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Le mélanome est une tumeur maligne & fort potentiel métastatique dont I’incidence est
en constante augmentation (10% par an) depuis une dizaine d’années avec 6000 nouveaux cas par
an en France. Un des principaux facteurs de risque est I’exposition solaire. Cependant, les progres
de la génétique ont permis d’émettre des hypothéses sur les mécanismes de la cancérogéncse et
ouvrant de nouvelles pistes thérapeutiques a 1’échelle moléculaire.

Le déficit d’expression des génes onco-suppresseurs est responsable de ’apparition de tumeurs
malignes.

Les patients guéris d’un rétinoblastome développent d’autres tumeurs malignes dans des
proportions non négligeables, le plus souvent des sarcomes et en particulier des ostéosarcomes et
mais aussi des mélanomes. A partir de ces constatations cliniques et épidémiologiques, le role du
géne du rétinoblastome dans les mécanismes de développement, de prolifération et de progression
des mélanomes est évoqué. Nous avons étudié I’expression du géne du rétinoblastome dans trois
lignées de mélanocytes tumoraux humains. Nous avons utilisé comme témoins positifs de nos
expériences des cellules lymphoblastiques leucémiques, les cellules Molt-4.

Les 3 lignées de mélanocytes tumoraux humains ont été cultivées, trypsinées lorsqu’elles étaient a
confluence et congelées dans des cryotubes par culot de 5 a 10 millions de cellules.

Nous avons utilisé les techniques récentes de biologie moléculaire (transcription inverse,
polymérisation en chaine ) pour mettre en évidence la présence ou ’absence de ’ARNm du gene
du rétinoblastome. Nous avons réalisé un immunotransfert pour rechercher la présence ou
I’absence de la protéine du rétinoblastome. Nous avons quantifié nos résultats d’immunotransfert

par mesure de la densité optique des bandes de nitrocellulose.
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|. MELANOME ET GENETIQUE

1) Historique

Le mélanome a été observé et décrit pour la premiére fois au V™ siécle avant Jésus-Christ
(JC) par Hippocrate et au 1% siecle aprés JC par Rufus d’Ephése. 11 faut ensuite attendre le
XVII™ siécle pour que cette tumeur dont I’histoire est reprise par Davis et Mac Leod, fasse sa
réapparition dans la littérature médicale. John Hunter, en 1787, rapporte I’observation d’un
homme de 35 ans décédé d’un mélanome de la machoire inférieure dénommé par I’auteur
« cancerous excroissance infection». Peu apres, en 1812, Laennec décrit sous le terme
« melanosis », un cas de mélanome généralise avec envahissement ganglionnaire, hépatique,
pulmonaire et de la paroi de I’estomac. En 1820, & ’occasion d’une observation détaillée, William
Norris, médecin anglais introduit deux notions nouvelles : P’importance du phototype et une
prédisposition génétique en rapportant la premiére histoire familiale de mélanome [1]. En
rassemblant 8 cas de mélanome, Norris conclut que:

- cette tumeur a des relations avec les « grains de beauté »,

- cette tumeur est plus fréquente dans les villes qu’a la campagne,

- elle survient chez des patients ayant la peau pale et les cheveux peu colorés,

- une histoire familiale existe dans certains cas

- les traumatismes accélérent la croissance de cette tumeur
La description donnée en 1854 par Davis Williams correspond aux croissances radiales et
verticales du mélanome. Le 17 cas américain est décrit par Isaac Parish en 1837. C’est en 1838

qu’apparait pour la premiére fois le terme de mélanome grice a Carswell [2]. James Paget
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rapporte en 1853 ce qui sera décrit ultérieurement comme la forme de mélanome a extension
superficielle (superficial spreading melanoma : SSM). C’est a Jonathan Hutchinson, en 1857, que
revient la description du mélanome unguéal.

Olivier Pemberton, en 1858, rapporte 60 cas de mélanomes cutanés et oculaires observés chez 33
hommes et 27 femmes avec parmi eux, le premier cas chez un patient de race noire au niveau du
pied. Pour le traitement de ces mélanomes, il conseille une exérése large avec excision de
I’aponévrose, cette intervention devant s’accompagner d’un curage ganglionnaire. Dubreuilh et
Hutchinson, en 1894, individualisent le mélanome du sujet agé qui se développe sur la lésion
brunétre qui porte leurs noms. En 1906, Fox signale que le mélanome peut se développer sur un
naevus préexistant mais aussi sur une peau normale. Au point de vue thérapeutique, en cette fin du

XIX™ siécle, ’excision large allant parfois jusqu’a I’amputation est unanimement admise.

2) Généralités

Le mélanome est une tumeur maligne rare (puisqu’il représente 1 % de toutes les tumeurs
malignes) développée & partir des mélanocytes et dont ’incidence est en forte augmentation
dans les pays industrialisés (doublement de I'incidence en une quinzaine d’années). En France,
son incidence actuelle est estimée entre 5000 et 6000 nouveaux cas par an.

Aux Etats-Unis, en Australie, en Europe du nord et au Canada, I’incidence du mélanome est en
augmentation et cette augmentation d’incidence apparait plus élevée que pour les autres cancers

exception faite du cancer pulmonaire chez la femme.
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Le mélanome est une tumeur touchant tous les ages avec un pic de fréquence situé entre 30 et 50
ans. Il reste exceptionnel chez I’enfant. La mortalité annuelle est comprise entre 2 et 2,3 cas /

100000 habitants.

Parmi les facteurs exogénes, le rayonnement ultraviolet (UV) occupe une place prépondérante
bien que son rdle reste controversé. La prédisposition familiale et les facteurs génétiques sont au
moins aussi importants que le soleil.

Le traitement du mélanome repose avant tout sur la chirurgie parfois délabrante et inesthétique
avec des marges d’éxérése comprises entre 1 et 3 cm autour de la lésion initiale. Les traitements
entrepris lors des récidives métastatiques ganglionnaires et/ou viscérales (chimiothérapie,
immunothérapie, radiothérapie...) apparaissent souvent décevants.

De grandes avancées scientifiques ont été faites en biologie moléculaire et immunologie du
mélanome. La compréhension des mécanismes moléculaires intervenant dans la cancérogenese

permettra certainement d’espérer d’autres orientations thérapeutiques comme la thérapie génique.

3).Mélanome et anomalies génétiques

Les mélanomes cutanés liés 4 une mutation génétique représentent 5 a 10 % de ’ensemble des
mélanomes. La transmission est autosomique dominante a pénétrance incompléte et les patients
porteurs d’une mutation ont un risque deux fois plus important de développer un melanome que
les patients non mutés. Les progrés de la cytogénétique et des études fonctionnelles ont permis

d’identifier au moins 10 régions chromosomiques (mutations concernant les chromosomes 1p. 3,
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délétions 6q, 7q, 8, 9p, 10q, 11q, 14 et 15) présentant des mutations importantes et qui seraient
impliquées dans le développement et/ou la progression du mélanome [3-8].
Les mélanomes humains comportent de nombreuses anomalies chromosomiques incluant des
délétions partielles ou totales ou des translocations. Ces différentes modifications ont été étudices
par Iintermédiaire d’anomalies caryotypiques et cytogénétiques. On les retrouve au niveau des
chromosomes 9p et 10q & un stade précoce du mélanome et des chromosomes 1, 6, 7 et 11 dans le
cas de métastases.
Les plus fréquentes altérations du chromosome 6 dans les cellules de mélanome sont une délétion
simple du bras long 6q ou une translocation dans le chromosome 1 [9]. Il a aussi €té démontre
une perte d’hétérozygotie de certaines régions du chromosome 6 avec une fréquence de 60%
dans les mélanocytes tumoraux. [10].
De nombreux auteurs se sont intéressés a Dlaction de génes onco-suppresseurs dans le
développement et la diffusion métastatique du mélanome [11]. Cependant, les mutations
génétiques actuellement connues n’expliquent pas tous les cas de mélanomes familiaux. Au sein
d’une méme famille, les patients atteints d’un mélanome ne sont pas tous porteurs de la mutation.
Deux génes sont actuellement impliqués préférentiellement :
- p16/CDKN2A est un géne suppresseur de tumeur situ¢ sur le chromosome 9 (9p21)
qui  code pour une protéine dont le role est d’inhiber le cycle cellulaire. Il serait
impliqué dans 50 % des mélanomes familiaux et 10 % des mélanomes multiples
familiaux.
- CDK4 est un oncogéne situé sur le chromosome 12 (12q13) retrouvé dans 3 familles

dans le monde dont une en France.
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L’apparition de mélanomes chez des patients guéris de rétinoblastomes suggeére le role du géne du
rétinoblastome. Cet anti-oncogéne pourrait ére un des génes candidats pour expliquer les

mécanismes de la cancérogénése dans le mélanome.

Il. RETINOBLASTOME

1) Généralites

Le rétinoblastome est une tumeur maligne des rétinoblastes, cellules précurseurs de la rétine, qui
se manifeste dés I’enfance. Ce sont des enfants nés avec un alléle défectueux du gene du
rétinoblastome (géne RB) dans toutes les cellules et chez lesquels se produit une mutation du
deuxieme alléle au niveau des chromosomes des rétinoblastes. Le rétinoblastome touche a peu
prés un enfant sur 20000 avant I’dge de 4 ans [12]. Malgré sa rareté, il s’agit de la plus fréquente
des néoplasies intra-oculaires de 1’enfant ( 3% des cancers de I’enfant). L’4ge moyen du début de
la maladie est 15 mois.

Tl existe 2 formes cliniques de rétinoblastome : la forme familiale (ou héréditaire) dans 40% des
cas, transmise sur le mode autosomique dominant avec une forte pénétrance (environ 90% des
individus ayant hérité du géne de prédisposition développent un ou plusieurs rétinoblastomes) et la
forme sporadique dans 60 % des cas, ou la tumeur est souvent unilatérale et 1’age du diagnostic
plus tardif (3~ 4™ décennie).

On parle de rétinoblastome familial si la tumeur est bilatérale et/ou ’il existe des cas de

rétinoblastomes dans la famille.
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Le principal signe clinique de rétinoblastome est une pupille blanche (cat’s eyes reflexe). Moins
fréquemment, les enfants peuvent présenter un strabisme, un glaucome ou des signes
inflammatoires oculaires. Le diagnostic est basé sur I’examen ophtalmologique, complété par un
scanner des globes oculaires ou une imagerie par résonance magnétique afin d’apprécier
P’extension loco-régionale de la tumeur (humeur vitrée, sclérotique, nerf optique, les structures
péri-orbitaires...). On peut observer des métastases de rétinoblastome dans le foie, le cerveau, les
poumons et la moelle.

Le traitement a été longtemps I’énucléation. Ces derniéres années, I’approche thérapeutique des
rétinoblastomes a changé pour une attitude plus conservatrice. Cette pratique est basée sur la
sensibilité particuliére du rétinoblastome aux radiations, & la cryothérapie et a la photocoagulation.
Dans les rétinoblastomes localisés, on tente de préserver la vision et on adopte une attitude
conservatrice. A I’inverse, une invasion locale et une tumeur de grande taille nécessitent encore de
nos jours 1’énucléation. Chez les patients avec des métastases viscérales, une chimiothérapie peut
étre proposée. Quoi qu’il en soit, une surveillance rapprochée des patients considérés en rémission
aprés traitement d’un rétinoblastome est nécessaire compte tenu du risque de développer une
tumeur controlatérale.

Knudson et coll. suggérent que le rétinoblastome est li¢ a des mutations affectant les génes
homologues de chaque paire de chromosomes [13]. Le géne onco-suppresseur du rétinoblastome
est inactivé dans les rétinoblastomes et dans de nombreuses autres tumeurs. Les 2 alléles du géne
RB sont défectueux ; cette perte d’hétérozygotie est responsable du développement de tumeurs

[14-16].
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2) Géne du rétinoblastome (géne RB)

Le promoteur du gene RB contient un site de reconnaissance du facteur de transcription E2F-1
riche en résidus G et C ou les motifs CCAAT ou TATA sont absents [17]. Le géne RB est situé
sur le locus 14.2 du bras long du chromosome 13 (13q14.2) et a été le premier géne onco-
suppresseur isolé et cloné [18-22]. Il mesure 200 kilobases (kb) [17, 23]. 1l code pour une
phosphoprotéine de 105 a 116 kiloDaltons (kDa) intervenant dans la régulation transcriptionnelle
[24-26].

Le géne du rétinoblastome est constitué de 27 exons et 26 introns d’une taille variant de 80 paires
de bases (pb) (entre les exons 15 et 16) & 7050 pb (entre les exons 17 et 18). Les exons les plus
courts sont les 15 et 24 contenant respectivement 31 et 30 pb [27]. L’exon 27, mesurant 1873 pb,
est le plus grand et code pour la région C-terminale de la protéine RB. L’exon 1 code pour la
région N-terminale de la protéine RB. Les mutations les plus fréquentes sur le géne RB sont
situées sur les exons 13 et 17 [17].

