récepteur MCR3 n’est pas exprimé dans
la lignée A375 dérivée d’un mélanome cutané (Gantz et al., 1993). Nos résultats avec la
lignée TP31 dérivée d’un mélanome uvéal sont différents, puisque MCR3 était exprimé
dans cette lignée. Plusieurs études récentes ont révélé de treés grandes différences
cytogénétiques et moléculaires entre les mélanomes cutané et uvéal. La présence de
MCR3 au sein du mélanome uvéal comparativement au mélanome cutané€ pourrait

constituer une autre de ces différences.

L’anilline est une protéine irhpliquée dans la mitose, dont le géne est situ€ dans la
région pl4.2 du chromosome 7 (clones G2-28, G3-78, G2-100 et G4-52). Elle
fonctionne en association avec les septines, I’actine et la myosine II durant la formation
du sillon de division, une invagination de la surface cellulaire dans la région centrale de
la cellule. Durant la télophase, un sillon de division se forme et un anneau contractile de
microfilaments commence a se contracter. Le sillon de division devient de plus en plus
profond jusqu'a ce que deux nouvelles cellules complétes soient séparées. L’anilline
jouerait plus précisément un rdle dans l’organisation des cables d’actine durant la
formation du sillon de division et elle médierait les interactions entre 1’actine et les

septines/cytosquelette membranaire (Oegema et al., 2000). La présence de cette protéine
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au sein de la lignée TP31 démontre encore une fois le haut niveau de prolifération de ces

cellules cancéreuses.

La protéine ATP synthase, H* transporting mitochondrial F, complex subunit g
(ATP5]G), dont le gene est situé dans la région q23 du chromosome 11, est impliquée
dans le transport des protons a travers les membranes mitochondriales (clone G2-32)
(Millan et al., 2003). La présence de cette protéine dans la lignée TP31 pourrait
s’expliquer par une augmentation de 1’activité métabolique lors de la transformation

maligne du mélanocyte en cellule cancéreuse.

La protéine mutL E. coli homolog 3 (MLH3), dont le gene est retrouvé dans la
région q24.3 du chromosome 14, est impliquée dans la correction des erreurs
chromosomiques associées a la réplication et a la recombinaison de I’ADN (clones G2-
43 et G3-1). Un dysfonctionnement du systéme de réparation des mauvais appariements
donne lieu a un phénotype mutateur qui se manifeste par une instabilité des
microsatellites, comme dans le cas du cancer colorectal (Wu et al., 2001). Etant donné
I’allure du caryotype de la lignée TP31 (voir figure 3.29), qui contient plusieurs
anomalies chromosomiques, il n’est pas étonnant de retrouver cette protéine réparatrice
de ’ADN au sein de notre banque de soustraction. L’accumulation de changements
génétiques comme, par exemple, des anomalies chromosomiques structurales, est
souvent associée avec une augmentation du potentiel de malignité des cellules

cancéreuses (Lauffart et al., 2002).

La retinoic acid-regulated nuclear matrix-associated protein (RAMP) joue un role
dans la régulation de 1’acide rétinoique et son gene est situé dans la région q32.3 du
chromosome 1 (clone G2-82). C’est une protéine riche en résidus sérine et thréonine qui
est associée aux protéines de la matrice nucléaire et qui est exportée du noyau au
cytoplasme lors de la mitose et de la cytocinese. Elle jouerait un réle dans la
prolifération cellulaire de certaines cellules cancéreuses dont celles du carcinome
embryonnaire (Cheung et al., 2001). Dans les cellules en division active, une plus grande

expression de RAMP est observée dans le cytoplasme. Il existe également une forte
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association entre RAMP et le développement embryonnaire, association démontrée par
la grande expression de cette protéine dans les tissus fétaux contrairement aux tissus
adultes (Cheung et al., 2001). La présence de cette protéine au sein de la lignée TP31

démontre encore une fois le haut niveau de prolifération de ces cellules cancéreuses.

Le coactivateur du récepteur nucléaire PPARY, le peroxisome proliferator-
activated receptor-gamma, coactivator 1 (PPARGC1), dont le géne se situe dans la
région pl5.1 du chromosome 4, joue un rdle entre autres dans la biogenese
mitochondriale et la prolifération cellulaire (clone G2-84) (Knutti et Kralli, 2001;
Scarpulla, 2002). La présence de cette protéine dans la lignée TP31 pourrait s’expliquer
par une augmentation de 1’activité métabolique lors de la transformation maligne et de la

prolifération de ces cellules cancéreuses.

La protéine acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 member E (ANP32E),
dont le géne est retrouvé dans la région q21.3 du chromosome 1, exerce diverses
fonctions dont la suppression de tumeur et le transport des protéines liant I’ARN (clone
G3-46) (Chen et al., 1996, Kadkol et al., 1999, Bai et al., 2001; Kadkol et al., 2001). Il a
également été démontré que ANP32E joue un rdle dans la localisation de ’appareil de
Golgi via une liaison aux microtubule associated proteins (MAP) (Ulitzur et al., 1997a,
b). Son association avec les MAPs suggere donc que cette protéine est impliquée dans le
maintien de la morphologie, la régulation du mouvement des mitochondries, lysosomes,
peroxysomes et vésicules, en plus d’aider au maintien de I'intégrité du RE (Drubin et
Nelson, 1996; Goodson et al., 1997). La présence de cette protéine dans la lignée TP31
pourrait provenir d’une augmentation de l’activité métabolique et donc de la

transcription lors de la transformation maligne.

La multiple coagulation factor deficiency protein (MCFD?2), dont le géne est situé
dans la région p21 du chromosome 2, est retrouvée dans le compartiment intermédiaire
RE-Golgi (clone G3-68). En se complexant avec la protéine mannose-binding lectin-1
(LMAN1), cette protéine permet le transport des protéines du RE au Golgi (Zhang et al.,

2003). La présence de cette protéine dans la lignée TP31 pourrait provenir d’une
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augmentation de 1'activité métabolique et de la synthése protéigue lors de la

prolifération maligne,

La sous-unité d’intégrine a6, dont le géne se trouve dans la région g31.1 du
chromosome 2, s’associe avec les sous-unités Bl ou 4 pour former des récepteurs qui
lient le bras long de la laminine (clones G3-93 et (G3-96). L'intégrine abP4, exprimée de
fagon prédominante dans les cellules épithéliales (Tamura et al., 1990), est associée,
lorsque présente a des niveaux élevés, avec le phénotype agressif et la capacité
métastatique de certaines cellules cancéreuses (Falcioni et al., 1986). Une étude de Sager
et al. (1993) suggere plutdt que la sous-unité a6 serait un géne suppresseur de tumeur,
Ainsi, I'expression de ce géne, tant au niveau de I"’ARNm que de la protéine, est réduite
dans les lignées de carcinomes mammaires primaires et elle est complétement perdue
dans les lignées de métastases de carcinomes mammaires (Sager et al., 1993). Une étude
immunohistochimique de D'Ardenne er al. (1991), effectuée sur des tissus mammaires
normaux et des carcinomes mammaires, a démontré une diminution ou une disparition
du marquage de |'anticorps anti-a6 au niveau de la membrane basale. Cependant, le
marquage cytoplasmique détecté dans les tissus mammaires normaux €tait conservé dans
les carcinomes mammaires (D'Ardenne et al., 1991), ce qui concorde avec les résultats
de Sager er al. (1993). 5i nous comparons ce résultat de la banque de soustraction avec
ceux de la cytométrie de flux, il v a certaines contradictions (voir figures 3.2 et 3.3). Les
données en cytométrie de flux suggérent que la sous-unité o6 est exprimée par la lignée
TP31 et les MCN. Cependant, les résultats de la banque de soustraction suggérent
gu’elle devrait étre détectée seulement chez la lignée TP31. Ensuite, la sous-unité 4 est
également exprimée par les MCN. Cette sous-unité s'associant seulement avec la sous-
unité ab, nous devrions donc détecter la sous-unité ab i la surface des MCN lors de la
cytométrie de flux, ce qui est le cas (voir figure 3.2). Les résultats de cytométnie de flux
avec la lignée TP31 démontrent qu’elle exprime la sous-unité a6, mais pas la sous-unité
p4. Nous pouvons donc supposer que ce serait I'intégrine a6f31 qui lierait la laminine
chez la lignée TP31 et non a6p4. Pour clarifier cette énigme, nous avons effectué une
amplification PCR de la sous-unité d’intégrine a6 chez les MCN et les lignées SP6.5 et

TP31 (voir figure 3.26). Le résultat obtenu a 1'aide de 1'amplification PCR permet de
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confirmer celui de la bangue de soustraction, puisqu’un fragment de 210 pb est détecté
seulement chez les lignées TP31 et SP6.5. Pour valider le résultat négatif des MCN, une
amplification PCR avec I'actine a été effectuée en paralléle et un fragment de 600 pb a
¢té amplifié dans les trois types de cellules. Des études immunohistochimigues
effectuées sur des lamelles de mélanocytes uvéaux normaux en culture avaient d'ailleurs
démontré qu’ils n'exprimaient pas I'intégrine a6p1 (Elshaw et al., 2001). Comment
expliquer alors les résultats de cytométrie de flux pour les MCN? D’apres les
commentaires du technicien en cytométrie de flux, les résultats pour les MCN étaient
plus ambigués. Peut-étre que la pigmentation des MCN ou encore leur morphologie
particuliére pourraient interférer avec la mesure de la fluorescence émise par chaque
cellule. L'utilisation d'un seul donneur en cytométrie de flux comparativement a dix-
huit pour la banque de soustraction et le RT-PCR pourrait également expliguer ce

résultat.

sous-uniti
dintégrine af actine

FIGURE 3.26 : Amplification PCR de la sous-unité d’intégrine a6 dans les MCN
et les lignées SP6.5 et TP31. (M) marqueur.

