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()aINTRODUCTION

C-kit est-il un bon candidat de margqueur tumoral chez le chien ?

Un marqueur tumoral est une réelle aide pour le clinicien afin de diagnostiquer une pathologie
tumorale ou un type tumoral lors des analyses histo-pathologiques. || a aussi une vraie valeur
pronostique et est indispensable au clinicien pour choisir I’option thérapeutique la mieux
adaptée a chaque cas.

C-kit est responsable de la multiplication des cellules jeunes et a été mis en évidence dans les
hémopathies comme les leucémies. Aussi il était nécessaire d’ étudier son comportement lors
de tumeurs solides. Découvert en 1986 par Besmer et al., le récepteur c-kit est principalement
exprimé par les mastocytes et les cellules de la moelle osseuse. Son implication dans la survie
cellulaire et surtout dans la multiplication cellulaire et son analogie avec les récepteurs a
activité tyrosine kinase le rapprochent des récepteurs aux facteurs de croissance exprimés par
les cellules épithéliales et |es fibroblastes. La présence de mutations des génes codants pour le
récepteur c-kit et pour son ligand SCF arévélé leur implication dans la genese tumorale. Deux
types de mutations ont été étudiés :

- celles ayant un rapport direct avec les réles du récepteur c-kit et de son ligand dans
I’ organisme, a savoir leurs effets sur I’ hématopoiese, la mélanogenése, et la gamétogenése.

- celles générant une activation autonome et constitutive du récepteur sans influence du SCF
qui sont retrouvées dans des tumeurs specifiques impliquant les mastocytes et d autres
cellules exprimant le c-kit : mastocytoses, GIST chez |"'homme et mastocytomes, tumeurs
mammaires chez |e chien.

Aussi, la perspective d’ un nouveau marqueur tumoral chez le chien amotivé mes recherches
pour ce sujet. Dans une premiére partie, il éait donc nécessaire de se renseigner sur les
conditions de découverte de ce récepteur c-kit et sur ses réles dans la biologie de I’ organisme.
Pour pouvoir I'identifier et le doser afin de I’ utiliser de maniére fiable et reproductible, il a
fallu dans la deuxieme partie étudier son génome et sa structure protéique. Ceci nous a permis
de répertorier ses caractéristiques biochimiques et biologiques, son mode d’ action et les
conséquences de son activité tyrosine kinase.

La troisiéme partie concernant son role dans le développement de certaines tumeurs a
demandé un travail de recherche sur le type des tumeurs impliquées et sur les mécanismes
conduisant a un détournement de son role originel. Ceci a débouché sur de nouvelles

thérapeutiques utilisant un inhibiteur spécifique de I’ activité tyrosine kinase de c-kit.
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PREMIERE PARTIE : HISTORIQUE DE LA PROTEINE C-KIT

i Conditionsdela découverte

A Rappels sur les proto-oncogenes et les oncogéenes
L es proto-oncogenes et les oncogenes viraux sont des génes qui sont transcrits pour produire

des facteurs protidiques intervenant dans la transduction des signaux. Certains oncogenes
correspondent a des facteurs intermédiaires du meécanisme de transduction du signal :
récepteurs (erb-Bl, erb-B2, fms, kit), protéines G (ras), tyrosine kinases (src), récepteurs

nucléaires ou facteurs de transcription (erb-A, fos, jun, myb, myc, ski). Leur intervention

modifie le signal normalement exprimé par les cellules, notamment en codant pour des formes
oncogeéniques peu régulables des molécules impliquées dans la signalisation cellulaire. Par
exemple, v-erb code pour le récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR) et v-fms
code pour un récepteur au facteur de croissance de colonies (CSF-R). Les oncogenes existent

sous deux formes: les proto-oncogenes ou oncogenes cellulaires (c-oncogenes) qui sont

présents dans le génome des eucaryotes et |es oncogenes viraux (vV-oncogenes) qui sont inclus

dans I’ acide nucléique d'un virus. Les virus semblent capables de transposer les v-oncogenes
dans les cellules des eucaryotes ou ils peuvent s implanter et devenir c-oncogénes transmis
dans le patrimoine génétique des espéces infectées par ces virus. Ces proto-oncogenes
peuvent subir des mutations, soit dans une des cellules, soit dans un virus qui transmet alors
un oncogéne muté, et cette mutation peut étre la cause dune transformation cellulaire
(Raisonnier, 2003).