Le géne RB est inactivé dans la plupart des rétinoblastomes qu’ils soient héréditaires ou
sporadiques [28-32]. La perte de la fonction du géne RB a été impliquée dans I’apparition de
cancers comme les ostéosarcomes, des cancers du sein, des cancers pulmonaires a petites cellules,
des cancers de vessie, des carcinomes parathyroidiens... [28, 31,33-36]

L’ARNm RB mesure 4,727 kb (soit 4727 nucléotides) et est localisé a proximité de I’estérase D

[18, 22, 37).
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Figure -1- Séquence en bases de PARNm du géne RB

tceggttttt ctcaggggac gttgaaatta tttttgtaac gggagtcggg agaggacggg gegtgecceg cgigegescg

cgtegteete cceggegete ctecacaget cgetggetce cgecgeggaa aggegteatg ccgeccaaaa cccecegaaa
aacgECCcgee accgecgecg  CtEccgecge ggaacceeeg geaccgoege cgeegecece tectgaggag gacccagage

aggacagegg cccggaggac ctgectetcg tcaggettga gtttgaagaa acagaagaac ctgattttac tgeattatgt
cagaaattaa cagaaattaa agataccaga tcatgtcaga gagagagctt ggttaacttg ggagaaagtt tcatctgigg
atggagtatt gggaggttat attcaaaaga aaaaggaatc tgtatcttta ttgcageagt tgacctagat gagatgtcgt teactittac
tgagctacag aaaaacatag aaatcagtgt ccataaattc tttaacttac taaaagaaat tgataccagt accaaagttg ataatgctat
gtcaagactg ttgaagaagt atgatgtatt gtttgcactc ttcagcaaat tggaaaggac atgtgaactt atatatttga cacaacccag
cagttcgata tctactgaaa taaattctge attggtgeta aaagtttctt ggatcacatt tttattaget aaaggggaag tattacaaat
ggaagatgat ctggtgattt catttcagtt aatgctatgt gtecttgact attttattaa actctcacct cccatgttge tcaaagaacc
atataaaaca gctgttatac ccattaatgg ttcacctcga acacccagge gaggtcagaa caggagtgcea cggatagceaa
aacaactaga aaatgaaca agaattattg aagttctctg taaagaacat gaatgtaata tagatgaggt gaaaaatgtt tatttcaaaa
attttatacc ttttatgaat tctcttggac ttgtaacatc taatggactt ccagaggttg aaaatctttc taaacgatac gaagaaattt
atcttaaaaa taaagatcta gatgcaagat tatttttgga tcatgataaa actcttcaga ctgattctat agacagtitt gaaacacaga
gaacaccacg aaaaagtaac cttgatgaag aggtgaatgt aattcctcca cacactccag ttaggactgt tatgaacact
atccaacaat taatgatgat tttaaattca gcaagtgatc aaccttcaga aaatctgatt tcctattita acaactgeac agtgaatcca
aaagaaagta tactgaaaag agtgaaggat ataggataca tctttaaaga gaaatttget aaagetgtgg gacagggitg
tgtcgaaatt ggatcacagc gatacaaact tggagttcge ttgtattacc gagtaatgga atccatgett aaatcagaag
aagaacgatt atccattcaa aattttagca aacttctgaa tgacaacatt tttcatatgt ctttattgge gtgegetctt gaggtigtaa
tggccacata tagcagaagt acatctcaga atcttgattc tggaacagat ttgtetttcc catggattet gaatgtgett aatttaaaag

cctttgattt ttacaaagtg atcgaaagtt ttatcaaagce agaaggceaac ttgacaagag aaatgataaa acatttagaa catgtgaac
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atcgaatcat ggaatccctt gcatggetct cagattcace tttatttgat cttattaaac aatcaaagga ccgagaagga ccaactgatc
accttgaatc tgettgtect cttaatctte ctctccagaa taatcacact gecagceagata tgtatetttc tcctgtaaga tctccaaaga
aaaaaggtic aactacgcgt gtaaattcta ctgcaaatge agagacacaa gcaacctcag ccticcagac ccagaageca
ttgaaatcta cctetctttc actgttttat aaaaaagtgt atcggetage ctatctcegg ctaaatacac tttgtgaacg ccttetgtet
gagcacccag aattagaaca tatcatctgg acccttttcc agcacaccct gcagaatgag tatgaactca tgagagacag
geatttggac caaattatga tgtgttccat gtatggcata tgeaaagtga agaatataga ccttaaattc aaaatcattg taacagcata
caaggatctt cctcatgetg ttcaggagac attcaaacgt gttttgatca aagaagagga gtatgattct attatagtat tctataacte
ggtcttcatg cagagactga aaacaaatat tttgcagtat gcttccacca ggecccctac — cttgtcacca atacctcaca
ttcctcgaag cecttacaag tttcctagtt cacecttacg gattectgga gggaacatct atatttcace cectgaagagt ccatataaaa
tttcagaagg tctgccaaca ccaacaaaaa tgactccaag atcaagaatc ttagtatcaa ttggtgaatc attcgggact
tctgagaagt tccagaaaat aaatcagatg gtatgtaaca gcgaccgtgt getcaaaaga agtgetgaag gaagcaacce
tcctaaacca  ctgaaaaaac tacgetttga tattgaagga tcagatgaag cagatggaag taaacatctc ccaggagagt
ccaaatttca gcagaaactg gcagaaatga cttctactcg aacacgaatg caaaagcaga aaatgaatga tagcatggat
acctcaaaca aggaagagaa atgaggatct caggaccttg gtggacactg tgtacacctc tggattcatt gtctctcaca
gatgtgactg tataactttc ccaggttctg tttatggeca catttaatat cttcagetct tttigtggat ataaaatgtg cagatgcaat
tgtttgggtg attcctaage cacttgaaat gttagtcatt gttatttata caagattgaa aatctigtgt aaatcetgec atttaaaaag
ttgtagcaga ttgtttccte ttccaaagta aaattgetgt getttatgga tagtaagaat ggecctagag tgggagtect gataacccag
geetgtetga ctactttgee ttettttgta gceatataggt gatgtttget ctigtittta ttaatttata tgtatatttt tttaatttaa
catgaacacc cttagaaaat gtgtcctatc tatcttccaa atgcaatttg attgactgec cattcaccaa aattatcctg aactcttetg
caaaaatgga tattattaga aattagaaaa aaattactaa ttttacacat tagattttat tttactattg gaatctgata tactgtgtge
ttgttttata aaattttget tttaattaaa taaaagetgg aagcaaagta taaccatatg atactatcat actactgaaa cagatttcat
acctcagaat gtaaaagaac ttactgatta ttttcttcat ccaacttatg tttttaaatg aggattattg atagtactct tggtttttat

accattcaga tcactgaatt tataaagtac ccatctagta cttgaaaaag taaagtgttc tgccagatct taggtataga ggaccctaac
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acagtatatc ccaagtgcac tttctaatgt ttctgggtee tgaagaatta agatacaaat taattttact ccataaacag actgttaatt
ataggagcct taattttttt ttcatagaga tttgtctaat tgeatctcaa aattattctg ccctccttaa tttgggaagg ttigtgtttt
ctctggaatg gtacatgtct tccatgtatc ttttgaactg geaattgtct atttatcttt tattttttta agtcagtatg gtctaacact
ggcatgttca aagecacatt atttctagic caaaattaca agtaatcaag ggtcattatg ggttaggeat taatgttict atctgatttt
gtgcaaaagce ttcaaattaa aacagetgea ttagaaaaag aggcegcettct ccecteccct acacctaaag gtgtatttaa actatcttgt
gtgattaact tatttagaga tgcetgtaact taaaataggg gatatttaag gtagcettcag ctagctttta ggaaaatcac ttigtctaac
tcagaattat ttttaaaaag aaatctggtc ttgttagaaa acaaaatttt attttgtget catttaagtt tcaaacttac tattttgaca
gttattttga taacaatgac actagaaaac ttgactccat ttcatcattg tttctgceatg aatatcatac aaatcagtta gtttttaggt
caagggctta ctatttctgg gtettttget actaagttca cattagaatt agtgecagaa ttttaggaac ttcagagatc gtgtattgag
atttcttaaa taatgcttca gatattattg ctttattget tttttgtatt ggttaaaact gtacatttaa aattgctatg ttactattit
ctacaattaa tagtttgtct attttaaaat aaattagttg ttaagagtct taatggtctg atgttgtgtt ctttgtatta agtacactaa

tgttetettt tetgtetagg agaagataga tagaagataa ctetectagt atctcatee

31



Lee et coll. présument que les anomalies d’expression de I’ARNm et de sa taille proviendraient de

petites délétions de I’ADN génomique du gene RB [18].

3) Mutations du géne RB dans les rétinoblastomes (Tab.1)

Les points chauds (hot spots), sites ou la fréquence des recombinaisons ou des mutations est
anormalement élevée, sont essentiellement situés dans 5 exons (13, 14, 15, 16 et 17). Hogg et
coll., en étudiant, exon par exon, le géne RB par « single-strand conformation polymorphism »
(SSCP) de 12 rétinoblastomes constatent 16 mutations ponctuelles et délétions courtes qui sont
les plus fréquemment retrouvées [38]. Ils rapportent également, en utilisant les techniques de
polymérisation en chaine (PCR) et SSCP, I'insertion d’une paire de base T dans I’exon 20 et une
mutation G — A dans ’exon 14 [39]. Des duplications et des translocations ont aussi été
rapportées [40, 41]. Onadim et coll. identifient des mutations dans les exons 3, 13, et 17 par la

technique de SSCP et dans I’exon 20 [42, 43].
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Tableau -1- Taille, localisation et principales mutations des 27 exons sur la séquence en base
de PARNm _de cellules de rétinoblastome ( d’aprés GenBank)

EXONS | LOCALISATION | TAILLEDE | NOMBRE LOCALI- | TYPE
DE L’EXON DE SATION DE DE
L’EXON MUTATIONS LA MUTA-
MUTATION | TION
1 1...274 bases (b) 274 b 1 179 C—T
2 275...401 b 126 b 0 0 0
3 402...517b 115b 1 506...509 | codon stop
4 518...637 b 119b 2 537..542 | délétion
621..622 | TT—>C
5 638...676 b 38b 1 638 délétion
6 677...744 b 67 b 0 0 0
7 745...855 b 110 b 0 0 0
8 856...998 b 142 b 0 0 0
9 999...1076 b 77b 0 0 0
10 1077...1186 b 109 b 2 1095 C—-T
1104 G—T
11 1187...1264 b 77b 1 1209 C—-T
12 1265...1352 b 87 b 2 1320 codon stop
1352...1375 | codon stop
13 1353...1469 b 116 b i 1353 délétion
1400...1401 | codon stop
14 1470...1526 b 56 b 2 1500 C—T
1507 - G
15 1527...1558 b 31b 0 0 0
16 1559...1635 b 76 b 1 1575...1576 | insertion 1b
17 1636...1832 b 196 b 3 1766...1768 | codon stop
1791 codon stop
1803 C-T
18 1833...1951 b 118 b 0 0 0
19 1952..2097 b 145 b 1 2072..2075 | délétion
20 2098...2243 b 145 b 3 2118 insertion T
2149...2150
2160
21 2244..2348 b 104 b 0 0 0
22 2349...2462 b 113 b 0 0 0
23 2463...2626 b 163 b 0 0 0
24 2627..2657 b 30 b 0 0 0
25 2658...2800 b 142 b 1 2658 délétion
26 2801..2850 b 49 b 0 0 0
27 2851...4839 b 1988 b 0 0 0
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4) Protéine RB (pRB)

La prolifération cellulaire anormale observée dans les cancers est considérée comme la
conséquence d’une dysrégulation dans la progression du cycle cellulaire en des points clés (encore
appelés checkpoints). Ces checkpoints sont situés au moment des phases de croissance, de
synthése d’ADN ou de division cellulaire. L’inactivation de protéines aux points clés ou leur
activation inappropriée entraine des perturbations du cycle cellulaire. La surexpression de la

protéine RB au début de la phase G1, par exemple, entraine un arrét de la phase G1.

a) Structure (Fig.2)

La protéine RB a été identifiée pour la premiére fois par des anticorps dirigés contre une protéine
de fusion TrypE-RB dans E. Coli.

Le produit de I’anti-oncogéne du rétinoblastome est une phosphoprotéine nucléaire : la protéine
RB (pRB ou p110%%) de 105 a 116 kDa correspondant a 928 acides aminés [44, 38]. Cette
protéine est localisée dans le noyau et a la propriété de se fixer a ’ADN double brin. Elle est
absente des lignées cellulaires issues de rétinoblastome [18]. La protéine RB est exprimée dans des
mélanocytes normaux et d’autres cellules et tissus normaux dans des proportions variables [45].
Gréce aux techniques d’immunohistochimie, on a pu constater que la protéine RB est plus

exprimée dans les couches basales de 1’épiderme [45].
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Figure -2-_Représentation schématique de la structure de pRB (d’aprés Lee et Riley [46,

471)
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Elle est constituée de 3 domaines importants et d’un domaine non spécifique : le domaine C-
terminal. Le domaine N-terminal est essentiel pour 1”oligomérisation in vifro [50].

Les domaines A et B sont fréquemment altérés dans les tumeurs malignes et sont nécessaires a la
fixation du facteur de transcription E,F et des oncoprotéines virales (comme 1’antigene SV 40 T).
Les 11 résidus sérine et thréonine sont les résidus phosphorylés sur lesquels agissent les cyclines
dépendantes des kinases (CdK).

La protéine RB contient des séquences homologues avec les filaments intermédiaires du

cytosquelette [49].
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On remarque 5 bandes électrophorétiques migrant de 110 a 116 kDa et correspondant a
différentes formes phosphorylées de la protéine RB [51]. Les formes hypophosphorylées
prédominent en phase Go et début de G1. Les formes hyperphosphorylées sont présentes en phase

S, G2 et M.

b) Réle

La protéine RB a une action inhibitrice sur la division cellulaire en inhibant la progression du cycle
cellulaire. Elle régule la croissance cellulaire par un phénoméne de phosphorylation [52]. La
protéine RB est, en effet, capable de bloquer la progression du cycle cellulaire en G1 et régule
’entrée dans la phase S ou en un point de contréle situé juste apres la mitose [53]. Une mutation
sur les 2 alléles du géne provoque une perte de 1’expression de la protéine RB et le développement
de néoplasies [29]. Pour Cryns et coll., la perte d’un seul allele suffit pour perdre I’expression de
la protéine RB [54]. Tout déficit d’expression ou de synthése de la protéine RB est donc
susceptible de stimuler la croissance, la multiplication de cellules tumorales, I’initiation d’un cancer
et ’laugmentation de la malignité d’un cancer préexistant.