Nos résultats vont donc dans le sens de 1'étude de Falcioni er al. (1986), plutdt que
celle de D' Ardenne er al. (1991) ou de Sager er al. (1993), puisque la sous-unité a6 est
exprimée chez les lignées cancéreuses du mélanome uvéal, alors qu'elle est absente chez
les MCN. Une autre étude intéressante portant sur les mélanomes uvéaux
prémétastatiques avait déterminé que les tumeurs de phénotype non épithélioide
n’exprimaient pas les récepteurs de la laminine (Rohrbach et al., 1994) ; la lignée TP31
étant de phénotype mixte, nos résultats ne contredisent pas ces données. L'implication

de la sous-unité a6 dans la progression tumorale difféere d'un cancer & |'autre, puisque
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des €tudes sur I’expression de la sous-unité a6 dans différentes tumeurs démontrent soit
une augmentation (Falcioni et al., 1986; Droz et al., 1994; Friedrichs et al., 1995; Lessey
et al., 1995; Rabinovitz et al., 1995; Weinel et al., 1995; Putz et al., 1999), soit une
diminution ou une disparition de cette sous-unité (D'Ardenne et al., 1991; Natali et al.,
1991; Sager et al., 1993; Rohrbach et al., 1994; Koukoulis et al., 1997). La présence de
a6 dans la lignée TP31 pourrait également provenir de la présence dans la tumeur
primaire d’un des patrons microvasculaires particuliers aux mélanomes ; ces patrons
microvasculaires sont riches en laminine. Le patron microvasculaire en boucle est
d’ailleurs retrouvé dans 88% des tumeurs primaires de patients décécés des suites de

métastases et il est également présent au niveau des métastases (Rummelt et al., 1994).

La protéine colonic and hepatic tumor over-expressed gene (ch-TOG), dont le
gene se retrouve dans la région pll.2 du chromosome 11, est impliquée dans
’organisation des fuseaux achromatiques (clone G4-31). Elle est associée au RE durant
I’interphase et avec les centrosomes et les fuseaux des microtubules durant la mitose
(Charrasse et al., 1998). La protéine ch-TOG est ubiquitaire dans les tissus normaux,
mais elle est exprimée plus fortement dans le cerveau (Charrasse et al., 1996). Une
surexpression de ch-TOG a d’ailleurs été démontrée dans des tumeurs du colon et du
foie, laissant ainsi supposer un réle de ch-TOG dans la division cellulaire et la
prolifération (Charrasse et al., 1995). La surexpression de ch-TOG dans les cellules
cancéreuses et durant les premiers stades de I’embryogenése comparativement aux tissus
adultes (Gard et Kirschner, 1987) peut aussi refléter une dé-différenciation des cellules
tumorales par une régulation a la hausse de génes normalement fortement exprimés
durant le développement (Sell, 1993). Nous pouvons supposer que 1’expression de cette
protéine au sein de la lignée TP31 serait nécessaire au remodelage rapide des
microtubules du cytosquelette et a 1’assemblage des fuseaux dans ces cellules tumorales

en division rapide.

La caluménine est une protéine liant le Ca**, qui est localisée dans le RE et qui esi
requise pour certaines fonctions du RE, tels le repliement et le triage des protéines

(clones G4-60 et G4-65) (Yabe et al., 1997). Elle a également été retrouvée dans
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I’appareil de Golgi et sous forme sécrétée (Vorum et al., 1999). Son gene est situé dans
la région q32 du chromosome 7. Certaines études ont démontré une fonction pour la
caluménine dans des processus pathophysiologiques, spécialement ceux associés a la
transformation maligne (Chen et al., 1995; Liu et al., 1997). Pour le moment, une seule
protéine interagissant avec la caluménine en présence de Ca** a été identifiée (Vorum et
al., 1999). 1l s’agit du serum amyloid P component (SAP) qui est majoritairement
synthétisé par le foie et sécrété dans la circulation sanguine (Steel et Whitehead, 1994).
La présence de cette protéine dans la lignée TP31 pourrait prévenir la sécrétion
prématurée de certaines protéines immatures qui doivent demeurer dans le RE pour leur

maturation ou encore favoriser une colonisation du foie via le SAP.

Trois transcrits codaient pour des protéines connues, mais dont la fonction n’a pas
encore été déterminée. D’abord, il y avait la protéine DKFZP43411735 (clones G2-10 et
G3-74), dont le géne se situe dans la région q12 du chromosome 14, puis la protéine
GW128 (clone G3-94) dont le geéne se retrouve dans la région q13.12 du chromosome 20
et enfin la protéine DC2 (clone G3-104), dont le gene est situé dans la région q25 du
chromosome 4. Les 29 protéines connues ont ensuite été classées en huits catégories

selon leur fonction (voir figure 3.27).

Biosynthése

I .
s [pEaf Sl Cycle cellulaire/

Prolifération

Métabolisme
cellulaire

Fonction Facteurs de

inconnue : transcription

Récepteurs/Canau Réplication/
Signalisation Réparation d’ADN

FIGURE 3.27 : Classification des clones codant pour des protéines connues selon
leur fonction.
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La catégorie la plus représentée est celle du cycle cellulaire/prolifération avec
24,1%. Ensuite, quatre catégories représentaient chacune 13,8% des protéines connues :
facteurs de transcription, réplication/réparation de 1I’ADN,
récepteurs/canaux/signalisation et fonction inconnue. Enfin, les trois derniéres
catégories, qui représentait chacune 6,9% des protéines connues, concernaient le
transport des protéines, le métabolisme cellulaire et la biosynthese des protéines. Il n’est
pas surprenant de retrouver plusieurs protéines de la banque de soustraction impliquées
dans le cycle cellulaire et la prolifération, €tant donné que le développement d’un
mélanome uvéal provient d’une interruption de 1’état de dormance des mélanocytes

uvéaux normaux.

Le tableau 3.5 contient la longueur du fragment, le numéro d’accession au NCBI,
la localisation chromosomique lorsqu’elle est connue et les tissus normaux ou cancers
dans lesquels étaient retrouvés les clones (50/112; 44,6%) correspondant a des ESTs ou

a des HTGS. Certains clones correspondaient au méme transcrit; ils ont donc €té

regroupes.
TABLEAU 3.5
Clones correspondant a des ESTs ou a des HTGS
Nombre # accession .
Clones , LC Tissus
de pb NCBI
G1-8 319 -BF576307 2p23.2 -muscle squelettique
G1-30 352 -BX401366 22q13.1 -carcinome utérin
G3-7 381 -CB044249 -tumeur granuleuse du colon
G3-32 372 -CA442740 -fibrosarcome
G3-91 367 -CA427616 -0s subchondral
-BU615316 -chondrosarcome
G1-41 624 -AL390198 20p11.21 -BAC' du chromosome 20
G1-54 387 -BF801384 3g25.1 -colon
G1-78 454 -AW600258 -carcinome alvéolaire
-AW067369 -mélanome cutané
-BX484924 -muscle squelettique
G1-70 849 -AL136370 1q31.2 -embryon de 10 semaines
G1-93 241 -BC025313 1g32.1 -mélanome cutané
G2-13 355 -BC039469 -papillome de la vessie

G2-53 360 -BC016311 -glioblastome



G2-63
G2-67

G1-110

G2-3

G2-8

G2-20
G2-23

G2-24

G2-41
G4-2

G2-44
G2-45

370
370

724

641

400

410
346

874

411
500

570
570

-BC007568
-AF130080
-AK056578
-CB045314
-CB145888
-CB2408%4
-CA446828
-CA437215

-CB963721
-CA412181
-BU955026

“BQ130054

-CB115924
-BU172545
-BM545473
-BG717389
-BG035327
-BG677384

-AWI118215

-CA450563
-CAT74597

-BF801384
-AW600258
-AW067369
-N48689

-A1820792

-BG821042
-AA249161
-BG008441
-BU599325

-BG034463
-BM739101
-AA286678
-BE001834

-BF815815
-CB160738

-BF228449
-BG360481

6p22.3

11q13

92

14g32.13
15921.3

7q21

6q24.1
Xq25

-rhabdomyosarcome

-foie foetal

-langue

-tumeur granuleuse du colon

-foie

-épithélium pulmonaire
-chondrosarcome

-chondrosarcome métastatique
pulmonaire

-vaisseaux sanguins

-cartilage ostéoarthritique

-vessie, sang, cerveau, seins, colon,
tissu conjonctif, intestins, reins, foie,
poumons, cellules tueuses naturelles,
peau, ovaires, pharynx, prostate,
glandes salivaires

-insulinome

-foie

-mélanome cutané
-hippocampe

-testicules
-adénocarcinome hépatique
-carcinome de la peau

-poumons fétaux, testicules,
centre germinal des cellules B
-épithélium pulmonaire
-pancréas

~colon

-carcinome alvéolaire
-mélanome cutané
-sclérose en plaques

-seins

-cerveau

-cceur foetal

-placenta

-vessie, sang, cerveau, seins, colon,
tissu conjonctif, intestins, reins, foie,
poumons, cellules tueuses naturelles,
peau, ovaires, pharynx, prostate,
glandes salivaires

-adénocarcinome mammaire
-estomac

-centre germinatif des cellules B
-seins

-colon
-foie

-cancer de }’estomac

-cellules souches mésenchyma-
teuses

129



G2-48
G3-42
G3-80
G4-29

G2-50

G2-66

G2-81

G3.-3

G3-6
G3-53
G4-62

G3-36
G3-37

284
585
423
43]

486

819

824

411

874

531
515
513

874
849

-N48689

-AW071603
-BQ267327
-N72830
-AW368674
-AA486264
-Al860661
-AI209087
-BX456786

-CB306231
-BU616955
-BM999375
-AW975770
-AI823408
-BM782458
-Al832203
-Al687980
-Al674198
-Al653114
-CB132602

-BU753126
-BU621725
-BG533580
-BE075203
-AW390152
-AW615251
-Al077541

-BX456786
-BQ272567
-AW071603
~AI209087
-AI860661

-BQ437884
-AW090512
-CB046970
-AA331801
-AA206686

-AY063513

-BQ605338
-AW295245
-BF826856
-BI756539
-AI581780
-BE835471
-BM906158
-AW244115

1432.13

3q13.31

1p22.3

16g22.1

3g13.31

7pl15.1

Xp22.33

8q24.13

-sclérose en plaques

-tumeur de cellules germinatives
-insulinome

-rate et foie fétaux

-cou

-poumons

-utérus

-testicules

-thymus

-épithélium pulmonaire
-chondrosarcome
-fibrosarcome

-métastase au colon

-reins

-estomac

-colon

-poumons, testicules, celiules B
-prostate

-tumneur de cellules germinatives
-foie

-placenta
-chondrosarcome
-foie

-seins

-estomac

-reins

-feetus 8-9 semaines

-thymus

-insulinome

-tlumeur de cellules germinatives
-testicules

-adénocarcinome endométrial

-lelomyosarcome utérin
-cancer du cerveau
-cancer du rein
-embryon de 8 semaines
-neuroépithélium