L’ analyse des séquences de nucl éotides révele des différences structurales entre les oncogenes
et leur proto-oncogene : les protéines v-erb B et v-kit sont dépourvues du domaine de fixation
extracellulaire du récepteur par rapport aux proto-oncogenes, ce qui empéche toute régulation
de I'activité tyrosine kinase du récepteur ; v-fms differe du c-fms par 9 acides aminés
substitués et par une structure COOH-terminale. Ces altérations structurales des oncogenes
permet |’activation constitutive de la fonction tyrosine kinase et cela peut amener a la
transformation cellulaire et donc a un développement néoplasique.
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Figure1: Structuresdesrécepteursaux facteurs de croissance (M cCulloch and Minden,
1993)

.B Originesdu proto-oncogene c-kit
L"homologie de la protéine c-kit a la souche Harvey-Zuckerman 4 du virus du sarcome félin
(HZ4-FeSV) a permis les premiéres isolations de cet oncogéene (Galli et a.,1994 ; Chu and
Besmer,1995 ; Ashman,1999). Puis le géne a é&té identifié par P. Besmer et M.D Minden (Mc
Culloch and Minden, 1993). L’oncogene v-kit est responsable de la transformation de
I"activité du rétrovirus félin et engendre un fibrosarcome multicentrique plus ou moins associé
a une leucémie chez le chat. Par clonage de I’ ADN, le proto-oncogene c-kit s est révélé étre
un homologue de I’ oncogene v-kit. Le clonage des séquences virales a permis d’identifier un
gene qui est conservé chez |"homme et chez la souris, et qui s exprime fortement dans le
placenta et le cerveau. L’ADN génomique des v- et c-kit mesure 5098 paires de bases (5,1
kpb) (Ashman, 1999).
Aprés séquencages et marquages immunochimiques, I’ ADN codant pour les génes v- et c-kit
s est révélé ére un homologue de I’ ADN des récepteurs aux facteurs de croissance. Ils font
partie de la famille des récepteurs transmembranaires a activité tyrosine-kinase comme les
récepteurs fms, PDGF-Ra et 3.
Le gene c-kit ayant une structure similaire aux genes codant pour les récepteurs de facteurs de
croissance, il apparaissait logique de rechercher un ligand a ce récepteur.
Aussi, quatre équipes ont entrepris des recherches en employant deux stratégies différentes
pour identifier le “kit-ligand* :
[0 Lapremiére égquipe a utilisé une stratégie moléculaire basée sur I’ affinité du récepteur c-kit
et de son ligand pour isoler cette protéine puis pour cloner le géne codant pour celle-ci.
[0 Les trois autres équipes ont utilise une approche biologique pour identifier le ligand du

récepteur c-kit en se basant sur une des fonctions de celui-ci. Ils ont identifié des molécules en
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culture cellulaire capables d’ encourager la prolifération des mastocytes de la moelle osseuse,
et ont purifié ces protéines biologiquement actives. En utilisant cette approche, les équipes ont
isolé I’ADN codant pour une protéine qui stimule la croissance des mastocytes chez les
animaux normaux mais pas chez les animaux présentant des mutations du gene c-kit, ce qui
appuie |’hypothese que cette protéine est le ligand de la protéine kit. Ces éudes ont alors
permis de nommer ce ligand différemment : kit ligand (KL) ou facteur de croissance des
mastocytes (M GF=mast cell growth factor) ou encore facteur des cellules souches (SCF=stem
cell factor). Le géne Steel () code pour ce ligand (McCulloch and Minden 1993).