Des mutations ponctuelles virales, interférant avec le site de liaison de la protéine RB, abolissent
sa capacité de transformation [55]. Cela signifie que la forme hypophosphorylée de la protéine RB
posséde une activité onco-suppressive et que les oncoprotéines virales se lient sur les domaines
A/B de la protéine RB sur lesquelles ne peuvent plus se fixer E;F, ou les cyclines D [56].

La liaison de la forme hypophosphorylée de la protéine RB a E2F prévient la transcription des

genes controlés par le promoteur E;.
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E2F régule normalement les génes intervenant dans le cycle cellulaire comme c-myc, c-myb, ADN
polymérase o. La protéine RB peut se lier a ’ADN et réguler la transcription d’un nombre
indéterminé de génes, certains jouant un rdle dans la prolifération cellulaire [57-59]. La protéine
RB est impliquée dans la régulation de nombreux genes affectant le cycle cellulaire comme c-myc,
TGF B et c-fos.

Les conséquences de I’inactivation de la protéine RB sont la prolifération incontrdlée du cycle
cellulaire, I’altération de la différenciation cellulaire et I’apparition de rétinoblastome et autres
tumeurs. La perte de I’expression de la protéine dans quelques types cellulaires que ce soient

représente une étape vers le phénotype malin.

La protéine RB est capable de se lier avec les molécules de 3 tubuline [60].

c) Mode de fonctionnement (Fig. 3- 4)

La phosphorylation et la déphosphorylation de protéines cellulaires sont des mécanismes
importants qui contrélent des évenements cellulaires variés [61].

Le degré de phosphorylation de la protéine RB varie au cours du cycle cellulaire : la protéine RB
est hypophosphorylée en GO et au début de la phase G1, puis phosphorylée sous I’action de
kinases activées par les cyclines depuis la jonction G1-S jusqu’a la fin de la mitose [53, 62-64].
Les cellules au repos et en culture contiennent préférentiellement la protéine RB
hypophosphorylée au contraire des cellules en phase proliférative qui contiennent la forme

hyperphosphorylée [63].
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La phosphorylation parait étre un important moyen de controle post-transcriptionnel médié par les

cyclines D et E et les CdK avec surtout CdK4 [24, 66, 67].

La protéine RB est phosphorylée sur les résidus sérine et thréonine dans au moins 3 étapes
différentes : en milieu de G1, phase S et proche de la phase de transition G2/M [63, 64, 68, 69].
La protéine RB est inhibée par phosphorylation provoquée par la cycline D1. Les cyclines D sont
les principales cyclines impliquées dans la phosphorylation de la protéine RB [70]. Elles servent de
régulateurs de CdK4 et CdK6. La sous-unité régulatrice des CdK sont les cyclines et sont
responsables de la phosphorylation de la protéine RB [49]. Les cyclines A et E sont impliquées
dans la phosphorylation de la protéine RB [66, 67, 71, 72].

La protéine RB peut étre phosphorylée et inactivée par les complexes CdK/cycline des cellules
permettant la progression du cycle cellulaire.

L’hyperphosphorylation provoque un changement de conformation d’une forme active a une
forme inactive de la protéine RB et donc une stimulation de la croissance. Durant I’anaphase, la
protéine RB est déphosphorylée par la protéine phosphatase de type 1 (PP1) [73, 74].

Cette action freinatrice semble aussi pouvoir étre expliquée par des liaisons établies par la protéine
RB et d’autres protéines qui sont directement impliquées dans la régulation du cycle cellulaire
(Fig.4)[75]. La forme hypophosphorylée se lie 4 E2F et empéche son action.

Lorsque des oncoprotéines virales (Simian Virus 40 large T antigéne (SV 40) , adénovirus E1A,
human papilloma virus E7 protéine) se lient avec les formes hypophosphorylées de la protéine RB,
Weinberg et coll. notent une perte de fonctionnalité de la protéine RB [57].

Cryns et coll. rapportent la perte de ’expression de la protéine RB dans les carcinomes et non

dans les adénomes parathyroidiens par surexpression de la cycline D1 [56].
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Selon Saenz-Santamaria et coll, il y aurait une surexpression de la protéine RB dans les
mélanomes primitifs et métastatiques avec une hyperphosphorylation de la protéine la rendant
inactive [76]. Pedley et coll. rapportent la perte d’expression de la protéine RB dans des
mélanocytes aprés irradiation UVB [77].

Figure -3- Modéle général de fonctionnement de la protéine RB (d’aprés Sellers et Kaelin [70])
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Figure -4- Complexe pRB-E2F (d’aprés Sellers et Kaelin [70])
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5) Autres membres de la famille : p107, p130

1l existe 3 protéines appartenant a la famille du géne RB : pRB, pRB2/p130 et p107. L’activité
onco-suppressive de la protéine RB a été la mieux étudiée. Les protéines p130 et pl07 sont
fonctionnellement et structurellement similaires a la protéine RB [78, 79].

Les trois membres de la famille rétinoblastome possédent des propriétés de suppression de

tumeurs 4 des degrés variables [78-83].
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Massaro-Giordano et coll. montrent, en utilisant des techniques d’immunohistochimie sur coupes
histologiques paraffinées, que, contrairement a p130, I’expression de pRB et p107 n’est pas

corrélée a une amélioration du taux de survie a 5 ans comme p53 [80].

lll. GENE RB ET MALIGNITE

1) Géne onco-suppresseur

La transformation d’une cellule normale en une population de cellules tumorales passe par une
accumulation d’altérations dans le fonctionnement de génes cellulaires normaux. Certaines de ces
anomalies jouent un role moteur dans la cancérogénése. 1l s’agit de cellules entrainant un gain de
fonction d’un oncogéne ou une perte de fonction d’un anti-oncogene.

L’existence de génes onco-suppresseurs a été suggérée, il y a plusieurs années, lors d’expériences
consistant a fusionner des cellules normales et tumorales ; il en résultait alors une suppression des
propriétés néoplasiques [84].

Les anti-oncogénes ou onco-suppresseurs, sont des génes qui absents ou déficients, sont a
I’origine de certains cancers [15, 85-88]. A ce jour, 9 génes onco-suppresseurs ont été découverts
pRB, p53, géne WT-1 (tumeur de Wilms), génes NF1 et NF2 (neurofibromatose de type 1 et 2),
géne VHL (syndrdme de Von Hippel-Lindau), géne APC (Polypose colique) et géne DCC (cancer
colique). Deux génes onco-suppresseurs p53 et pRB ont fait ’objet de nombreuses études parce
qu’ils semblent jouer un rdle important et central dans la régulation de la croissance cellulaire

normale [24].
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La génétique de la plupart des syndromes de prédisposition héréditaire au cancer est calquée sur le
modéle de Knudson du rétinoblastome [89].

Ces génes codant pour des protéines ayant un effet répresseur sur des oncogénes et inhibant la
croissance cellulaire, permettent I’expression de ces oncogenes lorsqu’ils sont déficients. Ces
tumeurs ont parfois un caractére dit héréditaire. Un seul géne normal suffit au bon fonctionnement
de la cellule. Les tumeurs ne s’expriment que si la délétion est homozygote. Selon Knudson, la
premiére délétion est d’origine héréditaire ¢’ est-a-dire que sur les deux alléles d’un anti-oncogene
transmis par les parents, un est défectueux (fig. 5) [90]. L’anomalie reste alors muette tant que
I’autre alléle suffit aux besoins de la cellule.

La réintroduction du géne RB dans des cellules déficientes provoque une perte de la

tumorigénicité et la réexpression de la protéine RB [30, 91-96].
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Figure -5- L’hypothése de Knudson [89]

GENESE D’UN RETINOBLASTOME = 2 ETAPES LIMITANTES

rétinoblastome normal rétinoblastome normal dans la
rétine d’un enfant prédisposé

©

Prédisposition = cancérogénése raccourcie d’une étape constitutionnelle

Comings propose, en 1973, un cadre conceptuel 2 la théorie de Knudson en imaginant que les 2
mutations nécessaires et suffisantes  la génése d’un rétinoblastome correspondent a I’inactivation
des deux alléles d’un géne dont la fonction doit freiner la prolifération cellulaire (Fig. 7) [86]. Ce
géne a un comportement récessif a I’échelle de la cellule. Cest sur ce modéle théorique qu’ont été

basées les stratégies ayant abouti au clonage du gene RB, le prototype de I’anti-oncogene.
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Figure -6- L’hypothése de Comings [86]

UN CADRE CONCEPTUEL POUR L’HYPOTHESE DE KNUDSON :

1°) les deux mutations inactivent les deux all¢les d’un méme géne
2°) la fonction du géne est de contrdler des genes de croissance

© © O

NB : Les mutations sont récessives a I’échelon cellulaire (inactivation du second alléle nécessaire).

44



Figure -7- Mécanisme de la perte de fonction du géne RB (d’aprés Friend [9S] )
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La production du géne RB peut étre aussi inactivée par phosphorylation, liaison avec des protéines
virales et cela suggéere que les mutations ne sont pas seules responsables de la perte de fonction de

la protéine RB.

6[N'K4a 5[NK4h

, pl et la surexpression de CDK4 ont été rapportée

D’autre part, I’inactivation de pl
dans des mélanomes primitifs sporadiques, des mélanomes métastatiques et des lignées de
mélanocytes tumoraux [98-102]. Ces molécules interviennent dans le mécanisme de fonctionnement

de la protéine RB.

2) Géne RB et autres tumeurs malignes

L’incidence d’une seconde tumeur maligne chez ces patients ayant une mutation germinale est de 15
a 20% dans les 20 années suivant le diagnostic de rétinoblastome et la mortalité cumulative
d’approximativement 26% aprés 40 ans [103, 104].

La recherche d’une perte de fonction de la protéine RB ou perte d’expression du géne RB, dans des
tumeurs malignes, s’est appuyée sur des constatations cliniques. Le suivi d’enfants guéris d’une
forme héréditaire de rétinoblastome a permis de constater qu’ils sont également trés fortement
prédisposés a d’autres tumeurs malignes comme les ostéosarcomes, les sarcomes, les cancers
pulmonaires a petites cellules, de la prostate, de la vessie, du sein, les carcinomes parathyroidiens,
les mélanomes [20, 29, 54, 91, 93, 94, 103, 105-128]. L’absence d’expression de la protéine RB a
été observée dans des formes plus aggressives de leucémie aigué myéloblastique et de cancer
gastrique [129]. Cette perte d’expression de la protéine RB a également été notée dans des

leucémies myeloides chroniques [130].
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La protéine RB est inactive dans 60% des tumeurs humaines malignes. Elle peut étre inactivée par
des mécanismes trés divers : mutation, liaison & des oncoprotéines virales, phosphorylation [fig.3].

Yokota et coll. ont constaté des mutations du géne RB dans 90 % des cancers pulmonaires a
petites cellules, dans 2/3 des ostéosarcomes et 1/3 des cancers du sein et des cancers de vessie
[34]. Cependant, I’action de la protéine RB peut étre inhibée par d’autres molécules interagissant
avec elle. Ceci a été constaté dans les adénocarcinomes du col utérin avec 'intervention de HPV
E7 (papilloma virus humain E7), P’amplification du gene cycline D dans les cancers de
I’oesophage, du sein et des carcinomes basocellulaires [131-134]. Motokura a constaté une
surexpression de la cycline D1 dans les lymphomes B. Une dysrégulation de cycline D1 contribue
a la cancérogénése [134]. Les ostéosarcomes et chondrosarcomes demeurent les tumeurs malignes
les plus fréquentes chez les patients aux antécédents de rétinoblastome : 37/95 pour Abramson,

7/9 pour Lennox, 20/52 pour Meadow, 9/25 pour Sagerman [105, 121, 136-137]

3) Géne RB et mélanome

Tucker et coll. rapportent 3 cas de mélanomes chez 45 patients aux antécédents de rétinoblastome.
L’apparition d’une deuxiéme tumeur maligne a souvent été attribuée a la radiothérapie mais
plusieurs tumeurs sont apparues hors du champ d’irradiation et chez des patients n’ayant jamais
recu de radiothérapie [118, 119]. En 1986, Draper et coll. suggérent I’existence d’une forte
association entre rétinoblastome et mélanome lorsqu’ils constatent en étudiant 882 patients atteints
de rétinoblastome 30 deuxiémes tumeurs malignes dont 2 mélanomes [120]. Le premier cas est un
mélanome développé dans le champ d’irradiation 17 ans aprés le traitement du rétinoblastome par

radiothérapie. Le deuxieme est apparu en dehors du champs 30 ans aprés. Der Kinderer, en 1987,
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rapporte une incidence de 19% de mélanome ou de secondes tumeurs 25 ans apres le traitement
d’un rétinoblastome en analysant 8 registres nationaux des Pays Bas [136].

Trabousli et coll., 2 ans aprés, constatent une incidence de 7% avec I’apparition de 6 mélanomes
chez des patients aux antécédents de rétinoblastomes bilatéraux dont 3 sont survenus dans les
territoires d’irradiation [120].