-poumons

-cancer du sein
-leilomyosarcome

-téte

-cerveau

-colon

-prostate

-ovaires

-liposarcome mucoide, tumeur
fibreuse, histiocytome fibreux,

130



tumeur stromale gastrointestinale,
mésothéliome.
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G3-49 874 -BX365556 7q21.3 -leucémie lymphoblastique aigug
-BG034463 -adénocarcinome mamimnaire
G3-51 748 -CB240746 2g31.2 -épithélium pulmonaire
G3-62 824 -CA447814 -chondrosarcome
-BU177752 -mélanome cutané
-BQ221850 -carcinome pulmonaire
G3-60 800 -BQ222976 2pll.2 -carcinome embryonnaire
testiculaire
-BM805209 -hippocampe
-BG742284 -peau
-BQ216417 -carcinome pulmonaire
-BU198665 -cellules dendritiques
-CB 164667 -foie
-BM856860 -estomac
G3-79 921 -AL710270 10g23.31 -muscle squelettique
-BE883093 -lelomyosarcome utérin
-AW236358 -sang
-BU429108 -centre germinal des cellules B
-BI004652 -téte
-BF906182 -moelle
-H10439 -cerveau nouveau-né 73 jours
-AL135634 -mélanome cutané
-BQ320177 -colon
G3-84 220 -AL554573 6925.1 -placenta
G4-1 181 -AL525482 -neuroblastome
-CB136216 -foie
-BQ441833 -testicules
-BQO051063 -leiomyosarcome utérin
-BIS06731 -leucocytes
-BI597574 -hypothalamus
-BF801782 -colon
-AU125564 -tératocarcinome
-AI139489 -utérus gestant
-Z30310 -cceur
G4-21 700 -BF810198 2q21.2 -colon
G3-5 874 -BG875496 -seins
G4-72 1155 -BX282063 2q33.1 -lymphome
-BX406226 -foie foetal
-AL528937 -neuroblastome
-B1460566 -testicules
G4-91 442 -CB120649 6p21.1 -foie
G4-120 736 -AK024294 6p24.3 -tératocarcinome
-AK025753 -carcinome hépatique

'Bacterial artificial chromosome
?Localisation chromosomique inconnue
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La majorité des clones correspondaient a plusieurs ESTs mais certains, plus
intéressants, concordaient avec un EST retrouvé dans un seul tissu ou chromosome (en
excluant les ESTs de la vision et de 1’audition qui sont regroupés dans le tableau 3.6).
Par exemple, les clones G1-8 (muscle squelettique), G1-41 (BAC du chromosome 20),
G1-70 (embryon de 10 semaines), G2-20, G2-48, G3-42, G3-80 et G4-29 (sclérose en
plaques), G2-44 (cancer de 1’estomac), G2-45 (cellules souches mésenchymateuses),
G3-6, G3-53 et G4-62 (poumons) et G4-91 (foie). Le clone G1-70 est trés intéressant,
car 1] a été retrouvé dans un embryon et pourrait refléter une dé-différenciation des
cellules tumorales de la lignée TP31 par une régulation a la hausse de génes qui sont
normalement trés exprimés durant les premiers stades embryonnaires (Sell, 1993).
Ensuite, le clone G2-45 est également intéressant, puisqu'il est retrouvé dans les cellules
souches mésenchymateuses qui sont les précurseurs de différentes cellules dont les
ostéoblastes (cellules osseuses), les myoblastes (cellules musculaires), les
chondroblastes (cellules des cartilages) et les adipoblastes (cellules adipeuses) (Peng et
Huard, 2003). De plus, lors du développement embryonnaire, les mélanoblastes
(précurseurs des mélanocytes) migrent a travers le mésenchyme, interagissant ainsi avec
ce type de tissu (Yu, 2002). Le clone G4-91 a €galement un intérét, car le seul EST
correspondant a ce transcrit a été cloné dans le foie, I’organe atteint dans 97% des cas de

mélanomes uvéaux (Spencer, 1986).

Parmi ces clones correspondant a des ESTs ou a des HTGS, certains concordaient
avec des ESTs de la vision et de I’audition qui sont regroupés au sein de la National Eye
Institute Bank (NEIBank; voir tableau 3.6). Le tableau 3.6 contient le numéro
d’accession au NE[Bank, la localisation chromosomique lorsqu’elle est connue et les
tissus oculaires ou auditifs dans lesquels étaient retrouvés ces 21/112 clones (18,8%)
correspondant a des ESTs de la vision et de 1" audition. Plusieurs clones ont €t€ retrouvés
dans la banque d’ESTs d’ceil foetal dont les clones G1-8, G1-30, G3-7, G3-32, G3-91,
G1-93, G2-13, G2-53, G2-63, G2-67, G1-110, G2-3, G3-51 et G3-62, ce qui pourrait
laisser croire a une dé-différenciation des cellules de la lignée TP31, mais ces clones

étaient également retrouvés dans d’autres tissus oculaires ou non oculaires adultes (voir

tableau 3.5).
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Quelques clones ont également été retrouvés dans la banque d’ESTs EPR/choroide
dont les clones G2-3, G3-36, G3-37 et G3-79, mais ils correspondaient également 2

plusieurs ESTs oculaires ou non oculaires (voir tableaux 3.5 et 3.6).

TABLEAU 3.6

Clones correspondant a des ESTs de la vision et de I’audition

# accession

Clones LC Tissus
NEIBank

G1-8 -ho25a10 2p23.2 -canal trabéculaire
-BM680441 -ceil foetal

G1-30 -AA017263 22q13.1 -rétine

G3-7 -BM723471 -ceil foetal

G3-32 -ho07c05 -canal trabéculaire

G3-91

G1-93 -ho16d03 1g32.1 -canal trabéculaire

G2-13 -AW023908 -cochlée

G2-53 -BM720369 -ceil foetal

G2-63 -H92141 -rétine

G2-67

G1-110 -BM721238 6p22.3 -ceil foetal

G2-3 -bx03g12 11q13.1 -iris
-f528a08 -cristallin
-¢s20h01 -EPR/choroide
-BM723127 -oeil foetal
-H41052 -rétine

G2-41 -W22076 ? -rétine

G4-2

G2-66 -B1492838 1p22.3 -cochlée

G2-81 -AW019923 16922.1 -cochlée

G3-36 -cs89107 8q24.13 -EPR/choroide

G3-37

G3-51 -BM721768 2g31.2 -ceil foetal

(G3-62

G3-79 -cs78e05 10g23.3] -EPR/choroide

Enfin, plusieurs clones concordaient avec des ESTs de cochlée (G1-93, G2-13,
G2-53, G2-63, G2-67, G2-66 et G2-81), mais aucun n’était spécifique a celle-ci (voir

tableaux 3.5 et 3.6). La cochlée contenant également des mélanocytes (Yu, 2002), il
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existerait une certaine homologie entre le tractus uvéal et I’oreille interne. Certaines
pathologies comme, par exemple, le syndrome de Waardenburg, entrainent d’ailleurs des
anomalies de I’uvée et de la cochlée (Baldwin et al., 1995). Tous les clones codant pour
des protéines connues ou correspondant a des ESTs ou a des HTGS ont ensuite été
classés selon leur localisation chromosomique (voir figure 3.28). Aucun clone n’a été
localisé sur les chromosomes 5, 9, 12, 13, 18, 19, 21 et Y et trois clones (G2-8, G2-

41-G4-2) n’ont pu étre associés a un chromosome (2,5%).

Localisation
==l Inconnue

FIGURE 3.28 : Classification des clones codant pour des protéines connues ou
correspondant a des ESTs ou a des HI'GS selon leur localisation
chromosomique.

D’abord, les chromosomes 1 (13,9%) et 14 (13,9%) sont les chromosomes
auxquels ont été associés le plus de clones. Ensuite, viennent les chromosomes 2
(12,7%), 7 (11,4%), 3 (8,9%), 6 (7,6%), 22 (5,1%), X (5,1%), 4 (3,8%), 11 (3,8%), 20
(3,8%), 8 (2,5%), 10 (1,3%), 15 (1,3%), 16 (1,3%) et 17 (1,3%). Le profil du caryotype
de la lignée TP31 (effectué par le laboratoire de génétique du CHUL, a la demande de
Mélanie Bérubé du laboratoire de S.L. Guérin; voir figure 3.29) permet d’expliquer

certains résultats.

Puisque la lignée TP31 provient d’un donneur masculin, il y a donc présence des
chromosomes X et Y. Ensuite, nous pouvons remarquer de nombreuses anomalies
chromosomiques au sein de la lignée TP31, dont des copies supplémentaires des
chromosomes 1, 3,4, 5,7, 8,9, 11, 16, 19, 20 et 22, et un gain sur un des all¢les du

chromosome 13. Cette lignée cancéreuse ne présente aucune délétion de chromosome
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complet. Les copies supplémentaires des chromosomes 1, 3 et 7 pourraient expliquer le
grand nombre de clones associés & ces chromosomes. Cependant, malgré 1"absence de
coples supplémentaires des chromosomes 2 et 14, plusieurs clones y sont tout de méme

ass30Cciés.
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FIGURE 3.29 : Caryotype de la lignée TP31 par analyse caryotypique spectrale.

Ensuite, la présence de copies supplémentaires des chromosomes 5, 9 et 19 n’est
pas reflétée dans la banque de soustraction, car aucun clone n'a été localisé sur ces
chromosomes. Enfin, malgré les copies supplémentaires des chromosomes 4, §, 11, 16,
20 et 22, il v a peu de clones associés a ces derniers. Toutefois, il ne faut pas oublier que
la banque de soustraction favorise I'identification de génes spécifiques a la lignée TP31,

geénes qui ne sont pas nécessairement les plus représentés.