.C Description des différentes étapes nécessaires a I’ identification du ligand
En se basant sur I’ activité du c-kit, ¢’ est-a-dire sa capacité a stimuler la lignée mastocytaire,

Williams et al. (1990) ont utilisé plusieurs lignées de mastocytes pour éudier la bioactivité du
complexe c-kit/ligand. En effet, un facteur de croissance de lalignée cellulaire des mastocytes
(appelé MGF) a été détecté dans les surnageants de cultures de cellules stromales normales.
Ils ont vérifié que cette activité n’ &ait pas due a d autres facteurstelsque I’lL-1, I'IL-7, I'IL-
9 ou encore les CSFs (Colony-Stimulating Factors). De plus, aucune activité de stimulation
des mastocytes n'a pu étre détectée dans les surnageants issus de cellules stromales mutées
(S/9d). Aussi pour étudier cette hypothese, Williams et al. (1990) ont testé la capacité de
cellules |L-3-dépendantes (3 lignées mastocytaires H7, MC-6, FDC-P2-1D et 3 autres lignées
cellulaires comme 32D, DA-1 et FDC-P2) a proliférer en présence de ce facteur partiellement
purifié. Seules les cellules mastocytaires ont proliféré alors que les cellules FDC-P2, 32D et
DA-1 n’ont pas répondu a cette stimulation. Seules les cellules qui ont proliféré expriment de
facon importante I’ ARNm codant pour le c-kit.

Aprés purification de ce facteur des milieux de conditionnement des cellules stromales
normales par un fractionnement par 6 chromatographies: S-Sepharose, DEAE-Sephacedl,
Phenyl-Sepharose+YM 10, matrice blue gel A, HPLC reverse sur une colonne Vydal C4 et
HPLC reverse sur une colonne de butyl aguapore, deux protéines ont été obtenues, une de 31
kD et une 36 kD. La premiére a été isolée aprés une électrophoréese sur gel de polyacrylamide-
SDS et révélée par un colorant argentifére. La deuxieme a été révélée par auto-radiographie.
Afin de vérifier que ces protéines correspondent bien au MGF, elles ont été marquées avec de
I"iode radioactif 12°| et elles ont été mises en présence de cellules sensibles (prolifératives) les
MC-6, et de cellules insensibles (non prolifératives) les 32D. Les résultats montrent que la
protéine de 31 kD comme la protéine de 36 kD se fixent spécifiquement aux cellules MC-6 et
ne se fixent pas aux cellules 32D. Ces deux protéines ont ensuite été transférées sur une

membrane de polyvinylidéne (PVDF) pour les séquencer et celles-ci ont une séquence N-
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terminale en acides aminés identiques, la différence de poids moléculaire (PM) provenant
d une glycosylation supplémentaire.

Pour identifier ce facteur MGF comme le ligand spécifique de récepteur c-kit, du MGF
marqué radio activement (**°1) est gjouté aux extraits cellulaires MC-6 et 32-D en présence ou
non d’'un exces de MGF non marqué (froid), puis a été gouté un antisérum polyclona qui
reconnait la portion C-terminale du c-kit. En absence de MGF non marqué, des complexes
immuns radioactifs de taille approximative de 175-180 kD ont été obtenus a partir des
préparations membranaires des cellules MC-6. Aucun complexe n’a été obtenu a partir des
cellules 32-D. En soustrayant le PM de la protéine c-kit (145 kD) a celui du complexe, on
déduit que le ligand a un PM de 30-35 kD compatible de celui du MGF. De plus, en présence
d un exces de MGF froid la radioactivité associée a la formation des complexes immuns
devient négligeable: il y a donc eu compétition sur la protéine c-kit entre MFG* et MGF
froid en excés. Aussi, toutes ces études ont permis de montrer que le facteur MGF est le

ligand du récepteur c-kit.