C’est avec le développement des techniques de biologie moléculaire et de la génétique que certains
auteurs émettent I'hypothése de l'existence de mutations du géne RB dans les mélanomes ou des

6™%4 entrant dans les mécanismes d’action de la protéine

altérations d’autres molécules comme pl
RB [98, 139, 140]. Lee et coll., en rapportant un cas de développement de 2 mélanomes chez un
jeune homme de 27 ans aux antécédents de rétinoblastome bilatéral traité par énucléation,
radiothérapie orbitaire et chimiothérapie, continuent de suggérer une relation entre ces deux
tumeurs [141].

Lewis et coll. notent que des réarrangements du géne RB sont présents dans 4,5 % des

mélanomes ce qui représente un faible pourcentage [142]. Sanders et coll. signalent des mutations

du géne RB dans des mélanomes [35].
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Tableau -2- Incidence du mélanome chez des survivants de rétinoblastome dans S séries

majeures
TOTAL DE TOTAL DE NOMBRE COMMENTAIRES
SERIES SURVIVANTS DE SECONDE TOTAL DE
RETINOBLASTOME | NEOPLASIES | MELANOMES
Abramson 711 95 4(4,2%) 3 en champs
1984 [105] d’irradiation
Meadow 52 5(9,6%) pas d’irradiation
1985 [121]
Draper 882 30 2(6,7%)
1986 [120]
Lueder 132 7 1(14,3%) pas d’irradiation
1986 [103]
Der Kinderer 122 17 2(11,8%)
1988 [124]
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I. MATERIELS

1) Lignées de mélanocytes tumoraux humains

Pour réaliser notre étude concernant I’expression du géne du rétinoblastome, nous avons utilisé 3

lignées de mélanocytes tumoraux humains (origine : Dr O. Berthier-Vergnes, INSERM U346,

Hopital Edouard Herriot, Lyon). Ces lignées sont capables d’engendrer des tumeurs lorsqu’elles

sont injectées a des souris Nude. Elles possedent des degrés de tumorigénicité et des vitesses de

croissance variables [143-146].

C’est, en 1979, que Jacubovich et Doré établissaient ces 3 lignées : M1Dor, M3Dau, et M4Beu

[147]. Ces meélanocytes tumoraux proviennent de métastases ganglionnaires ou cutanées de

patients. Les trois lignées ont été caractérisées en microscopie électronique, et leur croissance chez

la souris Nude et le raton nouveau-né a été étudiée.

Tableau -3- Caractéristiques des 3 lignées de mélanocytes tumoraux (d’aprés Jacubovich et

Doré)
ORIGINE CARACTERISTI- | HETEROTRANS- |% DE PRISE DE
QUES PLANTATION TUMEUR
PRINCIPALES |CHEZ LA SOURIS CHEZ LA
NUDE 2.10° CEL. SOURIS NUDE
M3Dau | métastase cutanée pseudoépithélioides
achromique non pigmentées + 100
M4Beu | métastase ganglion- | pseudofusiformes
naire pigmentées + 84
Mi1Dor | métastase ganglion- | pseudofusiformes
naire polymorphes + 26

non pigmentées

51




Figure 9 : Aspects morphologiques des trois lignées de mélanocytes tumoraux
humains en microscopie optique. ( objectif x 20)



Graphique -1- Cinétique de la croissance tumorale M3Dau

La taille de la tumeur a été mesurée (en mm®) toutes les semaines pendant 6
semaines aprés inoculation de 2 millions, 1 million et 0,5 million de

cellules tumorales de M3 Dau

200

150-

B 2 millions
B 1 million
10,5 million

100-

1 3 5 6
sem sem sem sem

52




Graphique -2- Cinétique de la croissance tumorale M4Beu

La taille de la tumeur (en mm®) a été mesurée toutes les semaines pendant 6 semaines aprés

inoculation de 2 millions, 1 million et 0,5 million de cellules tumorales M4Beu

B 2 millions
Bl 1 million
10,5 million

1 3 5 6
sem sem sem sem
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Graphique -3- Cinétique de la croissance tumorale de M1Dor

La taille de la tumeur (mm”) a été mesurée toutes les semaines pendant 6 semaines apres

inoculation de 2 millions, 1 million et 0,5 million de cellules tumorales M1Dor.

B 2 millions
B 1 million
10,5 million

1 3 5 6
sem sem sem sem

PR

Le modéle de la souris Nude , intéressant pour I’étude de tumorigénicité, ne permet cependant pas
d’observer la formation de métastases. En effet, les souris Nude présentent trés rarement des
métastases spontanées lorsqu’elles sont transplantées par des cellules humaines cancéreuses. C’est
pourquoi Bailly et Doré en 1987 et Bailly et coll., en 1989 ont choisi le rat nouveau-né pour

étudier la tumorigénicité et le potentiel métastatique de cellules tumorales humaines. Ce modele

semble plus sensible que celui de la souris Nude (fig 14).
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Tableau -4- Potentiel tumorigéne et métastatique des 3 lignées chez le raton nouveau-né
immunodéprimé

% DE PRISE NBRE DE TYPE DE NBRE DE
DE TUMEUR |RATONS NN TUMEUR RATONS
CHEZ LA PRESENTANT PRESENTANT
SOURIS NUDE |UNE TUMEUR UNE META
M3Dau 100 18/18 invasive, 17/18
pigmentée
M4Beu 84 14/14 plate, diffuse, 8/14
nodule +/-,
pigmentée
Mi1Dor 26 11/11 plate, diffuse, 10/11
pigmentée

2) Cellules MOLT-4

Les cellules Molt-4 sont des lignées de cellules lymphoblastiques humaines dont le numéro
d’ATCC est 1582. Elles ont été créées par Minowada et coll. en 1972. Les cellules MOLT-4 ne
produisent pas d’immunoglobuline. Il existe une mutation G—A sur le codon 248 du gene p33.
Elles n’expriment pas p53. La lignée a été contaminée par le mycoplasme et traitée par
antibiothérapie anti-mycoplasme. Les cellules proviennent d’un patient atteint de leucémie aigué
lymphoblastique (LAL) en rémission ayant regu une chimiothérapie. Elles expriment la prot€ine

RB et ont été nos témoins positifs [148].

3) Amorces de ’ADNc du géne RB

Les amorces doivent présenter une température de fusion (melting temperature = Tm) 5°C au
dessus de la température utilisée pour I’hybridation. Plus sa valeur sera élevée, plus ’amplification

sera spécifique. Des valeurs comprises entre 55 et 70°C donnent les meilleurs résultats.
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Le choix des amorces est une étape importante lors de la mise au point d’une polymérisation en
chaine. Plusieurs critéres doivent étre pris en compte :

- la séquence ne doit pas permettre la formation d’épingle a cheveux ou d’hybrides entre

les amorces

- la composition en base doit étre équilibrée en évitant les longues répétitions de CG

- 1a Tm entre les deux amorces ne doit pas étre trop différente
Le choix des amorces optimales est complexe et difficilement réalisable 4 la main. De nos jours, il
existe des logiciels comme « OLIGOCALCULATOR » simplifiant le travail.
Nous avons choisi, compte tenu de I’importante longueur de I’ARNm (4839 kb), d’amplifier les
exons 2, 3, 4, et 5 en totalité. Les amorces spécifiques de ’ADNc de rétinoblastome ont été
sélectionnées a partir du logiciel « Gene Work Program, Intelligenetics » par comparaison a la
séquence d’ADNc du géne du rétinoblastome publiée par Pedley et coll. [75 ]. L’amorce sens est

RB 2 CCTCTCGTCAGGCTTGAGTTT. L’amorce  anti-sens est RB 5:

CCCAGCAGTTCGATATCTACTG. La taille de la séquence amplifiée attendue est de 424 pb
(264™ 4 687°™ nucléotides sur ADNc). On peut ensuite comparer la séquence que 1’on désire
amplifier avec celles connues et contenues dans les banques de données afin d’éliminer des
amplifications parasites dues aux homologies de séquences. La spécificité des amorces a été

vérifiée sur INFOBIOGEN (score de 42).
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Figure - 8 - Séquence en base amplifiée avec les deux amorces

RB2 CCTCTCGTCA GGCTTGAGTT TGAAGAAACA GAAGAACCTG ATTTTACTGC
ATTATGTCAG AAATTAAAGA TACCAGATCA TGTCAGAGAG AGAGCTTGGT
TAACTTGGGA GAAAGTTTCA TCTGTGGATG GAGTATTGGG AGGTTATATT
CAAAAGAAAA AGGAACTGTG GGGAATCTGT ATCTTTATTG CAGCAGTTGA
CCTAGATGAG ATGTCGTTCA CTTTTACTGA GCTACAGAAA AACATAGAAA
TCAGTGTCCA TAAATTCTTT AACTTACTAA AAGAAATTGA TACCAGTACC
AAAGTTGATA ATGCTATGTC AAGACTGTTG AAGAAGTATG ATGTATTGTT
TGCACTCTTC AGCAAATTGG AAAGGACATG TGAACTTATA TATTTGACAC

AACCCAGCAG TTCGATATCT ACTG RB5

4) Enzymes de restriction

Les enzymes de restriction sont des endonucléases coupant de maniére définie et reproductible
I’ ADN double-brin quelle que soit son origine. On note 3 types d’enzymes :
- type I : une fois la séquence reconnue 1’enzyme se déplace sur I’ADN, s’arréte de
maniére aléatoire 1000 & 5000 pb plus loin et libére quelque dizaines de nucléotides
- type II: une fois la séquence reconnue, I’enzyme coupe I’ADN au niveau de cette
séquence
- type III : I’enzyme reconnait une séquence et coupe une vingtaine de nucléotides plus

loin.
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Seules les endonucléases de restriction utilisées en laboratoire sont de type II. Elles clivent
spécifiquement les 2 brins d’ADNc au niveau d’une liaison phosphodiester d’une séquence, en
général palindromique, parfaitement définie, (de 4 a 8 nucléotides) appelée site de restriction.

Afin de confirmer I’identité des produits amplifiés a partir de I’ADNc des 3 lignées de mélanocytes
tumoraux, nous réalisons une digestion par une endonucléase de restriction de type II : Hpa I
(Oncor-Appligen). Cette enzyme coupe la séquence amplifiée et donne deux fragments de 98 et

326 pb.

5) Anticorps anti-pRB monoclonaux

a) Anticorps monoclonal G3-245

Pour réaliser I'immunotransfert, afin de mettre en évidence la protéine RB dans les 3 lignées de
mélanocytes tumoraux humains, nous avons utilisé I’anticorps monoclonal de souris anti-
protéine RB humaine G3-245 (PharMingen, Becton Dickinson Company), d’isotype IgGl,
comme d’autres auteurs auparavant [79, 111, 149-151]. Cet anticorps reconnait un épitope de la
protéine RB de 332 a 344 acides aminés. La séquence en acides aminés est DARLFLDHDKTLQ.
Cet anticorps peut-€tre utilisé pour réaliser des immunotransferts (1-2pg/ml), des
immunoprécipitations (1-2 pg/ million de cellules), de la cytométrie de flux, des
immunofluorescences (1-5 pg/ml), des études en immunohistochimie sur coupe congelée, fixée par
formaldéhyde ou déparaffinée (0,1-1 pg/ml). En immunotransfert, la protéine RB est révélée par
plusieurs bandes situées entre 110 et 116 kD. Elles correspondent aux différents états de

phosphorylation de la protéine qui varient au cours du cycle cellulaire. Les conditions d’obtention
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du gel de polyacrylamide influencent le nombre de bandes. Pour une séparation optimale des

bandes, il est conseillé un gel de 7-10 % d’acrylamide.

b) Anticorps monoclonal G99-2005

Nous avons également réalis¢ un immunotransfert en utilisant un autre anticorps monoclonal
jusqu’alors jamais utilisé par d’autres auteurs. Il s’agit de 1’anticorps monoclonal de souris anti-
protéine RB humaine (Research Diagnostics Inc), de sous-type IgG1 : G99-2005.

Cet anticorps reconnait la fraction N-terminale de la protéine RB ¢’est-a-dire les 240 premiers
acides aminés. Les conditions d’immunotransfert sont similaires a celles utilisées avec ’anticorps
(G3-245.

c) Anticorps de chévre anti-lgG1 de souris couplé 48 HRP

Nous avons choisi un anticorps de cheévre anti- IgG1 de souris marqué a la peroxidase pour révéler

en sous-classe et obtenir une bande €lectrophorétique étroite.
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Il. METHODES

1) Cultures cellulaires

a) Milieu et conditions de culture

Les 3 lignées de mélanocytes tumoraux humains sont cultivées en milieu « McCoy 5A modified
medium » (Gibco-BRL) contenant 1% de L-glutamine auquel est ajouté 10% de serum de veau
foetal décomplémenté (SVF) (BioWhittaker) [annexe 1] et de la gentamycine (Spg / pl, Gibco-
BRL) [annexe 2].

Les cellules des trois lignées sont incubées dans une étuve en atmosphére humide avec 5% de CO,

et a 37°C.

b) Trypsinisation

Les cellules a confluence sont trypsinées 2 fois par semaine. Préalablement lavées par une solution
saline de phosphate (PBS) a pH 7,4 [annexe 3], les cellules mélanocytaires tumorales sont
incubées pendant 5 minutes a 37°C dans de la trypsine-EDTA (Gibco-BRL). Afin d’inhiber
I’action de la trypsine par le serum de veau foetal, les cellules sont reprises par du milieu McCoy
5A complet et centrifugées pendant 6 minutes & 20°C a 1200 rotation par minute (rpm). Apres
centrifugation, le culot cellulaire est repris dans du milieu de culture McCoy 5A complet puis

divisé en deux et réensemenceé.
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c) Congélation

Quand cela est nécessaire, les cellules sont congelées a4 - 80°C a une concentration de 2.10°
cellules / ml (1 ml / cryotube) dans du milieu de congélation de McCoy 5A sans gentamycine,
contenant 10% de diméthyl sulfoxide (DMSO) et 20% de SVF [annexe 4].