L’ application de la cytogénétique au pronostic des tumeurs solides est séverement
limitée par les difficultés techniques associées a 'obtention d'une bonne qualité
d’'étalement des métaphases (Mertens et al., 1994) et est également compliquée par
I'extréme complexité des aberrations chromosomiques fréquemment observées dans les
tumeurs malignes solides (Johansson et al., 1996). Cependant, différents changements
chromosomiques ont €t 1dentifiés dans plusieurs études cytogénétiques du mélanome
uvéal : perte de la bande p36 du chromosome 1, monosomie du chromosome 3 (50-56%

des tumeurs), anomalies du chromosome 6 (translocation de la bande p21, gain d’un bras
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court complet, perte de la bande q16-24 (Naus et al., 2001)) et gains sur le bras q du
chromosome 8 (bandes q21.1-21.2 et q23-24 (Naus et al., 2001)) (Horsman et White,
1993; Prescher et al., 1995, Sisley et al., 2000). Certaines anomalies sont associées
fortement avec une réduction de la survie du patient comme la monosomie du
chromosome 3 et les gains sur le bras q du chromosome 8 (Prescher et al., 1996; Sisley
et al., 1997), alors que d’autres sont associées a un meilleur pronostic; c’est le cas d’une
délétion de la bande p21-23 du chromosome 1 (Aalto et al., 2001) et des anomalies du
chromosome 6 (White et al., 1998). Aucune de ces anomalies ne semble étre présente
dans la lignée TP31. D’abord, la bande 1p21-23 est retrouvée dans cette lignée puisque
au moins un clone (G2-66) est situé dans cette région. Il est impossible de confirmer
cependant si la bande 1p36 a été perdue, car aucun clone ne correspond a cette région et
la méthode utilisée pour 1’obtention du caryotype ne permet pas d’identifier précisément
les régions supplémentaires ou manquantes. Ensuite, notre lignée ne fait pas partie des
50-56% des tumeurs avec monosomie du chromosome 3, puisqu’elle possede trois
copies du chromosome 3. Bien que les tumeurs avec une disomie du chromosome 3
donnent rarement naissance a des métastases (Prescher et al., 1996), le patient a I’origine
de la lignée TP31 est décédé des suites d’une métastase hépatique. Il existe deux locus
de susceptibilité au mélanome uvéal : les bandes q24-26 (UVMI1) et p25 (UVM2) du
chromosome 3 (Tschentscher et al., 2001). L’équipe de Tschentscher (2001) a suggéré
que deux genes suppresseurs de tumeurs joueraient un rdle dans les mélanomes uvéaux
métastatiques : UVMI (3q) et UVM2 (3p25). L’implication de ces deux geénes
suppresseurs de tumeurs pourrait expliquer la perte du chromosome 3 entier chez les
mélanomes uvéaux métastatiques (Tschentscher et al., 2001). Quant a la présence
d’anomalies du chromosome 6, nous pouvons seulement confirmer qu’il n’y a pas eu
délétion de la bande 6q16-24, car les clones G2-44 et G4-91 sont situés dans cette
région. Concernant les gains sur le chromosome 8, nous ne pouvons confirmer leur
présence, puisque 1’analyse caryotypique spectrale ne le permet pas. Horsthemke et son
équipe ont sugg€ré qu’un oncogene situé sur le bras g du chromosome 8 serait impliqué
dans la formation et la progression du mélanome uvéal, d’ol la multiplication observée

des alleles du chromosome 8 (Horsthemke et al., 1992).
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Finalement, les 33/112 clones (29,5%) qui €taient inconnus dans les banques de
données ont été regroupés dans le tableau 3.7 qui contient seulement les clones et la

longueur de leur fragment.

TABLEAU 3.7

Clones inconnus

Clones Nombre de pb
Gl-4 352
G1-6 523

G4-68 570
Gl-16 804
G2-75 616
G3-70 682
G1-33 648
G1-35 832
G4-50 800
G1-62 985
G4-96 849
G1-79 658
G3-57 500
G4-56 486
G1-84 413
G2-59 515
G1-109 918
G2-15 963
G2-40 700
G3-48 963
G2-42 648
G3-29 900
G2-77 531
G2-89 531

G3-4 931
G3-83 619

G4-116 985
G2-92 341
G3-41 1246
G3-71 849
G4-66 500
G4-75 473

G4-76 157
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Les clones correspondant au méme transcrit ont été regroupés. Un tiers des clones
correspondait donc a des transcrits inconnus et il sera intéressant de vérifier leur

présence dans des tissus normaux et d’autres lignées cancéreuses.

Pour vérifier la présence des clones intéressants (clones inconnus ou correspondant
a des ESTs ou a des HTGS) dans d’autres tissus et lignées cancéreuses, des
amplifications PCR ont été effectuées. Cette étape permettra de sélectionner les clones

spécifiques au mélanome uvéal.

3.2.5 Amplification PCR des clones intéressants avec différents tissus normaux et

lignées cancéreuses

L’utilisation de I’ADNc d’une grande variété de tissus normaux et de lignées
cancéreuses a permis de confirmer si les clones intéressants étaient spécifiques au
mélanome uvéal. L’ADNc des MCN a été utilisé avec toutes les amorces pour s’assurer
de I’absence dans ces cellules des clones déterminé€s comme étant spécifiques a la lignée
TP31. Une premiere amplification PCR avec des amorces pour 1’actine a d’abord permis
de vérifier I'intégrité des ADNc des tissus normaux et des lignées cancéreuses utilisés
(voir figure 3.30). La lignée cancéreuse Hela dérive d’un cancer du col de ’utérus, la
lignée cancéreuse Jurkat pfovient d’une leucémie lymphoblastique aigué, les lignées
cancéreuses SP6.5, SP8.0 et TP31 dérivent de tumeurs primaires du mélanome uvéal et

la lignée hépatique H79 provient d’une métastase hépatique du mélanome uvéal.

Un fragment d’actine de 600 pb a été amplifié de facon assez équivalente dans
tous les tissus normaux et lignées cancéreuses testés (voir figure 3.30). Nous avons donc
débuté 1’amplification PCR de certains clones sélectionnés parmi les clones inconnus
(clone G2-15) ou correspondant a des ESTs (clones G2-8, G2-13, G2-44 et G2-81, voir
figures 3.31, 3.32, 3.33, et 3.34, respectivement).
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FIGURE 3.30 : Vérification de 'intégrité de I’'ADNc des tissus normaux et des

lignées cancéreuses. (M) marqueur.

Le transcrit G2-8 d’une longueur de 280 pb était présent dans tous les tissus,
excepté dans les MCN (voir figure 3.31).

Clone G2-8
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FIGURE 3.31:

Vérification de la spécificité du clone G2-8 par amplification PCR

avec "TADNc de tissus normaux et de lignées cancérenses. (M)
marqueur.

[l était plus fortement exprimé dans le cerveau et les lignées cancéreuses Jurkat,
SP6.5 et TP31. Ce résultat a permis de confirmer "absence de ce transcrit dans les

MCN, mais également d’'éliminer ce clone de la liste des marqueurs potentiels

spécifiques au mélanome uvéal, puisgu’il est ubiquitaire.

Le transcrit G2-13 d'une longueur de 253 pb était présent dans tous les tissus,

méme dans les MCN (voir figure 3.32).



140

Clone G2-13
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FIGURE 3.32: Vérification de la spécificité du clone G2-13 par amplification PCR

avec ’ADNc de tissus normaux et de lignées cancéreuses. (M)
marqueur.

Il était cependant plus fortement exprimé dans les poumons, la rate et la lignée
hépatique H79. Il était présent également dans la lignée TP31, mais plus faiblement que
dans les MCN, ou I’on pouvait également remarquer la présence d’une deuxieme bande
d’environ 600 pb qui était absente dans tous les autres tissus et lignées. Ce résultat a
permis de détecter la présence de ce transcrit dans les MCN, ce qui pourrait étre
expliqué de deux fagons: (1) le clone G2-13 ferait partie du 5% de clones non
spécifiques a la lignée TP31 qui étaient classés dans la premiere catégorie de clones
(95% de probabilité d’étre spécifiques a la lignée TP31) (voir tableau 3.2) ou (2) le
résultat du criblage différentiel pour ce clone a €té mal interprété car, d’apres le résultat
obtenu, le clone G2-13 aurait dii étre classé dans la troisieme catégorie de clones
(variants épissés ou mutations spécifiques a la lignée TP31) (voir tableau 3.2). Ce clone
a donc été également éliminé de la liste des marqueurs potentiels spécifiques au
mélanome uvéal, puisqu’il était ubiquitaire et présent dans les MCN. 1l serait par contre

intéressant de caractériser la bande de 600 pb que 1’on observe seulement dans les MCN.

Les amorces utilisées pour le clone G2-15 n’ont pas fonctionné. Nous aurions di
obtenir un fragment de 862 pb. Il faudra donc faire synthétiser de nouvelles amorces afin

de vérifier si ce clone est spécifique au mélanome uvéal.
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Mous avons obtenu un résultat trés intéressant avec le transcrit G2-44, d’une
longueur de 431 pb, gqui était présent seulement dans la lignée cancéreuse Hela (trés

faiblement) et les lignées cancéreuses du mélanome uvéal (SP6.5, TP31, SP8.0 et H79)

(voir figure 3.33).

FIGURE 3.33 : Vérification de la spécificité du clone G2-44 par amplification PCR
avec I"ADNc de tissus normaux et de lignées cancéreuses. (M)
marqueur,

Ce résultat a permis de confirmer 1’absence de ce transcrit dans les MCN, mais
¢ralement d'inclure ce clone dans la liste des marqueurs potentiels spécifiques au
mélanome uvéal gu’il faudrait caractériser, puisqu’il est fortement présent seulement
dans les lignées cancéreuses du mélanome uvéal. Cependant, lors de ['analyse
bioinformatique, la séquence du clone G2-44 correspondait également a4 un EST

amplifié & partir d'un cancer de 1'estomac (voir tableau 3.5).

Le transcrit G2-81 d’une longueur de 519 pb était présent faiblement dans
plusieurs tissus et lignées cancéreuses (cerveau, fole, reins, Hela, TP31 et SP8.0), mais
¢galement dans les MCN (voir figure 3.34). La présence de ce clone dans les MCN
pourrait s’ expliquer par le fait que certains transcrits classés dans la deuxieme catégorie
de clones (voir tableau 3.2) correspondraient & des artéfacts selon la compagnie
Clontech. Ce clone a donc été éliminé de la liste des marqueurs potentiels spécifiques au
mélanome uvéal, puisqu’il était présent dans plusieurs tissus et lignées, et également
dans les MCN. Finalement, parmi les cing clones testés, seul le clone G2-44 sera

CAractérise.



142

FIGURE 3.34 : Vérification de la spécificité du clone G2-81 par amplification PCR
avec PADNc de tissus normaux et de lignées cancéreuses. (M)
marqueur.

3.2.6 Comparaison des résultats de Ia banque de soustraction «lignée TP31 -
MCN » avec d’autres études sur le mélanome uvéal ayant utilisé les
techniques de banque de soustraction et de criblage de micropuces d’ADNc

(microarray).