Il Caractéristiques et fonctions du complexe c-kit/kit-ligand
(SCF)

A Mise en évidence de I'action du SCF (= MGF) sur les cellules souches

hématopoiétiques
Des facteurs de croissance hématopoiétiques sont connus pour stimuler la moelle osseuse
comme le facteur de croissance des granulocytes (G-CSF), le facteur de croissance des
granulocytes-macrophages (GM-CSF), le facteur de croissance 1 (CSF-1), I'IL-3 et le multi-
CSF (multi Colony-Stimulating Factor) et les cellules cibles proliferent rapidement.
Les cellules souches hématopoiétiques, pluripotentes assurent un repeuplement cellulaire a
long terme, elles sont dites quiescentes car elles se renouvellent lentement. Aussi pour étudier
ces cellules souches qui représentent moins de 0,1 % des cellules totales de la moelle, des
enrichissements cellulaires in vivo et in vitro sont nécessaires. Zsebo et a. (1990) ont identifié
un nouveau facteur de croissance des précurseurs primaires de I’ hématopoiése, apres |’ avoir
isolé du milieu de culture des cellules de foie de Rat Buffalo (cellules BRL-3A).
L administration in vivo de 5-fluorouracile (5-FU, molécule cytotoxique) a des souris détruit
rapidement les précurseurs hématopoiétiques a prolifération rapide mais épargne les cellules
souches primaires les plus quiescentes. Deux jours apres I’administration de 5-FU, les
facteurs de croissance GM-CSF, G-CSF et IL-3 ne parviennent pas a stimuler la prolifération
de leur population cellulaire cible. Au contraire, les cibles cellulaires du facteur SCF (= MGF)
ne sont pas détruites par le traitement au 5-FU. De plus, la lignée mastocytaire murine MC-9
prolifére en présence du facteur issu du milieu de culture des cellules BRL-3A. En outre, il a
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été vérifié que les cellules BRL-3A ne sécretent ni IL-1, 2, 3, 5, 6 ni de GM-CSF ou de G-
CSF (Zsebo et al., 1990).

.B Etude des différentes cibles cellulaires du complexe c-kit/SCF
Les caractéristiques du complexe c-kit/SCF ont été déduites des conséquences qu'ont les

mutations sur les genes respectifs du c-kit et du SCF : en effet, les souris déficientes en c-kit
ou en SCF ont des caractéristiques phénotypiques trés similaires ¢’ est-a-dire une atération de

I hématopoiese, de la gamétogenése et de la mélanogénése.

.1 Dansle systéme hématopoiétique
Les mutations de c-kit affectent les lignées érythrocytaire et mastocytaire ainsi que leurs
cellules souches.

» Dans la survie des cellules de I’ érythropoiese, le complexe c-kit/SCF joue un
réle essentiel qui est démontré par la survenue d’ une anémie lors de mutations. Pour éudier
les effets du SCF purifié sur les cellules de la moelle osseuse (MO), des expériences avec de
la MO totale, de la MO dépourvue de cellules myéloides et de cellules lymphoides matures
(MO de lignée négative) et de la MO de souris traitée au 5-FU ont été réalisées. Le SCF seul
est capable de imuler la formation de colonies granulocytaires, monocytaires et
mégacaryocytaires issues de MO totale. En revanche le SCF seul a peu d'effet sur la MO
négative et il agit en synergie avec I'IL-6. Ceci montre que le SCF n’ agit pas directement sur
les celules cibles. L'augmentation du nombre de colonies et de leur taille est due a la
combinaison de |’ action du SCF et d’ autres facteurs de croissance, le SCF semblant rendre les
cellules cibles plus sensibles aux autres facteurs de croissance.

Le SCF stimule la formation de colonies de MO traitée au 5-FU et agit en synergie avec I’ IL-
6 et I'lL-1B. En effet, seules les cellules capables de repeuplement a long terme (cibles du
SCF) sont présentes dans la MO apres traitement au 5-FU alors que les cellules a prolifération
rapide sont absentes (celles-ci sont les cibles des facteurs de stimulation de type CSF). Auss,
I"IL-6, I'IL-1B et I'lL-3 seules ne peuvent pas stimuler la formation de colonies aprés
traitement de la MO. Le SCF a donc une action ciblée sur les jeunes précurseurs
hématopoiétiques (Zsebo et a., 1990).