Des culots de 5 a4 10 millions de cellules de chacune des trois lignées de mélanocytes tumoraux
humains sont congelés sans milieu de congélation apres deux lavages au PBS afin de réaliser

I’étude.

d) Comptage des cellules

La numération des cellules s’effectue en mélangeant 20 pl de cellules trypsinées a 80 pl de bleu
trypan dans un eppendorf. On dépose 20 pl de ce mélange sur cellule de Mallassez par capillarité.
Les cellules vivantes (blanches) excluent le colorant qui pénétre seulement dans les cellules mortes
(apparaissant bleues). Les cellules blanches sont ensuite comptées.

Nombre de cellule / ml = (nombre de cellules blanches / @) x 10 x 1000 x 5 x volume de reprise

nombre de ligne sur cellule de Mallassez

2) Méthodes générales de biologie moléculaire

a) Extraction des ARN totaux

Les cellules utilisées pour I’extraction des ARN sont lavées 2 fois par du PBS.
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L’extraction des ARN totaux est réalisée a 1’aide du kit « Tripure Isolation Reagent » (Roche)
selon la méthode de Chomczynski et Sacchi [152]. Le culot cellulaire est homogénéisé a raison
d’un volume (V) de la solution Tripure et 0,2 V de chloroforme pour 5.10° cellules, agité 15
secondes, laissé 5 min dans la glace et centrifugé (15 min, 12000 g, 4°C). Les ARN se trouvent
dans la phase aqueuse supérieure tandis que I’ADN et les protéines sont au niveau de I’interface et
dans la phase organique inférieure. Les ARN sont précipités en mélangeant la phase aqueuse 4 0,5
V d’isopropanol. Aprés incubation (a température ambiante 10 minutes) le culot est récupéré par
centrifugation ( 15 min, 12000 g, 4°C), lavé avec de ’éthanol a 75 % pour éliminer les sels et
centrifugé 5 min, a 7500 g et a 4°C. Il est ensuite séché sous vide 20 min et repris par 20 pl d’eau
traitée a 0,001 % de diéthyl pyrocarbonate (DEPC). Le dosage des ARN est réalisé par
spectrophotométrie : mesure des densités optiques (DO) & 2 longueurs d’onde ( A = 260 nm
(détection des acides nucléiques) et A = 280 nm (détection des protéines)) . La pureté des ARN
est contrdlée par le calcul du rapport DO260 / DO280 qui doit étre compris entre 1,6 et 2. Les
ARN sont quantifiés en sachant qu’une unité de DO correspond a4 40 pg/ml d’ARN. La
concentration d’ARN est calculée selon la formule suiyante: C = DO 260 x 40 x 250 et est
exprimée en pg/ul. La qualité des ARN est vérifiée sur gel d’agarose 4 0,8 % [annexe 5]
contenant un agent intercalant, le bromure d’éthydium (BET), par électrophorése [annexe 6]. Le
BET s’intercale entre les bases de la double hélice d’ADN et fluoresce sous UV permettant ainsi

de visualiser les bandes.
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DO 260 DO 280 [ARN] pg/pl
M1 Dor 0,4876 0,2512 47876
M3 Dau 0,3587 0,1881 3,587
M4 Beu 0,8587 0,4710 8,587
Molt-4 (témoin +) 0,6974 0,4296 6,974

b) Transcription inverse (RT)

La transcription inverse permet la transcription d’ARN en ADN complémentaire (ADNc) gréce a
la transcriptase inverse. Cette enzyme synthétise le brin complémentaire d’ADN a partir d’une
amorce polydT hybridée sur la queue polyA (matrice) des ARNm eucaryotes.
La technique a été réalisée a 1’aide du « Superscript Preamplification System » (Gibco-BRL) et du
thermocycleur Crocodile IT (Oncor-Appligene).
Deux variétés d”’ARN ont été utilisées :

- les ARN totaux des 3 lignées de mélanocytes tumoraux humains

- PARN contréle du kit codant la chloramphénicol acétyltransférase qui a servi de

témoin du bon fonctionnement de I’expérience.
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Tableau - 5 - Conditions utilisées pour la rétro-transcription des ARNm

échantillons controle H,O DEPC Oligo DT
M1 Dor 0,3 ul 10,7 ul 1l
M3 Dau 0,6l 10,4 pl 1 pl
M4 Beu 1 pl 10 ul 1 ul
Molt-4 0,5 pl 10,5 pul 1 ul
Controle 1 pl 10 pl 1l

L’hybridation de I’oligo dT avec la queue polyA des ARNm est obtenue en incubant ce mélange
10 minutes a 70°C. Il est ensuite refroidi dans la glace.

Dans chaque tube, nous ajoutons au 6 ul du mélange suivant :

-2 x 6 pl de tampon PCR 10X, soit 12 pl

- 2 x 6 ul de MgCl; (25 mM), soit 12 pl

- 1x 6 ul de ANTP (10 mM), soit 6 pl

-2x 6 ulde DTT (0,1 M), soit 12 pl

Les tubes sont incubés 5 min a 42°C. On ajoute ensuite 1 pl de transcriptase inverse (RT) (200UT)
pour un temps réactionnel de 50 min a 42°C. Le mélange est placé 15 min a 70°C afin de détruire
la transcriptase inverse puis refroidi dans la glace. La matrice d’ARN est & son tour détruite en
incubant le mélange 20 min a 37°C avec 1 pl de Rnase H (2 UI) (fig.16). A la fin de la réaction, on
obtient 20 pl de solution ne contenant que des ADN complémentaires permettant ainsi de réaliser

2 PCR par tube de RT.
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c) Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) permet I’amplification exponentielle d’un fragment
d’ADN déterminé. L’ADN peut provenir soit d’une extraction d’ADN génomique soit d’une
transcription inverse a partir d’une extraction d’ARN.

Elle est réalisée a I’aide du « Superscript Preamplification System (Gibco- BRL) » et de 0,5 U de
Taq polymérase (Oncor-Appligéne). Elle se compose de 20 a 30 cycles. Chaque cycle comporte 3
étapes :

- une dénaturation par la chaleur des brins d’ADN

- une hybridation spécifique des amorces RB2 et RB5 sur ’ADN a amplifier

- une synthése des brins d’ADN complémentaires par la Taq polymérase.

Les amorces spécifiques du géne RB ont été sélectionnées a partir d’un programme informatique
(Gene Works Program, IntelliGenetics) par comparaison & la séquence d’ADNc du géne RB
humain publiée par Pedley [75].

Amorce sens RB2 : 5’-CCTCTCGTCAGGCTTGAGTTT 3’

Amorce anti-sens RB5 : 3’-CCCAGCAGTTCGATATCTACTG 5°

La taille de la séquence amplifiée attendue est de 424 pb.

Trois controles sont réalisés lors de la PCR :

- un contrdle positif (C+) avec les amorces de I’ADNc contrdle et ’ADNc contrdle obtenu par
RT de I’ARN controle.

- un contrdle négatif (C-) avec les amorces spécifiques RB2, RB5 et ADNc contrdle.

- un témoin positif, I’ ADNc obtenu par RT des ARN de MOLT-4 avec les amorces RB2 et RB5.
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On prépare le mélange Mix 1 suivant pour nombre d’échantillon + 1 (soit 6+1=7):

- Tampon PCR 10X : 5 plx 7, soit 35 pl

- dNTP (10 mM) : 1 pl x 7, soit 7 ul

- H,0 distillée stérile : 30 pl x 7, soit 210 pl

- Taq Polymérase (5 U/ pl) : 0,1 pl x 7, soit 0,7 pl.

Dans I’eppendorf appelé C+, on ajoute 36 pl de Mix 1, 1 pl de I’'amorce A et 1 ul de ’amorce B.
On prépare le mélange Mix 2 comme suit

- Mix 1

- nombre d’échantillon - (C+) + 1 (soit 5 + 1 = 6) x 2ul de chacune des amorces spécifiques de
RB, soit 2 ul x 6 de RB2 et 2 pl x 6 de RB5.

On dépose 40 pl de Mix 2 dans C-, M1 Dor, M3 Dau, M4 Beu, et Molt-4. On ajoute 50 pl d’huile
dans tous les eppendorfs puis les tubes sont placés dans le thermocycleur et ’amplification a lieu

selon les conditions suivantes:

dénaturation 2 min a 94°C 1 cycle

dénaturation 1 min a 94°C

hybridation 1 min & 55°C 35 cycles
élongation 2 min a 72°C -
élongation 5 min a 72°C 1 cycle

terminaison 30 min a 25°C
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d) Migration sur gel d’agarose a 1%

Les produits de PCR sont ensuite révélés par une €lectrophoréese sur gel d’agarose a 1 % [annexe
7]. Chaque échantillon est déposé dans un puits différent avec du bleu de charge. Le marqueur de
poids moléculaire utilisé est « 100bp DNA ladder » (Promega) dont la bande en hyperbrillance

correspond a un poids moléculaire de 500pb.

e) Vérification des produits PCR par digestion

enzymatique

Afin de confirmer I'identité des produits de PCR obtenus & partir de ’ADNc des 3 lignées de
mélanocytes tumoraux humains (M1 Dor, M3 Dau, M4 Beu), et les cellules Molt-4, nous avons
réalisé une digestion par une enzyme de restriction de la séquence nucléotidique : Hpa 1.

Deux fragments de 98 pb et 326 pb ( = 424 pb) sont obtenus.

Nous avons incubé 10 pl de produits PCR de chaque lignée avec 1,5 pl de Tampon 10 X V, 1 ul
d’enzyme Hpa I et 2,5 pl d’eau distillée pendant 2 heures a 37°C. L’incubation s’effectue a la
température ou I’activité de I’enzyme choisie est optimale en générale 37°C.

Nous avons ensuite réalisé¢ une migration sur gel d’agarose a 1,8 % en mettant dans chaque puits
15 pl de la préparation sus jascente avec 3 pl de tampon de charge. Cette électrophorése permet
de faire migrer des molécules chargées en solution sous I’effet d’un champ électrique. Leur vitesse
de migration dépend en grande partie de leur taille et de leur charge qui vont permettre de séparer

les molécules.
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3) Immunotransfert ou western blot

a) Préparation des extraits

Les cellules des 3 lignées de mélanocytes tumoraux humains (5 x 10°) et les Molt-4 (témoin positif)
sont lysées en ajoutant 250ul d’un tampon de lyse [annexe 8]. Les eppendorfs sont placées 25 min
dans la glace puis centrifugés 12000 g a 4°C pendant 15 min. Le surnageant est alicoté par 200ul
pour chaque échantillon. Chaque échantillon est dissout avec le tampon bleu avec dithiotréitol (DTT)
[annexe 9] comme suit :

témoin + : 200 pl d’extraits (soit 600 pg) + 100 pl de DTT

M1 Dor : 100 pl d’extraits (soit 600ug) + 200 pl de DTT

M3 Dau : 100 pl d’extraits (soit 600pg) + 200 ul de DTT

M4 Beu : 70 pl d’extraits (soit 600 pg) + 230 pl de DTT

Chaque aliquot est chauffé pendant 2 min a 90°C.

Les échantillons sont déposés dans les puits a raison de 100 pl par puits ainsi que les témoins de

poids moléculaires (standard, 200, 116, 97...).

b) Quantification des protéines totales

La concentration en protéine totale de chaque échantillon a été déterminée en pg /pl par la technique

de Folin [annexe 10].
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c) Préparation des gels de migration et de

concentration

Un gel de polyacrylamide (SDS-Page) a 7,5 % ou separating gel est réalisé avec Tris HCl 1 M a
pH 8,8, SDS 10 %, Acrylamide 45 %, Temed, de I’eau distillée et de I’ammonium persulfate a 10 %
[annexe 11]. Au bout d’une heure trente (temps de polymérisation du gel de séparation), le gel de

concentration ou staking gel a 3 % [annexe 12], est coulé aprés mise en place des peignes.

d) Migration

Les échantillons des extraits M1Dor, M3Dau, M4Beu et MOLT-4 sont déposés dans les puits a
raison de 100 pl / puits.

La migration s’effectue pendant environ 4 heures 2 ampérage constant (30 mA).

e) Transfert

Les protéines sont alors transférées sur feuille de nitrocellulose grice a un électrotransfert pendant

une nuit & voltage constant (30 V) dans du tampon de transfert [annexel3].

La feuille de nitrocellulose est placée successivement dans une cuve contenant du rouge ponceau

pour mettre en €vidence les protéines puis rincée deux fois dans de I’eau distillée.
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f) Blocage

Les bandes sont ensuite découpées puis mises dans une cuve contenant du tampon de blocage
[annexe 14] pendant 2h30. Chaque bande est ensuite incubée dans 3 ml de tampon d’incubation
[annexe 15] avec 6 ul d’anticorps de souris anti-protéine RB humaine (G3-245), soit une dilution au
1/500 °™ pendant une heure. Un ringage des bandes est effectué 5 fois avec un tampon de lavage
[annexe 16]. Chaque bande est incubée dans 3 ml de tampon de lavage avec 10 pl d’anticorps de
chévre anti-souris IgG1 (dilution au 1/1500 ™) marqués a la peroxidase pendant 1 heure suivi de 5

lavages avec le tampon de lavage puis 2 lavages de 5 minutes au Tris 100mM a pH 7,4.

g) Révélation

Les peroxidases sont ensuite révélées dans un milieu contenant 100 ml de Tris 100 mM a pH 7.4 et
50 mg de diaminobenzidine (DAB). Les bandes sont placées dans la solution contenant le DAB et &
laquelle on rajoute 100 pl de H,O,, puis dans ’acide acétique a 3 % et enfin 10 minutes dans de I’eau
distillée. Le poids moléculaire des protéines qui ont fixé I’anticorps anti-protéine RB est calculé par
comparaison avec des protéines de poids moléculaire connues qui ont été séparées par électrophorése

et transférées simultanément.
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4) Quantification de la protéine RB par mesure de la densité
optique

Nous avons utilisé la mesure de la densité optique des bandes de nitrocellulose pour quantifier la
protéine RB. Les bandes ont pour cela été scannées puis analysées par un logiciel de
spectrophotométrie. Un pourcentage de la protéine RB était obtenu par rapport a la quantité de

protéines totales.
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I. Présence de ’ARNm du géne du rétinoblastome dans nos 3 lignées

de mélanocytes tumoraux humains.