Une seule étude concernant le mélanome uvéal ayant utilis€ la technique de
banque de soustraction a été publiée jusqu’a maintenant. L’équipe de Walker et al.
(2002) a construit une banque de soustraction, afin d’identifier les génes exprimés
différentiellement entre la lignée cancéreuse épithélioide Mel 290 dérivée d’un
mélanome uvéal et les mélanocytes uvéaux normaux. Dans cet article, I’accent a €t€ mis
sur deux protéines déja connues, la cysteine-rich 61 (CYR61) et le tissue factor (TF)
(O’Brien et al., 1990; Edgington et al., 1991), au détriment de tous les autres genes
obtenus a I’aide de leur banque de soustraction qui n’étaient pas mentionnés. Ainsi, ces
deux facteurs de croissance angiogénique sont exprimés fortement dans les lignées
cancéreuses épithélioides dérivées de mélanomes uvéaux comparativement aux
mélanocytes uvéaux normaux ou les lignées cancéreuses fusiformes dérivées de
mélanomes uvéaux. Ces résultats ont également été confirmés in vivo (Walker et al.,
2002) sur des coupes de mélanomes uvéaux par immunohistochimie. Les deux genes de
ces protéines sont retrouvés sur le chromosome 1 dans les régions p22.3 (CYR61) et

p21-p22 (TF) et une duplication de ces génes a la suite d’un débalancement
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chromosomal pourrait expliquer les niveaux élevés de CYR61 et TF mesurés lors de
cette étude chez les cellules épithélioides du mélanome uvéal (Walker et al., 2002). Une
délétion de la bande p21-23 du chromosome 1 dans des tumeurs de mélanomes uvéaux a
d’ailleurs été corrélée a un meilleur pronostic (Aalto et al., 2001). Enfin, une corrélation
existe entre I’expression de ces deux protéines et le nombre de vaisseaux sanguins, ce
qui contribuerait au phénotype angiogénique du mélanome uvéal (Walker et al., 2002).
Une avenue thérapeutique ayant comme cible le TF est a envisager, puisque ce facteur
angiogénique est exprimé de facon sélective dans les vaisseaux sanguins des tumeurs et

non dans les vaisseaux matures (Hu et Garen, 2001).

Les études concernant le mélanome uvéal ayant utilisé le criblage de micropuces
d’ADNc sont un peu plus nombreuses. En fait, nous pouvons retrouver six articles sur ce
sujet (Maniotis et al., 1999; Seftor et al., 2001; Seftor et al., 2002; Hendrix et al., 2003;
Tschentscher et al., 2003: Van Der Velden et al., 2003). Le criblage de micropuces
d’ADNc effectué par 1'équipe de Maniotis et al. (1999) comparait I’expression relative
de 5000 genes, sélectionnés pour leur role critique dans la formation de canaux
vasculaires, chez une lignée de mélanome uvéal fortement invasif et métastatique versus
une lignée de mélanome uvéal peu invasif, toutes deux dérivées du méme patient. De
facon sommaire, sur les 210 geénes connus qui étaient exprimés de facon différentielle
dans ces populations de tumeurs, environ 15 ont été associés précédemment avec un
phénotype endothélial/vasculaire (Maniotis et al., 1999). Par exemple, I’expression des
geénes suivants était altérée dans les cellules plus invasives : la tyrosine kinase avec des
domaines homologues aux Ig et EGF (TIE-1), le urokinase-type plasminogen activator
(PLAU) (impliqué dans la formation et la maturation des vaisseaux) (McCarthy et al.,
1998), la epithelial cell kinase (ECK) (récepteur de la tyrosine kinase) et la kératine 8
(filament intermédiaire), lesquels supportent le phénotype pseudo-embryonnaire
démontré par cette lignée de mélanome fortement invasif (Hendrix et al., 1998).
D’autres genes qui peuvent générer des molécules permettant la formation de canaux
microvasculaires sont surexprimés chez la lignée de mélanome agressif, incluant le
connective tissue growth factor (CTGF), les collagenes I et VI et la fibronectine (Daniels

et al., 1996). En résumé, cette étude a permis de démontrer une réversion génétique vers
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un génotype pluripotent pseudo-embryonnaire chez la lignée de mélanome fortement
agressif. Les auteurs soulignent également que la formation de microcirculation par des
cellules autres que les cellules endothéliales n’a jamais été rapportée précédemment dans
le contexte de la progression tumorale, sauf dans les tissus embryonnaires normaux, ce

qui représente une caractéristique intéressante du mélanome uvéal (Maniotis et al.,

1999).

La deuxiéme étude, effectuée par 1’équipe de Seftor er al. (2001) comparait
€galement I’expression relative de certains génes chez une lignée de mélanome uvéal
fortement invasif et métastatique versus une lignée de mélanome uvéal peu invasif,
toutes deux dérivées du méme patient. Ils ont identifié plusieurs génes candidats qui
seraient importants dans le mimétisme vasculogénique selon leur implication dans
I’invasion tumorale, la motilité cellulaire, le remodelage de la MEC et le développement
de la membrane basale. Ainsi, une augmentation de ’expression de la laminine 5
(monomere y2) et des matrix metalloproteinases 1, 2, 9 et 14 (MMP-1, -2, -9, -14) a été
observée (Seftor et al., 2001). Les laminines sont des constituants majeurs de la MEC de
la membrane basale et jouent un réle actif dans la croissance des axones, la formation de
métastases, 1’adhésion et la migration des cellules, et 1’angiogenese (Malinda et
Kleinman, 1996; Malinda et al., 1999; Colognato et Yurchenco, 2000). L expression de
la laminine serait également un prérequis pour I’embryogenese et la formation de la
membrane basale dans les tissus en développement (Colognato et Yurchenco, 2000). Les
laminines peuvent subir des clivages protéolytiques attribuables a des modifications
post-traductionnelles donnant ainsi naissance a des fragments de laminine (Malinda et
Kleinman, 1996; Malinda et al., 1999; Colognato et Yurchenco, 2000). Dans ce
contexte, la dégradation de la laminine associée au renouvellement de la membrane
basale et au remodelage tissulaire exposerait et rendrait actives des séquences
spécifiques qui sont normalement enfouies et non disponibles avant une dégradation
protéolytique. Ces séquences seraient capables de médier des interactions cellulaires
particulieres (Malinda et Kleinman, 1996; Malinda et al., 1999; Colognato et Yurchenco,
2000). La laminine 5 clivée peut ainsi altérer ou réguler le comportement migratoire de

certaines cellules qui est médié par les intégrines (Giannelli et al., 1997; Colognato et
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Yurchenco, 2000; Koshikawa et al., 2000). Enfin, la laminine 5 est impliquée dans la
régulation du mimétisme vasculogénique via son clivage protéolytique par des MMP

spécifiques (Seftor et al., 2001).

La troisiéme €tude, celle de Seftor et al. (2002), a comparé 1’expression génique de
cellules trés agressives d’une métastase du mélanome uvéal versus des cellules non
agressives d’une métastase du mélanome uvéal, toutes deux dérivées du méme patient.
Sur 5000 génes, 210 génes connus étaient exprimés différentiellement entre les deux
types de cellules. Plusieurs de ces génes sont associés a de multiples phénotypes
moléculaires, incluant ceux des cellules souches, épithéliales, fibroblastiques et
endothéliales (Seftor et al., 2002). En fait, la signature moléculaire de la lignée agressive
contient plusieurs phénotypes, ce qui ressemble 2 un génotype pluripotent pseudo-
embryonnaire (Seftor et al., 2002). II est tentant de spéculer que 1'habileté des cellules
agressives du mélanome uvéal a métastaser et a échapper a la surveillance immunitaire
pourrait provenir en partie de 1’expression de plusieurs antigénes spécifiques a des
phénotypes cellulaires donnant ainsi une apparence non tumorale a ces cellules (Seftor et
al., 2002). Voici quelques exemples de génes qui étaient surexprimés chez ces cellules
de la lignée agressive comparativement aux cellules de la lignée moins agressive : la
neutral endopeptidase (CALLA), le rho GDP dissociation inhibitor (ARHGDIB), le
PAXS, le leukemia inhibitory factor (LIF) et le hematopoeitic cell-specific Lyn substrate
I (HCLS1). L’expression de PAX8 par les cellules agressives du mélanome uvéal peut
étre reliée a la fonction de différenciation de ce géne, qui a été démontrée précédemment
lors de la différenciation des cellules thyroidiennes (Pasca di Magliano et al., 2000).
Seftor et al. (2002) ont approfondi 1’analyse de deux génes sous-exprimés par la lignée
agressive, soit le MHC class Il antigen M alpha (HLA-DM) et la membrane
glycoprotein M6b (GPM6B), dont 1’absence faciliterait I’invasion et la formation de
métastases. Le HLA-DM est impliqué dans la présentation de 1’antigéne de classe II
(Morris et al., 1994) et des différences dans la voie de présentation de 1'antigéne de
classe II ont un impact sur la reconnaissance des cellules cancéreuses par les cellules T
CD4+ (Walter et al., 2000). Une absence des molécules associées aux HLLA de classe II

a déja été corrélée avec I’'invasion et le phénotype métastatique du mélanome (Hendrix
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et al., 1990). Ensuite, la perte de ’expression de GPM6B, qui est importante dans le
développement neuronal (Olinsky et al., 1996), peut indiquer une perte des marqueurs de
différenciation de la créte neurale; les cellules de mélanome agressif deviennent alors
moins différenciées et pluripotentes. Finalement, les génes surexprimés par les cellules
agressives ont été associés aux chromosomes 1, 2, 3, 7 et 11, alors que les génes sous-

exprimés ont été associés aux chromosomes 1, 3, 10 et 16 (Seftor et al., 2002).

La quatrieme €tude, celle de Hendrix et al. (2003) est une revue des résultats de
certaines études mentionnées ci-dessus. Par contre, ils ont approfondi 1’étude de
I’expression de I'ECK et de la cadhérine VE (Hendrix et al., 2003). Ainsi, ils ont
supposé que la cadhérine VE médiait la localisation de I’ECK au niveau de la
membrane, ou elle peut étre alors phosphorylée. De plus, la phosphorylation de I’'ECK
peut faciliter la phosphorylation de la cadhérine VE, entrainant ainsi une perte de
I’adhésion cellule-cellule et permettant ainsi une augmentation de la migration, de
I’'invasion et du mimétisme vasculogénique (Hendrix et al., 2003). Ils ont également
déterminé que I’ECK interagissait avec la focal adhesion kinase (FAK). Un autre
effecteur potentiel de ’ECK et de la cadhérine VE est la phosphoinositide 3-kinase
(PI3K). Elle jouerait un r6le important dans le mimétisme vasculogénique : par son
action sur I'ECK et la cadhérine VE, de concert avec Rac-1 et Cdc4?2, elle permettrait la
formation de réseaux pseudo-vasculogéniques (Hendrix et al., 2003). Le modele qu’ils
ont développé est le suivant : la liaison des molécules de cadhérine VE aux cellules
adjacentes entraine la localisation de I'ECK au niveau de la membrane ou elle lie son
ligand, 1’éphrine-Al, et est ensuite phosphorylée. La phosphorylation de I’ECK
provoque la conversion de Racl et Cdc42 sous leur forme active (liée au GTP). Cette
conversion entraine la formation de lamellipodes et de filopodes, et également le
recrutement de FAK au niveau des adhésions focales nouvellement formées. Une fois a
la membrane, la FAK est capable d’interagir avec I’ECK et les intégrines, permettant
ainsi leur phosphorylation et leur activation, lesquelles en retour activent la paxilline,
entrainant une augmentation du remodelage des adhésions focales et de la migration
cellulaire. Enfin, I’activation de PI3K augmente la production des niveaux de MMP-2,