En effet, le SCF agit a différents niveaux de la hiérarchie de |’ hématopoiese pour promouvoir
la survie, la croissance, la prolifération de plusieurs lignées cellulaires. La sensihilité accrue
aux radiations des souris mutées sur c-kit montre un réle du complexe c-kit/SCF dans la
dynamique des cellules souches (Huang et al, 1990). En se fixant au c-kit, le SCF agit comme
un facteur de survie pour les cellules primitives de |’ hématopoiese mais il ne sert pas a leur

propre renouvellement, de plusil ne contribue pas ala survie des cellules différenciées car ces
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cellules matures fonctionnelles (ex. granulocytes, macrophages) n’ expriment pas la protéine
c-kit. Le SCF agit en synergie avec I’ érythropoiétine (EPO) pour induire la formation de
colonies érythroides. Le SCF agit aussi avec le GM-CSF pour induire le développement des
neutrophiles. Le complexe SCF/c-kit agit sur les mégacaryocytes en augmentant leur
prolifération, cependant en combinant son action avec celle d autres facteurs de croissance
hématopoiétiques comme I'IL-3, I'EPO et le GM-CSF, une forte augmentation du nombre et
de la taille des colonies myéloides est observeée (Avraham et al., 1992). Le SCF stimule la
croissance des blastes immatures et agit en association avec I'lL-3, I'IL-1 et I'lL-6 pour
activer la survie et la prolifération de celules hautement prolifératives (McCulloch and
Minden, 1993 ; Gdlli et a., 1994 ; Ashman, 1999).

L e SCF appar ait alors comme un facteur primaire de survie et/ ou de prolifération pour
les lignées érythroide, myéloide et lymphoide plus qu’un facteur de différentiation ou de

matur ation.

» Unréle essentiel du complexe c-kit/SCF dans la prolifération, la différentiation
et/ ou la survie des mastocytes a aussi été mis en eévidence. En effet, les animaux mutants sont
déficitaires en mastocytes. In vitro, les BMMC (Bone Marrow Mast Cells) nécessitent de
I"IL-3 et les CTMC (Connective Tissue Mast Cells) isolés de la cavité péritonéale nécessitent
I"IL-3 et I'lL-4 pour leur prolifération. Les BMMC et les CTMC peuvent étre maintenues en
co-culture avec les fibroblastes (lignée 3T3) en absence d’'IL-3. Ceci montre donc que le
complexe a une fonction dans la survie et la prolifération des mastocytes matures
indépendamment de I'IL-3 et I'lL-4 et que le ligand du récepteur c-kit est produit par les
fibroblastes (Huang et al., 1990). Le SCF agit seul pour induire le développement des
mastocytes a partir des cellules hématopoiétiques immatures dans le sang, la moelle osseuse
ou encore le foie fétal. Cependant il agit en synergie avec I'lL-6 pour promouvoir la
croissance des mastocytes et avec d'autres facteurs de croissance comme I'IL-3 pour
promouvoir la prolifération des mastocytes immatures et I'IL-4 pour aider & la maturation des
mastocytes. Le SCF permet ains la différentiation et la maturation des mastocytes mais les
caractéristiques phénotypiques de ces cellules sont régulées par une interaction complexe
entre le SCF et les autres cytokines (McCulloch and Minden, 1993 ; Galli et al., 1994).
Meininger et al. (1992) ont montré que le SCF agit aussi directement sur le fonctionnement
des mastocytes en tant que facteur de chimiotactisme. L’interaction SCF/c-kit est
indispensable a la migration des cellules embryonnaires. En effet, I’adhésion et la migration
sont importantes pour déterminer la localisation cellulaire dans le tissu adapté et cela facilite

I"action juxtacrine des facteurs de croissance. Comme pour les mastocytes, le SCF est un
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agent chimiotactique pour les différentes lignées cellulaires souches. Premierement, la forme
membranaire du SCF fixée a la cellule hématopoiétique génere I'adhésion des cellules et
secondairement, un signal venant du complexe c-kit semble augmenter |’ attraction des
mastocytes et des cellules souches aux fibroblastes. Bien que le mécanisme ne soit pas encore
compris, le SCF est un réel agent de mobilisation des cellules hématopoiétiques allant de la
moelle osseuse vers le sang périphérique (Ashman, 1999). Cette mobilisation est

accompagnée d’ une régulation du c-kit.