Nous avons recherché ’ARNm du géne RB par transcription inverse suivie d’une polymérisation
en chaine (RT-PCR) dans nos trois lignées de mélanocytes tumoraux humains M1 Dor, M3 Dau,
M4 Beu et les Molt-4 (témoin +).

La séquence de 424 pb correspondant aux exons 2, 3, 4 et 5 de ’ARNm du géne RB a été
amplifiée dans nos 3 lignées ainsi que celle du témoin positif. Nous avons visualisé aprés migration

des produits RT-PCR sur gel d’agarose a 1,8%, la bande a 424 pb (fig.10).
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Figure -10- Analyse de ’ARNm du géne RB par RT-PCR

piste 1: marqueur de poids moléculaire 100 pb (Promega) ; piste 2 : contréle + contenant le
contréle de RT avec les amorces A et B (chloramphénicol acétyl transférase) ; piste 3 : contrle -
contenant le contréle de RT avec les amorces RB2 et RB5 ; piste 4 : 0 contenant de I’eau avec
les amorces spécifiques RB2 et RBS5 ; pistes §, 6, 7 : lignées M1 Dor, M3 Dau, et M4 Beu

respectivement ; piste 8 : Témoin positif Molt-4
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Nous avons vérifié par digestion enzymatique la présence de deux bandes a 99 et 326 pb
attendues (Fig.11). Il s’agissait d’une technique non quantitative ne permettant pas de déterminer
les taux de transcription de I’ADNCc au sein des 3 lignées.

Nos 3 lignées de mélanocytes tumoraux expriment un ARNm du géne RB.

Figure - 11 - Vérification par digestion enzymatique

pistes 1 et 10 : marqueur de poids moléculaire 100 pb (Promega) ; piste 2 : M1 Dor non digérée ;
piste 3 : M1 Dor digérée ; piste 4 : M3 Dau non digérée ; piste 5 : M3 Dau digérée ; piste 6 : M4
beu non digérée ; piste 7: M4 Beu digérée ; piste 8 : molt 4 non digérée ; piste 9 : molt 4

digérée.

75



Il. Présence de la protéine RB dans les trois lignées de mélanocytes

tumoraux humains

Nous nous sommes intéressés a I’expression protéique du gene du rétinoblastome dans nos 3
lignées de mélanocytes tumoraux humains. Pour cela, nous avons utilisé la technique
d’immunotransfert puisqu’il existe un anticorps monoclonal de souris anti-protéine RB humaine
qui fonctionne en immunotransfert (G3-245, Pharmingen) et utilisé avec succes par de nombreuses
équipes. Cet anticorps reconnait spécifiquement un fragment de la protéine entre les acides aminés
332 a 344.

La figure 12 montre que les trois lignées de mélanocytes tumoraux M1 Dor, M3 Dau et M4
Beu expriment la protéine RB.

Les cellules Molt-4, cellules leucémiques, expriment la protéine RB et ont été nos témoins positifs.
La bande correspond a une protéine de poids moléculaire de 116 kD, poids moléculaire de la
protéine RB sous forme hyperphosphorylée.

Un immunotransfert réalisé avec I’anticorps G99-2005 (correspondant & 1’épitope 1 a 240 acides
aminés codé par ’ARNm que nous avons amplifi€) dans les mémes conditions techniques est
négatif pour les trois lignées et le témoin positif Molt-4.

L’immunotransfert a été réalisé a plusieurs reprises en faisant varier les concentrations des

anticorps sans succes.
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Figure - 12- Immunotransfert sur gel de polyacrylamide a 7,5% (SDS page 7,5%)

piste 1 : témoin positif ; piste 2 : M1 Dor ; piste 3 : M3 Dau ; piste 4 : M4 Beu. La bande

« témoin positif » est située & 116 kD. Cette bande existe sur les lignes 2, 3 et 4.

1 2 3 4
Rl N : swisinns e 116 Kd
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ill. Quantification de la protéine RB dans les 3 lignées et le témoin +

En réalisant les immunotransferts, et bien que cette technique ne soit pas quantitative, nous avons
constaté des bandes moins intenses, nous amenant ainsi a quantifier la protéine RB.

Nous avons voulu mesurer la quantité de protéine RB pour chacune des 3 lignées et la corréler a

L L e |

;Jvestem blot 1
%

we;stem blot 3
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Graphique - 4 - Expression en pourcentage de la quantité de protéine RB

._ Ade prOtel - e |

Dans des conditions rigoureusement identiques, nous avons effectué 3 immunotransferts avec les 3
lignées de mélanocytes tumoraux humains et les cellules MOLT-4. Grice a un logiciel
informatique, nous avons mesuré par densité optique la quantité de protéine RB pour les lignées
MI1Dor, M3Dau et M4Beu. Nous avons obtenu 3 mesures pour chaque lignée cellulaire,
exprimées en %, qui nous ont permis de réaliser une moyenne. On ne constate pas de différence
significative entre les lignées de mélanocytes tumoraux humains et les cellules MOLT-4. La
quantité de protéine RB contenue dans la lignée M3Dau semble moins importante que dans les

autres lignées.
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Le suivi des patients considérés en rémission compléte d’une forme héréditaire de rétinoblastome a
permis de constater qu’ils sont trés fortement prédisposés a d’autres tumeurs malignes. Ces
néoplasies sont par ordre de fréquence décroissante les ostéosarcomes, des sarcomes des parties
molles, des cancers pulmonaires a petites cellules, de la vessie, des mélanomes...

En 1987, le géne du rétinoblastome est isolé sur le bras long du chromosome 13 sur le locus 14.2.
Le produit du géne RB est une phosphoprotéine RB de 110 4 116 kd selon son degré de
phosphorylation.

Le role de la protéine RB, protéine onco-suppressive, dans 1’apparition, la progression et la
dissémination du mélanome, demeure controversé dans la littérature. Certains signalent une
diminution de la croissance cellulaire tumorale lors de I’apport d’une protéine RB fonctionnelle
dans des lignées cellulaires déficientes (cellules tumorales de vessie, sein, poumon, ostéosarcome)
en protéine RB et cela de maniére dose dépendante [153].

Lewis et coll. semblent plus réservés et rapportent une incidence de 4,5% de réarrangement du
geéne RB dans 10 lignees de mélanocytes tumoraux humains [142]. Gope et coll. signalent des taux
élevés de protéines RB dans des cellules tumorales non mélaniques. Peu d’auteurs ont étudié la
protéine RB et ses effets sur le cycle cellulaire, la propagation tumorale dans des lignées de
mélanocytes tumoraux humains en raison de la longueur du géne, du fait qu’il ne s’agisse que d’un
maillon de la chaine de réaction, de 'importance croissante de p16, autre onco-suppresseur. Seuls
Khan et Lewis ont mené des études sur des mélanocytes tumoraux humains. Khan et coll.
Sorientent vers une perte de fonctionnalité de la protéine RB par atteinte de p16 et des CdK

[154].

81



Dans notre étude, nous avons voulu vérifier expression du geéne RB dans trois lignées de
mélanocytes tumoraux humains M1Dor, M3Dau et M4Beu. Les patients dont sont issues ces
lignées étaient non porteurs de rétinoblastome.

Grice 4 une RT-PCR avec ’ARN total de chacune des 3 lignées et du témoin positif MOLT-4,
nous avons montré que les 3 lignées possédent ’ARNm du gene RB. Notre étude est purement
qualitative et non quantitative ; nous ne pouvons pas déterminer le nombre de copies d’ARNm
émises par cellule.

Comme d’autres auteurs, nous signalons la présence d’ARNm dans nos 3 lignées de mélanocytes
tumoraux humains [77,142]. A I’inverse Valente tente de surexprimer la protéine RB par
transfection du géne RB dans des lignées de mélanocytes tumoraux murins déficients en géne RB
(RB") et démontre une diminution de 50% de la croissance cellulaire. Il reste cependant prudent
dans ses conclusions en insistant sur le fait que la protéine RB ne pourrait étre qu’une molécule
intermédiaire interagissant avec d’autres protéines. En effet, la surexpression de la protéine ne
stoppe pas complétement la croissance et la progression et suggere des mécanismes hautement
complexes intervenant dans I’initiation et la dissémination du mélanome [151].

Lefebvre et coll. constatent le méme phénoméne en transfectant par €lectroporation un plasmide
pZipNeo (rétrovirus) contenant de ADNc du géne RB dans des lignées de cellules
lymphoblastiques humaines [96]. Les amorces qu’ils utilisent permettent d’amplifier les exons de
20 a 22. Dong, il conclue que la protéine RB, protéine onco-suppressive ne suffit pas a réverser
complétement et a elle seule le phénotype malin.

Kornblau démontre qu’un faible taux de protéine RB au moment du diagnostic de leucémie aigué
myeloblastique, est associé & un faible taux de survie parce que les patients répondent moins bien

aux thérapeutiques conventionnelles [155].
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Takahashi et coll., en 1991, démontrent que la restauration de la protéine RB fonctionnelle dans
des cellules carcinomateuses humaines de vessie provoque une diminution de la tumorigénicité
[114].

Antelman et coll. signalent une diminution de la croissance uniquement en apportant la protéine
RB dans des lignées cellulaires d’adénocarcinome pulmonaire RB™ en mesurant la diminution

d’incorporation de thymidine tritiée et propose une protéinothérapie [153].

Apres avoir recherché I’ARNm du géne RB, nous avons mis en évidence la présence de la protéine
RB sous sa forme hyperphosphorylée donc inactive. La phosphorylation de la protéine varie au
cours du cycle cellulaire. Le fait que nous n’ayons pas stoppé la croissance a des phases précises
du cycle, ne nous permet donc pas de conclure quant a I’aspect fonctionnel de la protéine. Pour
cela, nous aurions di utiliser I’affinité du segment T large de SV 40 pour la protéine RB et révéler
par un anticorps anti-segment T large comme I’avait fait auparavant Khan [154].

D’autre part, nous avons voulu affiner notre recherche de la protéine par immunotransfert en
utilisant un anticorps permettant de mettre en évidence un épitope de la protéine RB codé
exactement par le fragment d’ARNm que nous avons amplifié ¢’est-a-dire I’extrémité N-terminale.
Tous les immunotransferts sont restés négatifs y compris les Molt-4 (rappelons le: témoins
positifs) et ce malgré I’augmentation des concentrations de cet anticorps G99-2005.

Comme nous I’avons précédemment dit, seuls deux auteurs ont étudié 1’expression du géne RB du
rétinoblastome dans des lignées de mélanocytes tumoraux humains. Le premier a s’y étre intéressé
est Lewis. Pour cela, il extrait P’ADN de 20 mélanomes primitifs (10 Superficial spreading
melanoma, et 10 mélanomes nodulaires), de 13 métastases de mélanomes (7 adénopathies

métastatiques inguinales, 4 axillaires et 2 nodules sous-cutanés) et de 10 lignées de mélanocytes
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blot et conclut que I'incidence des réarrangements dans le géne RB n’atteint que 4,5%. Il ne
précise pas I’origine de ses lignées de mélanocytes tumoraux : sont-elles humaines ou murines ?
D’autre part, il ne réalise ni RT-PCR ni immunotransfert pour rechercher la protéine RB.

Trois années plus tard, Khan et son équipe étudient a nouveau ’expression du géne RB dans une
lignée de mélanocytes tumoraux humains MM96L. Un immunotransfert montre que la lignée
MMO6L exprime la protéine RB et met en évidence une protéine RB fonctionnelle par liaison avec
la SV 40 large T, elle-méme révélée par un anticorps anti-SV 40 large T. Dans son étude, il
démontre que la protéine RB est exprimée dans la lignée MMO96L et qu’elle est fonctionnelle. 11
signale I’absence d’expression de pl6 en immunotransfert et le role de cette protéine dans les
interactions avec la protéine RB.

Comme Khan et coll. nous émettons I’hypotheése que d’autres molécules ou genes (CDKN2A /
pl6...) entrant dans la cascade de réactions aboutissant a une protéine RB fonctionnelle, seraient
respectivement non fonctionnelles ou mutés.

Lorsque I’on considére les autres molécules interagissant avec la protéine RB et influengant sa
fonctionnalité, on observe que la protéine p16 joue un role majeur. De nombreux auteurs signalent
des mutations du gene CDKN2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), situé sur le bras court du
chromosome 9 sur le locus 21, dans des lignées de mélanocytes tumoraux.