ce qui favorise la formation de réseaux pseudo-vasculogéniques (Hendrix et al., 2003).
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La cinquie¢me étude, celle de Tschentscher ef al. (2003) a utilisé une méthode
légerement différente, soit celle du criblage de micropuces d’oligonucléotides, afin de
comparer 1’expression génique (12 500 génes) de tumeurs avec ou sans monosomie du
chromosome 3 (Tschentscher et al., 2003). Cette étude a démontré que 1’expression de
sept genes €tait complétement perdue dans les tumeurs avec monosomie
comparativement a des tumeurs avec disomie. Sur les sept geénes absents dans les
tumeurs avec monosomie, trois sont localisés sur le chromosome 3 (Tschentscher et al.,
2003). Deux de ces génes, CHL1 (impliqué dans la migration et la différenciation des
cellules neuronales) et fls485 (pas de fonction attribuée ; isolé dans le foie foetal)
pourralent €tre des suppresseurs de tumeurs, puisqu’ils sont localisés a 1’intérieur ou prés
du locus de susceptibilité au mélanome uvéal UVM2, en position 3p25. Une plus faible
expression de CHL1 a d’ailleurs été€ retrouvée dans une lignée de mélanome uvéal tres
invasive, comparativement a une lignée moins invasive, les deux lignées dérivant de la
méme métastase (Seftor et al., 2002). Cependant, des analyses mutationnelles sur
plusieurs tumeurs avec monosomie du chromosome 3 n’ont pas révélé d’altérations
structurales ou épigénétiques au sein de ces deux génes (Tschentscher et al., 2003).
L’expression de plusieurs autres genes était réduite dans les tumeurs avec monosomie
comme, par exemple, celul de 1’ostéopontine qui code pour une cytokine liant plusieurs
intégrines et une variété d’isoformes de CD44. Dans plusieurs cancers, I’expression de
I’ostéopontine est un bon marqueur du stade métastatique (Weber et Ashkar, 2000), mais
pas dans les cas de mélanomes uvéaux (Tschentscher et al., 2003). Le tissue inhibitor of
metalloproteinases (TIMP) est également peu ou pas exprimé dans les tumeurs avec
monosomie, ce qui contribuerait au potentiel hautement métastatique de ces tumeurs
(Tschentscher et al., 2003). Il est bien établi que les tumeurs avec disomie donnent
rarement naissance a des métastases (Prescher et al., 1996). Cela suggere que le
programme génétique des tumeurs avec disomie ne permet pas d’acquérir les

changements génétiques nécessaires a la formation de métastases (Tschentscher et al.,

2003).

La derniere étude a été effectuée par van der Velden et al. (2003) et elle comparait

I’expression de 1 176 génes associés avec le cancer, entre une lignée de tumeur primaire
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du mélanome uvéal et deux lignées de métastases du mélanome uvéal, loutes deux
dérivées du méme patient (van Der Velden et al., 2003). Soixante-trois génes ont ainsi
é1é identifiés : 40 génes étaient surexprimés et 23 sous-exprimés dans la lignée de
tumeur primaire, Ces genes sont impliqués dans plusieurs processus, dont I’angiogenése,
I'apoptose, la stimulation des macrophages et la régulation de la MEC (van Der Velden
et al.,, 2003). TIMP3 est I'un des génes sous-exprimés dans les lignées de métastases.
Ainsi, la lignée primaire du mélanome uvéal exprimait seulement 20% de la quantité
d'ARNm de TIMP3 observée dans des cultures primaires de mélanocytes uvéaux
normaux, alors que les lignées des métastases en exprimaient seulement entre 2 et 4%
(van Der Velden et al., 2003). La régulation négative de TIMP3 dans les tumeurs
primaires proviendrait de la méthylation de son promoteur (van Der Velden et al., 2003).
Une régulation négative de TIMP3 a dailleurs ét€ observée dans les cancers du rein et
du poumon (McElligott et al., 1997; Michael et al., 1999). Une perturbation des
interactions entre les MMP et leurs inhibiteurs (TIMP) peut donner lieu a la dégradation
de la membrane basale, favorisant ainsi 'invasion et la formation de métastases
(Hofmann et al., 2000). Nous n’avons pas retrouvé cette protéine dans notre banque de
soustraction, car nous nous sommes concentré seulement sur les génes surexprimés ou
spécifiques a la tumeur primaire et non aux MCN. Une surexpression du migration
inhibitory factor (MIF) dans les lignées de métastases a €galement €té remarquée. Le
mélanome uvéal acquiert une protection contre les cellules tueuses naturelles grice a la
sécrétion de MIF lorsque les celiules ont quitté [’environnement oculaire
immunoprivilégié (protection immunitaire spéciale utilisant au minimum les processus
inflammatoires, davantage néfastes que bénéfiques a la vision) et, de cette fagon, MIF
peut contribuer a la dissémination des cellules de la tumeur primaire (Repp et al., 2000).
Parmi les génes exprimés de fagon différentielle, il y avait aussi trois sous-unités
d'intégrines : «E et B8 qui étaient surexprimées et B4 qui était sous-exprimée dans la
lignée de tumeur primaire. Lors de nos analyses en cytométrie de flux, nous avons
obtenu un résultat semblable pour la sous-unité 4, puisque les deux lignées de tumeurs
primaires n'exprimaient pas la sous-unité f4 comparativement aux MCN et & la lignée
hépatique H79.
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En résumé, aucun des génes que nous avons isolé a l'aide de la banque de
soustraction n’est mentionné dans les sept études présentées plus haut. Seule la premiére
étude a comparé la tumeur primaire a la cellule normale, mais cette article ne mentionne
pas les genes obtenus lors de cette étude, a part CYR61 et TF (Walker et al., 2002). La
technique de criblage de micropuces d’ADNc permettant surtout d’identifier des génes
surexprimés ou sous-exprimés, il est difficile de comparer nos résultats avec les études
utilisant cette technique, puisque nous avons conservé pour le séquencage seulement les

clones spécifiques a la lignée TP31 et non les clones surexprimés ou sous-exprimés.

3.3 DETERMINATION DU PHENOTYPE DE LA LIGNEE HEPATIQUE H79
PAR IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE A L’AIDE DE
MARQUEURS CELLULAIRES SPECIFIQUES

Avant d’utiliser la lignée hépatique H79 lors de la construction ultérieure d’une
banque de soustraction « tumeur primaire (« lignée TP31) — métastase hépatique (lignée
H79) » pour l'identification de genes responsables du potentiel métastatique du
mélanome uvéal, nous voulions nous assurer de 1’origine mélanocytique de la lignée
H79. Des marqueurs cellulaires spécifiques aux cellules épithéliales (cytokératines), aux
cellules stromales (vimentine), au mélanome (HMB-45) et aux cellules hépatiques
(AFP) ont permis de déterminer le phénotype de la lignée hépatique H79 dérivée d‘une

métastase hépatique du mélanome uvéal.

Avant toute chose, il était important d’effectuer un contréle positif avec chaque
anticorps, afin de vérifier la spécificité du clone utilisé. Les différents types de cellules

utilisées comme contrdles positifs et les résultats pour la lignée H79 sont énumérés dans

le tableau 3.8.

Puisque les marquages des controles positifs ont fonctionné, nous avons pu valider
les résultats négatifs obtenus avec la lignée H79. Des résultats positifs ont été obtenus

avec I’anti-cytokératines (cytokératines 1, 5, 6, 7, 8, 10, 11 et 18) pour I'EPR et ]la lignée
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H79 (voir figure 3.35A). Le phénotype épithélioide observé lors de la microscopie en

contraste de phase (voir figure 3.1B) vient renforcer ce résultat.

TABLEAU 3.8
Détermination du phénotype de la lignée hépatique H79

Marqueurs cellulaires spécifiques ~ Controles positifs  Résultats pour H79

Anti-cytokératines EPR +
Anti-vimentine MCN +
Anti-HMB45 lignée TP31 -
Anti-AFP lignée HepG2 -

Le phénotype épithélioide pourrait provenir d’une interconversion phénotypique
(Hendrix et al., 1998), un phénomene qui serait provoqué par la coexpression des
cytokératines 8/18 (cellules épithéliales) et de la vimentine (cellules stromales) (Fuchs et
Weber, 1994). Des résultats positifs ont d’ailleurs été obtenus avec 1’anti-vimentine pour
les MCN et la lignée H79 (voir figure 3.35B). La coexpression de ces deux types de
filaments intermédiaires pourrait procurer aux cellules de phénotype épithélioide les
caractéristiques des deux types cellulaires. Ces nouvelles proprié€tés seraient
responsables de 1’augmentation du potentiel invasif et tumorigene démontré par les
cellules épithélioides. Ainsi, les cellules dérivées de mélanome uvéal de type
épithélioide seraient plus agressives que celles provenant d’un mélanome de type

fusiforme (McLean et al., 1983).



A. Anti-cytokératines

20 um

contrBle positif: EPR lignée HTS

B. Anti-vimantine

controle positit: MCN ] lignée H79

contrble positi: lignée TP31 lignée HT9

D. Anti-AFP

Dy O o

contrdle positif: lignée HepG2 lignée HT9

FIGURE 3.35 :Analyse du phénotype de la lignée hépatique H79 par
immunofluorescence indirecte. (A) anti-cytokératines, (B) anti-
vimentine, (C) anti-HMB45 et (D) anti-AFP.
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L’anticorps anti-HMB45 a reconnu son antigéne (la protéine gpl00 qui est
présente au niveau de la membrane des mélanosomes immatures) dans la lignée TP31,
mais cet antigéne était absent dans la lignée H79 (voir figure 3.35C). Les cellules de la
lignée H79 ne possedent donc pas 1'antigene HMB45, contrairement a la majorité des
cellules cancéreuses dérivées d’un mélanome uvéal. Bien que 1’anticorps HMB45 est
I’'un des marqueurs les plus efficaces pour identifier les cellules cancéreuses du
mélanome uvéal, il ne donne pas un résultat positif dans tous les cas : 93% des cas de
tumeurs primaires et 91% des cas de métastases (Luyten et al., 1996). Nous n’avons
donc pas pu confimer 1’origine mélanocytique de cette tumeur hépatique a 1’aide de ce

marqueur.

L’anticorps anti-AFP a reconnu son antigene dans la lignée HepG2 dérivée d’un
carcinome hépatocellulaire, mais cet antigene était absent dans la lignée H79 (voir figure
3.35D). La lignée H79 ne provient donc pas de la transformation maligne de cellules

hépatiques.



CHAPITRE 4

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES DE RECHERCHE

4.1 RECAPITULATION DES RESULTATS

Premierement, 1"utilisation de la microscopie en contraste de phase et du cytométre
de flux ont permis de comparer la morphologie en culture des MCN, des lignées
cancéreuses TP31 et SP8.0 (tumeurs primaires du mélanome uvéal) et de la lignée
hépatique H79 (métastase hépatique du mélanome uveal) et de caractériser leur profil
d’expression des intégrines. Nous avons d'abord confirmé que les MCN éraient des
cellules fusiformes, que la lignée cancéreuse TP31 était de phénotype mixte (cellules
fusiformes et épithélioides) et que la lignée hépatique H79 était de phénotype
épithélioide. Ensuite, les mesures de cytométrie de flux ont permis de démontrer que les
MCN exprimaient a leur surface les sous-umités d'intégrines a1, a2, a3, as, ab, av, Bl.
P4 et (35, les lignées cancéreuses TP31 et SPE.0, les sous-unités al, a2, a3, a5, ab, av,
B1 et 5, alors que la lignée hépatique H79 exprimait toutes les sous-unités d’intégrines
a I'étude. Les résultats les plus significatifs étaient la présence exclusive des sous-unités
a4 et B3 chez la lignée hépatique H79, I'absence de la sous-unité B4 chez les lignées
cancéreuses de tumeurs primaires SP8.0 et TP31 et la diminution de "expression de la

sous-unité (5 chez les trois lignées cancéreuses comparativernent aux MCN.

Ensuite, ['utilisation de la technique de banque de soustraction a permis de
soustraire les populations d’ARNm des MCN de celles de la lignée cancéreuse TP31,
afin d’amplifier les génes qui étaient spécifiquement exprimés par la tumeur primaire
(lignée TP31). Plusieurs étapes ont €té nécessaires a |'obtention des clones spécifiques a
la lignée TP31. Dabord, nous avons vérifié 'efficacité des deux soustractions en
étudiant la différence entre les échantillons soustraits et non soustraits dans le nombre de
cycles requis pour une amplification équivalente de I'actine. Il devait y avoir une
différence de 5 & 15 cycles entre ces deux types de préparations pour confirmer

I'efficacité de la soustraction; une différence de cing cycles était présente correspondant
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grossierement a un ennichissement de I’ADNc par un facteur de vingt. Les transcrits
obtenus de la banque de soustraction directe ont ensuite été clonés dans le vecteur
pGEM-T Easy pour créer une librairie de clones candidats. A la suite de la sélection des
colonies blanches, 480 colonies ont été repiquées et amplifiées par PCR pour vérifier la
présence d’inserts. A cette étape, 316 des 480 clones, soit ceux contenant un seul insert,
ont été conservés pour le criblage différentiel et la majorité des transcrits avaient des
longueurs allant de 400 a 1000 pb. Le criblage différentiel des clones candidats
spécifiques a la lignée TP31 a ensuite permis d’éliminer les faux positifs de la banque de
soustraction avant le séquencage; 130 clones ont été retenus, puisqu’ils étaient
spécifiques a la lignée TP31. L’analyse bioinformatique subséquente de 112 des 130
clones séquencés a 1'aide des banques de données NCBI, Ensembl et NEIBank, a permis
de classer ces clones en trois catégories. La premiere catégorie de clones regroupait les
protéines connues (29/112; 25,9%), la deuxiéme catégorie contenait les clones
correspondant a des ESTs ou a des HTGS (50/112; 44,6%) et la derniere catégorie
renfermait les clones inconnus dans les banques de données (33/112; 29,5%). Les 18
autres clones devront étre séquencés de nouveau, car les séquences obtenues €taient
ambigués. La présence de quelques clones intéressants dans différents tissus normaux et
lignées cancéreuses (clones correspondant a des ESTs ou a des HTGS et clones
inconnus) a ensuite été vérifiée par amplification PCR. Parmi les cinqg clones testés
Jusqu’a maintenant, seul le clone G2-44 (EST) est un candidat intéressant pour la mise
au point d’un marqueur spécifique au mélanome uvéal, car ce transcrit était présent
seulement dans la lignée cancéreuse Hela (faiblement) et les lignées cancéreuses du
mélanome uvéal (fortement). Les quatre autres clones analysés ont ét€ mis de coté : le
clone G2-8 parce qu’il était ubiquitaire, les clones G2-13 et G2-81 puisqu’ils étaient
détectés dans les MCN (faux positifs) et le clone G2-15 car il était absent de tous les
tissus normaux et lignées cancéreuses, méme dans la lignée TP31 (amorces
défectueuses). Nous devrons répéter 1’amplification de ce dernier clone avec de
nouvelles amorces afin de démontrer s’il s’agit d’un candidat potentiel pour la mise au

point d’un marqueur spécifique au mélanome uvéal.
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Enfin, Iutilisation en immunofluorescence indirecte de marqueurs spécifiques aux
cellules épithéliales (cytokératines), aux cellules stromales (vimentine), au mélanome
(HMB45) et aux cellules cancéreuses hépatiques (AFP) a permis d’établir le phénotype
épithélioide de la lignée H79. Le résultat négatif obtenu avec I’anticorps anti-HMB45
nous empéche cependant de confirmer 'origine mélanocytique de ces cellules de
métastase hépatique. La présence de mélanosomes au sein de cette lignée devra étre

vérifiée par microscopie électronique.

4.2 CONCLUSIONS

L’utilisation de la microscopie en contraste de phase a permis de confirmer le
phénotype des MCN et des lignées cancéreuses TP31 et H79. L utilisation de ces trois
types de cellules a permis de recréer en quelque sorte 1’évolution du mélanome uvéal, de
la cellule normale (MCN) a la métastase hépatique (lignée hépatique H79), en passant
par la tumeur primaire (lignée cancéreuse TP31). Les mesures de cytométrie de flux ont
permis, quant a elles, de faire ressortir certaines différences entre les MCN et les lignées
cancéreuses de tumeurs primaires et de métastases du mélanome uvéal. D’abord, les
sous-unités a4 et B3 étaient exprimées seulement par la lignée hépatique H79. Nous
pouvons supposer que cette lignée exprimerait a nouveau ces sous-unités pour favoriser
la colonisation du foie. L’absence de la sous-unité p4 chez les lignées cancéreuses de
tumeurs primaires SP8.0 et TP31 pourrait jouer un réle dans le développement de la
tumeur primaire et de ses métastases, puisque cette sous-unité était présente au départ
chez la cellule normale (MCN), disparaissait ensuite chez les tumeurs primaires (lignées
SP8.0 et TP31), puis réapparaissait chez la métastase hépatique. La diminution de
I’expression de la sous-unité 35 chez les trois lignées cancéreuses comparativement aux
MCN pourrait également étre impliquée dans le développement de la tumeur primaire et
de ses métastases. Une chose est slire : contrairement au mélanome cutané, la
caractérisation du profil d’expression des intégrines chez les cas de mélanomes uvéaux

n’est pas un bon indicateur du pouvoir invasif de la tumeur et du stade de la maladie.
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A la fin de la soustraction, du clonage et du criblage différentiel, 130 clones sur les
480 colonies prélevées ont été jugés spécifiques a la lignée cancéreuse TP31. Le
séquencage des clones spécifiques & la lignée TP31 et leur analyse bioinformatique a
permis de déterminer I’identité et la localisation chromosomique des protéines connues
qui étaient codées par ces clones (29/112), ainsi que la séquence et la localisation
chromosomique des clones correspondant a des ESTs ou a des HTGS (50/112) et enfin
la séquence des clones inconnus (33/112). Les 18 clones manquants devront étre
séquencés de nouveau pour déterminer leur identité. Concernant, les protéines connues,
la plupart n’étaient pas des protéines dont la caractérisation était avancée. Plusieurs

d’entre elles seraient impliquées dans la transformation maligne et le développement de

métastases :

VRKI1. Impliquée dans la phosphorylation du suppresseur de.tumeur p53 (Barcia
et al., 2002), dont le role est d’arréter le cycle cellulaire pour permettre la réparation des
dommages génétiques (Taylor et Stark, 2001). Pour jouer ce réle, p53 doit se dissocier
de son inhibiteur mdm2, un processus régulé par la phosphorylation. C’est VRK1 qui

phosphoryle les molécules de p53, prévenant ainsi leur liaison a leurs inhibiteurs (Ryan

et al., 2001).

PPP3CA. Impliquée dans la régulation de I’expression du ligand du récepteur Fas
(Anel et al., 1994). I1 a déja été prouvé que les cellules du mélanome uvéal expriment le
FasL et leur liaison aux hépatocytes riches en récepteur Fas induit 1’apoptose (Repp et

al., 2001).

MIFT. Impliquée dans la différenciation des mélanocytes (Tachibana et al., 1996).
MIFT étant largement exprimée dans les cellules malignes d’origine mélanocytique,
c’est une expression différentielle des isoformes de MIFT qui influencerait le phénotype,
la croissance et la transformation maligne (Selzer et al., 2002; Mouriaux et al., 2003).
L’expression de MIFT représentant un bon indicateur de la différenciation
mélanocytique d’une cellule; 1’absence de cette protéine chez les MCN pourrait

s’expliquer par leur différenciation complete (Mouriaux et al., 2003).
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TOP2A. Enzyme qui contrdle et altére les états topologiques de I'ADN (Miller et
al., 1981). Elle induirait chez les tumeurs exprimant beaucoup de celte enzyme une

résistance aux drogues, (Chikamori et al., 2003) et ¢’est souvent le cas dans le mélanome

uvéal (Woll et al., 1999,

MC3R. Reconnait le ceeur de la séquence heptapeptidique des mélanocortines. Les
mélanocortines sont des hormones aux diverses actions physiologiques, dont la
régulation de la pigmentation des mélanocytes (De Wied et Jolles, 1982). Ce récepteur

n’'est pas exprimé dans les mélanocytes (Gantz et al., 1993),.