Les mutations ponctuelles sont plus fréquentes dans les mélanomes familiaux et les délétions plutdt
que dans les mélanomes sporadiques [98,100]. La protéine pl6, possédant 156 acides aminés

inhibe les CDK4/6.
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Figure - 13 - Place de la protéine RB et p16 dans la progression du cycle cellulaire [156]
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En remarquant des différences de densité entre les bandes obtenues en immunotransfert avec les 3
lignées de mélanocytes tumoraux humains, nous avons tenté une quantification. Le taux de
protéine RB est sensiblement similaire entre les lignées et le témoin positif et est de 13 %. On note
une différence minime entre le taux de protéine dans la lignée M3Dau et les lignées M1Dor et
M4Beu mais qui n’est pas significative.

La technique de quantification que nous avons utilisée n’est probablement pas assez fiable et il sera

nécessaire de quantifier par cytométrie de flux ou réaliser une PCR quantitative. Ceci nous

ros s
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Dans la littérature, on s’apergoit que de nombreux auteurs se sont intéressés aux effets des ultra-
violets sur I’expression de la protéine RB et de p16 [27, 157]. Les UV diminuent I’expression des
protéines onco-suppressives de maniére significative et confortent Iidée de leur role dans
Pinitiation, la progression et dissémination des tumeurs mélaniques. Le premier a s’y étre intéressé
est Pedley en 1996. 1l étudie I’expression de la protéine RB dans la lignée de melanocytes
tumoraux humains MMO6L aprés irradiation UV. Il constate une diminution de I’expression de 55
a 70 % par rapport au contrdle 9 & 12H aprés I'irradiation UVB (751 / m?) et 2 a 14% 48h aprés

300] / m*d’UVB.
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Notre étude a permis de révéler la présence de la protéine RB et de I’ARNm du géne RB pour
la premiére fois dans les 3 lignées de mélanocytes tumoraux humains M1Dor, M3Dau, et M4Beu.
Aprés avoir mis en évidence la présence de la protéine RB ainsi que I’ARNm du géne RB, nous
avons réalisé un immunotransfert quantitatif en mesurant la densité optique des bandes de
nitrocellulose obtenues. Elle ne nous a pas permis d’apprécier le taux d’expression de la protéine
RB. Un nouveau dosage sera réalisé par cytométrie de flux. Une RT-PCR quantitative sur les
ARN totaux des 3 lignées permettra de confirmer les résultats.

L’immunotransfert avec I’anticorps dirigé contre ’épitope de la région N-terminale est resté
négatif, alors que la séquence amplifiée est présente. On peut s’interroger sur ’existence de
mutations ponctuelles qui, lors de la traduction en protéines, donnent un épitope non reconnu par
Ianticorps G99-2005. Pour répondre a cette question, nous réaliserons un séquengage.

Par la suite, les 3 lignées seront irradiées afin d’évaluer si I’expression de la protéine RB est UV-
dépendante. Les cellules cultivées en boite de Pétri seront exposées & des radiations UVA, UVB
(280-315 nm) et TLO1 (312 nm) et des immunotransferts et RT-PCR quantitatifs seront réalisées.
Certains auteurs comme Pedley et coll., se sont intéressés aux effets des UVB sur une lignée de
mélanocytes tumoraux humains MMO6L et des mélanocytes normaux et ont montré une baisse
de I’expression de ’ARNm et de la quantité¢ de protéine RB [27]. Notre travail tentera de
confirmer les constatations de Pedley avec 3 nouvelles lignées de mélanocytes tumoraux humaines
et décrira les effets des UVA et de I’expression de la protéine RB. D’autre part, il serait
intéressant de rechercher 1’expression de p16 dans ces mémes lignées puisque cette protéine est

fréquemment mutée dans les mélanomes et intervient dans le fonctionnement de la protéine RB.
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ANNEXE 1

Préparation du sérum de veau (SVF) décomplémenté

o Décongélation d’un flacon de 500ml de SVF non décomplémenté au bain-marie a 37°C
o Placer le SVF décongelé 30 min & 56°C dans un bain-marie pour obtenir du SVF
décomplémenté, qui sera alicoté dans 10 falcons de 50 ml

e Conservation a - 20°C
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ANNEXE 2

Préparation du milieu MacCoy 5A complet

o Décongélation d’un falcon de 50 ml de SVF décomplémenté au bain-marie a 37°C

o Mettre & température ambiante le milieu Mc Coy 5A avec L-Glutamate sans gentamycine
(Gibco-BRL)

o Ajouter au milieu Mc Coy 5A medium les 50 ml de SVF décomplémenté

o Ajouter 250 ul de gentamycine (10mg / ml)

e Conservation a + 4°C
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ANNEXE 3

Préparation du PBS
e Meélanger pour 1 litre :
- 8 g de NaCl
-0,2 g de KCl
- 1,15 g de sodium phosphate anhydre (Na;HPO,)
- 0,2 g de K;H,PO4
- 1 litre d’eau distillée
e Ajuster a pH 7,4
e Autoclaver

e Conservation a +4°C
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ANNEXE 4

Préparation_du_milieu de congélation des mélanocytes tumoraux humains

o Ajouter a 70 ml de milieu Mc Coy 5A medium, 20 ml de SVF décomplémenté décongelé au
bain-marie a 37°C.

e Ajouter une ampoule de 10 ml de diméthyl sulfoxide (DMSO)

e Agiter soigneusement le flacon

e Alicoter le contenu du flacon dans 2 falcons de 50 ml

e Conservation a - 20°C
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ANNEXE §

Préparation du minigel d’agarose a 0,8% pour minicuve

e Dissoudre 0,16 g d’agarose dans 20 ml de TAE 0,5 X

e Marquer d’un trait la limite du tampon

e Mettre au four a micro-ondes

e Vérifier que I’agarose soit bien dissout

e Ajouter de ’eau distillée jusqu’au repére suite a I’évaporation

e Ajouter 1 ul de Bromure d’éthydium (BET) et mélanger

e Couler le gel dans le petit moule aprés avoir installé les peignes et vérifier que la température
du gel soit inférieure a 70°C

e Laisser prendre le gel 20 minutes

Préparation du tampon TAE ( tris-acide acétique glacial EDTA)0,5X = tampon

d’électrophoreése

e Meélanger :
- 5 ml de TAE (conservation a + 4°C)
- 500 ml d’eau distillée

e Boucher a la paraffine

e Conservation a température ambiante
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ANNEXE 6

Electrophorése sur gel d’agarose a 1 %
e Retirer les peignes délicatement
e Mettre le gel dans la cuve a électrophorese
o Ajouter du tampon d’électrophorése jusqu’a ce que le niveau soit au dessus du gel
e Faire le dépdt des échantillons : 6 ul dans chaque puit
mettre 4l d’eau distillée + 1pl d’extrait dans un eppendorf
ajouter 1pl de bleu de charge
homogénéiser
e Mettre le couvercle en faisant correspondre I’encoche avec les électrodes
e Vérifier le sens de migration ( - vers +)
e Choisir le voltage 50 V ou 100V

e Faire migrer 15 min a 100 Vou 45 mina 50 V
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ANNEXE 7

Révélation des produits PCR sur gel d’agarose a 1 %

e Préparation d’un grand gel d’agarose a 1% (cf annexe 5-6)
- 0,3 g d’agarose
- 30 ml de tampon TAE 0,5X
e Préparation des marqueurs de poids moléculaire 100pb (conservation & - 20°C) Promega
- 5 pl de marqueur
- 1 ul de bleu de charge
centrifuger quelques secondes
et déposer 6 pl de marqueur dans le premier puit
e Préparation des échantillons
- 10 pul de produits PCR
- 2 ul de bleu de charge
centrifuger quelques secondes
et déposer 12pl d’échantillon dans chaque puit

e Migration & 50 V pendant 50 minutes
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ANNEXE 8

Préparation des solutions méres pour tampon de lyse

o Tris HCl1 25 mM pH 8 : 100 ml d’eau distillée
0,394 g de Tris HCI
homogénéiser a 1’aimant et ajuster le pH avec pHmétre en ajoutant de la soude ou HCI

e Sodium fluoride (NaF) : 1,67 g de NaF
100 ml d’eau distillée
homogénéiser a I’aimant

e Sodium orthovanadate (NasVOy) : 1,8 g de Na;VO,
100 ml d’eau distillée
homogénéiser a I’aimant

e Phénylméthylsulfonyl fluoride (PMSF) : 0,348 g de PMSF
10 ml d’alcool absolue
homogénéiser au vortex 1 min et mettre dans un tube & essai en verre avec bouchon

Préparation du tampon de lyse

e Préparer la solution n°1 : Tris HCI 25 mM pH 8 : 100 ml
NaCl 120 mM : 0,7 g
Nonidet P-40 0,5 % : 0,5 ml
NaF 4 mM : 1 ml de NaF 400 mM
NasVO4 100 uM : 0,1 ml de 100 mM Naz VO,
PMSF 1 mM : 0,5 ml de 200 mM de PMSF
e Prendre 1 ml de la solution n°1
e Ajouter pour obtenir la solution n°2 : aprotinine 100 KIU /ml (si 10 TIU / ml) : 7,7 pl
leupeptine 10 pg / ml : 10 pl
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ANNEXE 9

Composition du tampon bleu avec DTT

e TrisHCI1M pH6,8: 3,5 ml

Dithiotréitol 0,1 M : 0,7715 g

SDS10%:1g

Glycérol 10 % : 5 ml

Bleu bromophénol : 0,01 g

Eau distillée : 50 ml
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ANNEXE 10

technique de Folin

Préparation de la solution tampon_de sodium carbonate anhydre Na;CO; :

e 2g de Na,COs
e 1ml de NaOH 10N
e 99ml d’eau stérile
e Ajouter au dernier moment : - 0,5ml de CuSQOy (en solution 1g de CuSO, dans 100ml
d’eau stérile)
- 0,5ml de tartrate NaP 1% ( en solution 1g de NaP dans
100ml d’eau stérile)

Préparation de BSA avec le tampon de lyse (annexe 8):

e 180ul de tampon de lyse

e 20ul de BSA

Préparation de la gamme étalon :

BSA + tampon de lyse

1ul 2,51 5pl  10pl  15p1  20ul  25p1 50l etc..

+ 2 tubes 0
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extrait de chaque lignée

1l Spl 10pl 1pl Spl 10ul  etc....

MiDor M3Dau

e Ajouter 2,5ml de la solution tampon dans tous les tubes y compris les tubes 0

e Ajouter 99ul de tampon dans le tube 1ul, 95ul dans le tube Sul, ete....

Préparation du Folin :

e Dilution au ¥ avec de I’eau distillée du réactif de Folin ciocalten phénolreagent (exemple :
2,5ml d’eau et 2,5ml de Folin pour 20 tubes)

e Ajouter dans tous les tubes 250ul de Folin et vortexer

e Incubation 30min a température ambiante

e Lecture de la densité optique a 692 nm

e Faire la moyenne des 3 concentrations obtenues
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ANNEXE 11

Préparation du gel de migration

e Préparer: Tris HCl 1 M pH 8,8 : 12,8 ml

eau distillée © 19,8 ml
SDS 10 % : 0,67 ml
acrylamide 45 % 6,9 ml
Temed . LTl

Ajouter au dernier moment /‘ammonium persulfate 10 % : 173 pl

(conservation 2-3 semaines)

Couler le gel avec pipette de 10 ml jusqu’un peu au dessus du repére

Verser le n. Butanol avec pipette pasteur sur 5 a 7 mm

Temps de polymérisation 1h a 1h30 (prét quand on apergoit le double niveau)
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ANNEXE 12

Préparation du gel de concentration ou stacking gel

e Préparer: Tris HCl 1 M pH 6,8 : 2,5 ml
eau distillée : 14,7 ml
SDS 10 % : 0,2 ml
acrylamide 45 % : 1,4 ml
Temed . 10pl
ammonium persulfate 10 % : 400 pl (au dernier moment)
e Enlever le butanol
e Rincer a I’eau distillée 6 a 7 fois
e Séchage de I’intérieur avec du whatman sans toucher le gel
e Mettre les peignes
e Couler le gel avec une pipette pasteur jusqu’a débordement

e Laisser polymériser 2 heures.
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ANNEXE 13

Préparation du tampon de transfert
e Préparer : Tris HCI: 6,05 g

Glycine : 28,8 g

méthanol : 400 ml

eau distillée : 1600 ml QSP 2 litres
e Le matin et conservation a 4°C

e Dissolution rapide 5 a 10 min
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ANNEXE 14

Préparation du tampon de blocage
e Préparer: BSA3%:7,5¢g
Tris HCI 10 mM : 0,302 g
NaCL 0,5M :2,20 g
eau distillée : 250 ml
e Ajuster apH 7,4

e Dissolution mauvaise
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ANNEXE 15

Préparation du tampon d’incubation

e Préparer: BSA3% :3¢g
Tris 10 mM - 0,121 g
NaClO5M:292¢g
Nonidet P-40 - 0,5 ml
eau distillée : 100 ml
e Ajuster au pH 7,4
e Mettre 3 ml de tampon d’incubation dans chaque puit

e Deécouper la nitrocellulose par bande
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ANNEXE 16

Préparation du_tampon de lavage

e Préparer: BSA0,5%:0,5¢g
Tris 10 mM 1,21 g
NaCl0,5M:29,2 g
Nonidet P-40 : § ml

eau distillée : 1 litre
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Alléle : version alternative d’un méme géne différente par leur séquence nucléotidique.

Amorce (primer) : courte séquence de I’ADN ou de I’ARN complémentaire du début d’une

matrice servant de point de départ & son recopiage par une polymérase.
Anti-oncogéne : geéne suppresseur de cancer s’exprimant a I’état normal de maniere
dominante. Ses mutations sont récessives, d’ou I’appellation trompeuse parfois utilisée de « géne

récessif de cancer ».