MLH3. Impliquée dans la correction des erreurs chromosomiques associées a la
réplication et & la recombinaison de I"ADN. Un dysfonctionnement du systéme de
réparation des mauvais appariements donne lieu 2 un phénotype mutateur qui se
manifeste par une instabilité des microsatellites (Wu et al,, 2001} L accumulation de
changements génétiques est souvent associée avec une augmentation du potentiel de

malignité des cellules cancéreuses (Lauffart et al., 2002),

RAMP. Joue un réle dans la régulation de 1'acide rétinoique et dans la

prolifération cellulaire de certaines cellules cancéreuses (Cheung et al., 2001},

Sous-unité d’'intégrine ab. S'associe avec les sous-unités B1 ou B4 pour former
des récepteurs liant la laminine. Une forte expression de |'intégrine a6B4 est associée
avec un phénotype agressif et une capacité métastatique élevée (Falcioni et al., 1986).
Cependant, son implication dans la progression tumorale differe d'un cancer a 1'autre,
puisque des études sur l'expression de la sous-unité o6 dans différentes tumeurs
démontrent soit une augmentation (Falcioni et al., 1986, Droz et al., 1994; Friedrichs et
al., 1995, Lessey et al., 1995; Rabinovitz et al., 1995; Weinel et al., 1995; Putz et al.,
1999), soit une disparition de cette sous-unité (D'Ardenne et al., 1991; Sager et al., 1993;
Koukoulis et al., 1997). La présence de a6 dans le mélanome uvéal pourrait provenir de
la présence dans la tumeur primaire d'un des patrons microvasculaires particuliers aux

mélanomes ; ces patrons microvasculaires sont riches en laminine. Le patron
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microvasculaire en boucle est d’ailleurs retrouvé dans 88% des tumeurs primaires de
patients décédés des suites de métastases et 1] est également présent au niveau des

métastases (Rummelt et al., 1994).

ch-TOG. Impliquée dans 1’organisation des fuseaux achromatiques. Une
surexpression de ch-TOG a été démontrée dans des tumeurs du colon et du foie, laissant
supposer un rdle de ch-TOG dans la division cellulaire et la prolifération (Charrasse et
al., 1995). La surexpression de ch-TOG dans les cellules cancéreuses et durant les
premiers stades de l’embryogenése comparativement aux tissus adultes (Gard et
Kirschner, 1987) pourrait refléter une dé-différenciation des cellules tumorales par une

régulation a la hausse de genes normalement trés exprimés durant le développement

(Sell, 1993),

Caluménine. Protéine liant le Ca** impliquée dans certaines fonctions du RE
nécessitant du Ca**, dont le repliement et le triage des protéines (Yabe et al., 1997).
Certaines études ont démontré une fonction certaine de la caluménine dans des
processus pathophysiologiques dont spécialement ceux associés a la transformation

maligne (Chen et al., 1995: Liu et al., 1997).

La famille de protéines connues la plus représentée était celle ayant une fonction
au sein du cycle cellulaire et de la prolifération (24,1%). L’interruption de 1’état de
dormance des mélanocytes uvéaux normaux lors du développement d’une tumeur
expliquerait ce résultat. Parmi les clones correspondant a des ESTs ou a des HTGS,
certains plus intéressants concordaient avec un seul EST retrouvé dans un seul tissu ou
chromosome (en excluant les ESTs de la vision et de 1’audition). Le clone G1-70, dont
I’EST correspondant a été retrouvé dans un embryon et le clone G2-45 retrouvé dans les
cellules souches mésenchymateuses (Peng et Huard, 2003) pourraient refléter une dé-
différenciation des cellules tumorales de la lignée TP31. Le clone G4-91 présente
¢galement un intérét, car le seul EST correspondant a ce transcrit a été cloné dans le
foie, I'organe atteint dans 97% des cas de mélanomes uvéaux (Spencer, 1986). Parmi les

clones correspondant a des ESTs ou a des HTGS, certains concordaient aussi avec des
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ESTs de la vision et de 1’audition (21/112; 18,8%). Plusieurs clones ont été retrouvés
dans la banque d’ESTs d’ceil foetal ce qui suggére une dé-différenciation des cellules de
la lignée TP31, mais ces clones étaient également retrouvés dans d’autres tissus
oculaires ou non oculaires aduites. D’autres clones ont été retrouvés dans la banque
d’ESTs EPR/choroide, mais ils correspondaient également a plusieurs ESTs oculaires ou
non oculaires. Enfin, plusieurs clones concordaient avec des ESTs de cochlée, mais
aucun n’était spécifique a celle-ci. Tous les clones codant pour des protéines connues ou
correspondant a des ESTs ou a des HTGS ont ensuite été classés selon leur localisation
chromosomique. Aucun clone n’a été localisé sur les chromosomes 5, 9, 12, 13, 18, 19,
21, Y et trois clones n’ont pu étre associés a un chromosome. Les chromosomes 1 et 14
étaient les chromosomes auxquels ont été associés le plus de clones (13,9% chacun).
Dans le mélanome uvéal, les anomalies les plus courantes sont la monosomie du
chromosome 3 et les gains sur le bras q du chromosome 8§, associées fortement avec une
réduction de la survie du patient (Prescher et al., 1996; Sisley et al., 1997). 1l y a
¢galement la délétion de la bande p21-23 du chromosome | et des anomalies du
chromosome 6 qui sont associées a un meilleur pronostic (White et al., 1998; Aalto et
al., 2001). Toutefois, aucune de ces anomalies ne semblait étre présente dans la lignée
TP31. Le tiers des clones correspondant a des transcrits inconnus, il sera intéressant de
vérifier leur présence dans d autres tissus normaux et lignées cancéreuses. A la suite
d’amplifications PCR effectuées avec cing clones intéressants, afin de vérifier leur
présence dans d’autres tissus et lignées cancéreuses, seul le clone G2-44 serait un

candidat intéressant pour la mise au point d’un marqueur spécifique au mélanome uvéal.

Enfin, I’utilisation en immunofluorescence indirecte de marqueurs spécifiques a
permis d’établir le phénotype épithélioide de la lignée H79. Le phénotype épithélioide
de la lignée H79 pourrait provenir d’une interconversion phénotypique (Hendrix et al.,
1998). La coexpression des cytokératines 8/18 et de la vimentine pourrait procurer aux
cellules de la lignée H79 les caractéristiques des deux types cellulaires et ces nouvelles
propriétés seraient responsables de 1’augmentation du potentiel invasif et tumorigéne
démontré par cette lignée (Hendrix et al., 1998). Nous n’avons pu cependant confirmer

I’origine mélanocytique de ces cellules de métastase hépatique du mélanome uvéal.
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4.3 PERSPECTIVES DE RECHERCHE

11 faudra d’abord refaire séquencer les 18 clones dont les séquences étaient
imprécises, afin de les identifier. Il faudra également poursuivre I’amplification PCR de
tous les clones correspondant a des ESTs ou a des HTGS, ainsi que les clones inconnus

dans des tissus normaux et des lignées cancéreuses.

Au niveau des protéines connues, certaines précisions devront étre apportées. La
premicre concerne le facteur de transcription MIFT, dont une isoforme a été identifiée
dans les transcrits spécifiques a la lignée TP31. 1 faudrait vérifier de quelle isoforme il
s’agit, en amplifiant par PCR la région N-terminale spécifique a chaque isoforme.
Ensuite, les résultats contradictoires entre la banque de soustraction et la cytométrie de
flux pour la sous-unité d’intégrine a6 devront étre clarifiés. Une premiére vérification a
été réalisée par amplification PCR de la sous-unité d’intégrine a6 avec I’ADNc des
MCN et de la lignée cancéreuse TP31. Le résultat négatif pour les MCN semble
confirmer celui de la banque de soustraction, mais un test d’adhésion a la laminine

pourrait permettre de confimer I’absence ou la présence de cette sous-unité chez les

MCN.

En ce qui a trait aux clones déja testés dans les tissus normaux et les lignées
cancéreuses, il sera intéressant de caractériser la bande de 600 pb que 1’on retrouvait
seulement dans les MCN lors de I’amplification PCR du clone G2-13, en plus de refaire

de nouvelles amorces pour le clone G2-15.

Concernant, le clone G2-44, il faudra vérifier la présence du transcrit dans des
tissus oculaires normaux et d’autres lignées cancéreuses du mélanome uvéal et du cancer
de I’estomac avant de confirmer sa forte expression exclusive au mélanome uvéal. Afin
de s’assurer que ce transcrit n’est pas un artéfact de mise en culture, sa présence sera
également vérifiée in vivo, en I’amplifiant par PCR dans des tumeurs de mélanome uvéal
fraiches ou conservées dans la paraffine. Si ce transcrit est effectivement présent in vivo

et spécifique au mélanome uvéal, il faudra caractériser la protéine codée par le géne
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entier du clone G2-44, donc obtenir la séquence entiere de I’ADNc. L’alignement des
ESTs homologues a ce transcrit ne permettra pas de 1'allonger, puisqu’un seul EST, plus
court que notre fragment, correspondait au clone G2-44. Une autre option serait
d’effectuer une recherche de séquences présentant une identité avec le clone G2-44,
mals pour lesquelles aucune protéine n’a encore été attribuée. Ces séquences
homologues, appelées HTGS, pourront étre ensuite soumises a divers algorithmes de
recherche, afin de déterminer les séquences codantes potentielles. Si cette approche ne
fonctionne pas, nous pourrions utiliser la technique du RACE (Rapid amplification of
¢DNA ends), afin d’obtenir les extrémités 5° et 3’ de notre transcrit. Ensuite, a 1’aide
d’algonthmes utilis€s pour la traduction des séquences nucléotidiques en protéines, nous
pourrons obtenir une séquence hypothétique pour le clone G2-44. Lorsque la protéine
sera caractérisée, nous pourrons cribler une banque de sang de patients atteints du
mélanome uvéal pour vérifier la présence de cette protéine dans le sang. D’autre génes
spécifiques au mélanome uvéal seront recherchés et caractérisés parmi les clones
obtenus de la soustraction. Il serait intéressant de pousser l’étude jusqu’a la

caractérisation des génes qui sont sous-exprimés dans le mélanome uvéal.

Enfin, pour s’assurer de l’origine mélanocytique de la lignée H79. nous
effectuerons une analyse de coupes de la lignée H79 en microscopie électronique. Cette
technique nous permettra de confirmer la présence de mélanosomes. Si la lignée H79
provient effectivement de la transformation d’un mélanocyte, elle sera utilisée lors de la

construction ultérieure d’une banque de soustraction « tumeur primaire (lignée TP31) —

métastase hépatique (lignée H79) », afin d’identifier des génes responsables du potentiel

métastatique du mélanome uvéal.

L’objectif ultime de ce projet de recherche demeure le développement d’un test de
dépistage précoce pour le mélanome uvéal, afin d’augmenter les chances de survie des
personnes atteintes. Pour 1'instant, les méthodes de diagnostic ne permettent pas de

détecter ce cancer avant sa dissémination.
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