Anti-sens : séquence complémentaire et anti-paralléle 4 la séquence d’un ARN messager.

Apoptose : mort cellulaire programmée.

ATCC (american Type Culture Collection) : organisme américain a but non lucratif

centralisant et distribuant des lignées cellulaires pathologiques ayant un intérét en recherche bio-

médicale, ainsi que des sondes d”’ADN (homme et souris).
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CAAT (boite) : séquence fréquemment retrouvée 70 a 80 pb en amont du site d’initiation de la

transcription (région promotrice). Elle est reconnue par des protéines régulant la transcription.

Cadre de lecture : une des trois phrases possible de lecture de 1’enchainement des triplets

sur un brin d’ADN. Lorsqu’il ne renferme pas de codon stop on dit qu’il est ouvert ; dans le cas

contraire il est fermé.

Codon : triplets nucléotidiques d’ARNm représentant un acide aminé donné (codon signifiant)

ou un signal de fin de traduction (codon non-sens). Sur les 64 combinaisons possibles entre A, U,
Cet Gilya 61 codons signifiants codant pour les 20 acides aminés précurseurs des protéines, et 3
codons non-sens. Plusieurs codons peuvent correspondre a un méme acide aminé (dégénérescence

du code génétique).

Complémentarité : régle universelle d’appariement des bases des acides nucléiques, selon

laquelle A s’associe avec T (ou U) et G avec C.
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D

Délétion : perte d’une ou plusieurs paires de bases consécutives sans rupture de continuité de

la molécule d’ADN.

Dénaturation : passage de la forme double-brin d’un acide nucléique a sa forme simple-brin.

Elle est obtenue le plus souvent par la chaleur ou la soude.

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) : électrophorése d’ADN

double-brin dans un gradient d’agent dénaturant (chimique ou physique), permettant de

discriminer des fragments de méme taille différant par leur température de fusion (Tm).

ADNC : séquence d’ADN complémentaire d’'un ARN messager obtenu par transcription inverse.

Elle correspond a une version du géne débarrassé de ses introns.

DNase : classes d’enzymes digérant les séquences d’ADN.

Dominant : se dit d’un alléle ou d’une mutation qui, 4 I’état hétérozygote, conditionne le

phénotype.
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E

Endonucléases : Classes d’enzymes clivant la liaison phosphodiester entre deux nucléotides

a Dinterieur d’un acide nucléique. Ces enzymes sont spécifiques d’un type d’acide nucléique :

ARN, ADN simple-brin, ADN double-brin.

Enzymes de restriction : endonucléases bactériennes clivant spécifiquement les deux

brins d’ADN au niveau d’une séquence, en général palindromique, parfaitement définie (de 4 a 8

nucléotides).

Exon : séquence de géne dont le transcript persiste dans I’ARN messager mir aprés maturation

du transcript primaire. Chaque exon représente une séquence codante et traduite continue, sauf
aux extrémités qui ne sont pas traduites (en 5” : en amont de ATG initiateur de la traduction, en

3’ : en aval du premier codon stop).

Extension d’amorces : élongation dans le sens 5° — 3 par une ADN polymérase d’une

amorce d’ADN ou ARN permettant la copie d’un brin matrice.
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Fusion : dénaturation d’une double hélice.

GDB (gene Data Base) : base interactive de données informatisées concernant la carte du

génome humain. Basée a I’hopital Johns Hopkins (Baltimore), elle gére en particulier les données

validées par les comités spécialisés pour chaque chromosome.

GENATLAS : banque de données sur la carte des génes humains (Paris).

GenBank : banque de données de séquences d’acides nucléiques basée a Cambridge (USA).

Géne : ensemble des séquences d’acides nucléiques contenant I’information pour la production
régulée d’un ARN particulier (transcription) ou d’une chaine polypeptidique particuliere

(transcription-traduction).

Génotype : constitution génétique d’un individu
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Hétérozygotie : situation génotypique ot deux locus homologues d’une méme paire

chromosomique portent chacun un alléle différent. Pour le chromosome X seules les femmes

peuvent étre hétérozygotes.

Homozygotie : présence du méme alléle sur les deux chromosomes d’une méme paire

chromosomique. Par extension se dit du génotype des individus ayant hérité une double dose d’un
alléle pathologique, que la version mutée soit la méme ou qu’elle soit différente sur chaque

chromosome (stricto sensu ce dernier cas est une hétérozygotie composite).

Hot-spot (point chaud) : site ou la fréquence des recombinaisons ou des mutations est

anormalement élevée.

Hybridation moléculaire : appariement par complémentarité des bases (G-C et A-T) de

deux séquences nucléotidiques complémentaires. Le duplex formé peut étre de type ADN /ADN,

de type ADN / ARN ou de type ARN / ARN.
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Intron : séquence d’ADN transcrite et secondairement éliminée par épissage au cours de la

maturation des ARN.

K

Kilobase (kb) : pour I’ADN, 1000 paires de base ; pour I’ARN, 1000 bases

L

locus : emplacement d’un segment d’ADN sur un chromosome, défini par son contenu

informationnel (gene), ou sa séquence qu’elle soit ou non polymorphe (segment anonyme).

Lod score : logarithme décimal du rapport de la vraisemblance de la liaison entre deux locus

pour une distance génétique donnée et de la vraisemblance de la non-liaison.

LOH (loss of heterozygosity) : perte d’un alléle sur un chromosome au niveau d’un

locus polymorphe.
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Mutation : désigne n’importe quel changement intervenu dans la séquence de I’ADN. §’il ne

concerne qu’une seule base on parle de mutation ponctuelle.

N

Non-sens ou stop (codon) : codons UAA (ocre), UAG (ambre), et UGA (opale) auquel

ne correspond aucun ARNt normal. Ils agissent comme des signaux de terminaison de traduction.

Northern blot : terme consacré pour désigner ’analyse des ARN, principalement messagers,

par électrophorése suivie de transfert et d’hybridation sur filtre.
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Ocre : mutation créant un codon non-sens UAA dans une séquence codante d’un geéne.

L’interruption de traduction qui en résulte peut étre levee par un ARNt suppresseur.

Oligosonde : sonde synthétique reproduisant une courte séquence d’ADN. Les plus utilisées

comportent 20 a 50 nucléotides.

Oncogéne : originellement, géne capable de conférer expérimentalement le phénotype

cancéreux (transformation) a une cellule eucaryote, et une tumeur dans un organisme entier.

Oncoprotéine : protéine codée par un oncogene.

Opale : mutation créant un codon non-sens UGA dans une séquence codante d’un géne.

ORF (Open reading frame) : séquence a cadre de lecture ouvert.
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Palindromique (séquence): brins ’ADN dont la séquence complémentaire est
identique lorsqu’elle est lue de gauche & droite sur un brin et de droite a gauche sur I’autre (dans
les deux cas dans le sens 5°— 37). Les séquences reconnues par les enzymes de restriction de

classe II sont palindromiques.

PCR (Polymerase Chain Reaction) ou polymérisation en chaine :

amplification élective d’une séquence d’ADN double-brin, effectué in vitro par extension itérative
de deux amorces, situées de part et d’autre de la région considérée, grace a une ADN polymerase.
L’amplification est effectuée par la répétition de cycle de dénaturation / hybridation / extension qui

assure une duplication exponentielle de chaque brin.

Pénétrance : pourcentage des sujets porteurs d’un géne dominant et exprimant la maladie. La

pénétrance du rétinoblastome est de 80 %.

PFGE (pulse field Gel Electrophoresis) : électrophorése en champ pulsé.
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Phénotype : manifestation apparente de la constitution du génome sous la forme d’un trait
morphologique, d’un syndrome clinique, d’une variation qualitative ou quantitative du produit
final d’expression d’un géne (protéine).

Primer : cfamorces.

Promoteur : région d’ADN en amont des génes comportant le site de fixation de ’'ARN

polymérase ainsi que les sites de fixation des protéines régulatrices de la transcription.

Proto-oncogéne : cf oncogéne
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Réassociation (de PADN) : appariement des brins complémentaires d’un ADN

préalablement dénaturé.

Récessif : se dit d’un alléle ou d’une mutation n’influencant pas le phénotype a I’état

hétérozygote.

Renaturation : cf réassociation.

Réparation : processus de restauration de I’intégrité d’un brin d’ADN 1ésé, utilisant le brin

intact comme modéle.

Réplication : processus de duplication a Iidentique d’une molécule d’ADN en deux

molécules filles.

Restriction : destruction enzymatique (par des endonucléases de restriction) de I’ADN des

hages infectant une bactérie, s’objectivant par le fait que les bactéries infectées ne sont pas lysées.
phag ) p q pas ly
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Rétrotranscription : synthése par la transcriptase inverse d’un ADN complémentaire

(ADNC) a partir d’'un ARN.
Rétrovirus : virus 3 ARN dont le cycle réplicatif comporte un passage obligé par un stade
d’ADN double-brin intégré 2 PADN de la cellule hote (forme provirale). La synthése de I’ADN

proviral est assuré par une transcriptase inverse codée par le virus lui-méme, ou, s’il est défectif

par un virus helper.

RFLP (Restriction fragment Length Polymorphism): désigne les

polymorphismes de restriction de I’ADN.

Ribonucléases (RNase) : enzymes clivant les ARN.
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Site de restriction : séquence de I’ADN double-brin spécifiquement reconnue et clivée par

une enzyme de restriction donnée.

Sonde : séquence d’acides nucléiques, d’au moins 15 nucléotides, homologues a une séquence

de ’ADN ou de ’ARN, avec laquelle elle s’hybride de fagon stable et spécifique par réassociation

entre les bases complémentaires.

Souris nude : lignée de souris athymique immunotolérante.

Southern (méthode de) : méthode d’analyse de ’ADN imaginé par Southern en 1975

pour visualiser les génes ou toutes séquences de I’ADN génomique, par hybridation d’une sonde,
marquée et spécifique, avec des fragments de restriction de I’ADN, préalablement séparés par

électrophorése, dénaturés et transférés sur une membrane.

SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) : variation de conformation

tri-dimensionnelle d’un brin de I’ADN induite par une variation de séquence nucléotidique. Cette

propriété est mise a profit pour détecter les mutations ponctuelles.
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Stop : cf non-sens.

Suppresseur de cancer : cf anti-oncogéne
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Taq polymerase : ADN polymérase thermorésistante extraite de la bactérie Thermus

aquaticus et utilisée pour I’amplification élective de I’ADN in vitro (PCR) a température élevée

(aux environ de 70 °C).

TATA box : séquence de 5 4 7 bases riche en AT retrouvée a environ 25 pb en amont du site

d’initiation de la transcription de la plupart des génes de classe II. Susceptible de fixer des

protéines transrégulatrices. Semble impliquée dans le calage de I’ARN polymeérase.

Température de fusion (Tm) : point d’inflexion de la courbe de fusion d’un segment de

I’ADN, correspondant virtuellement & une dénaturation de la moitié¢ de la séquence.

Tm (melting temperature) : température de fusion d’'un ADN bicatenaire.

Transcriptase inverse : ADN polymérase ARN dépendante codée par un géne de

rétrovirus (geéne pol) assurant la rétrotranscription de I’ARN viral en ADN double-brin
indispensable au cycle réplicatif de ce type de virus. Cette enzyme est aussi indispensable au

biologiste moléculaire pour la synthése in vitro de ADNc.
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Transcription : synthése de PARN par une ARN polymérase & partir d’'une matrice de

I’ ADN.

Transcrit : ARN produit par la transcription d’un géne sans préjuger de son degré de

maturation.

Transfection : technique expérimentale consistant & faire pénétrer un fragment d’ADN dans

une cellule eucaryote.

Transition : mutation ponctuelle entrainant la substitution d’une base purique par une autre

base purique (A — G ou vice-versa), ou d’une base pyrimidique par une autre base pyrimidique

(T— C ou vice-versa).

Translocation : cassure et déplacement d’un fragment de chromosome sur un autre

chromosome.

Transversion : mutation ponctuelle entrainant la substitution d’une base purique par une base

pyrimidique ou vice-versa.
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Western blot ou immunotransfert : analyse des protéines par électrophorése puis

transfert sur membrane de nitrocellulose et révélation.
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SPARSA Agnés - Protéine RB et mélanome.
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RESUME

L’incidence du mélanome augmentée (4-14 %) chez des patients atteints de rétinoblastome (RB) a
conduit de nombreux auteurs & émettre I’hypothése d’un réle d’un géne onco-suppresseur (gene RB),
dans la progression du mélanome. Nous avons étudi¢ I’expression du géne RB dans 3 lignées de
mélanocytes tumoraux humains. Nous avons cultivé les 3 lignées sur milieu « McCoy 5A » a 5% de
CO,. Nous avons extrait puis amplifi¢ les ARN par RT-PCR. Nous avons révelé la présence de
protéine RB par immunotransfert avec anticorps monoclonal anti-pRB humaine G3-245. La
quantification protéique était réalisée par mesure de la densité optique. Nous avons mis en évidence
Pexpression d’un ARNm du géne RB et la présence de protéine RB dans 3 nouvelles lignées. Les
taux d’expression de la protéine étaient identiques quelques soient les lignées et comparable a celui
du témoin positif Molt-4. Nos 3 lignées expriment donc la protéine RB au niveau pré et post
transcriptionnel de maniére équivalente quelque soit leur caractére tumorigéne. Une RT-PCR
quantitative permettra d’affirmer avec certitude I’absence de différence significative entre le taux des
3 lignées et du témoin positif. Nous n’excluons pas la possibilité d’une protéine RB présente mais non
fonctionnelle dans certaines lignées par mutations d’autres molécules ou génes (CDKN2A/p16...).
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