.2 Dansla gamétogenese
Les mutations affectent la prolifération et la survie des cellules germinales primordiales et

leur migration de la splanchnopleure de I’ cauf (embryon) vers les crétes génitales durant le
développement précoce. Il influence la survie et la prolifération des cellules germinales
primitives (McCulloch and Minden, 1993).

.3 Dansla mélanogénése
Le complexe agit probablement sur la prolifération et la migration des mélanoblastes de la

créte neurale jusgu'a la périphérie lors du développement précoce aussi bien que pour les
mélanocytes matures. Le SCF agit en tant que facteur de survie et de prolifération pour les
meélanocytes. Il agit auss en stimulant la production de mélanine par les mélanocytes
(McCulloch and Minden, 1993).

Il Principaleslocalisations (normales ou tumorales) du c-kit
Il est important de préciser que la proténe c-kit est retrouvée chez toutes les especes animales

dans lesquelles elle a été recherchée : souris, rat, porc, chien, chat et aussi chez I’homme.

Le modéle d expression du c-kit et de son ligand pendant le développement embryonnaire
supporte I’ hypothese que ces géenes sont impliqués dans la régulation de la migration et de la
distribution spatiale des cellules des lignées hématopoiétique, pigmentaire et germinale aussi
bien que dans la prolifération, la différentiation et la maturation de ces cellules a leur site

définitif de développement embryonnaire.

A Expression du c-kit en fonction du stade physiologique
La protéine c-kit est exprimée dans certaines structures uniquement pendant leur

développement comme le placenta, le septum du coaur, les reins, le tube neural, le foie, les
poumons. Le c-kit et son ligand sont aussi exprimés dans le cerveau en cours de
développement ainsi qu’al’ état adulte et son expression est la plus élevée dans le cervelet.

En ce qui concerne les cellules germinales, leur survie est dépendante de la forme liée du
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SCF. Pendant le développement embryonnaire des gonades, un gradient d’ expression du SCF
est mis en évidence le long de la créte germinale ou il agit comme un facteur chimiotactique
pour conduire les cellules germinales a leur site final de développement : les gonades. Lors de
la gamétogenese post-natale, I’ expression du c-kit a été détectée dans les oocytes matures et
immatures et dans les spermatogonies A et B aussi bien que dans le tissu interstitiel. Le SCF
est auss présent dans les cellules de la granulosa.

Au niveau de la peau, il existe auss un gradient du SCF de la créte neurale a |’ épiderme qui
permet la migration des mélanoblastes et qui joue donc un réle dans le développement de la
pigmentation. Pendant I’embryogenése, I’ expression du c-kit dans la peau semble confinée
aux mélanoblastes et aux mastocytes et elle persiste dans les mélanocytes pendant leur
prolifération et leur différentiation. Certains kératinocytes semblent aussi exprimer le SCF.

Au stade adulte, le récepteur c-kit est exprimé normalement uniquement par les mastocytes
donc on le retrouve dans les tissus sains ou il y a des mastocytes (derme, tractus respiratoire,
gastro-intestinal et urinaire), les mélanocytes ainsi que par les cellules épithéliaes
glandulaires mammaires, les cellules de la glande parotide, des glandes oesophagiennes et des
glandes sudoripares.

En conclusion, I’ analyse de la distribution du c-kit dans les cellules hématopoiétiques indique
que le niveau du c-kit est plus élevé pendant les stages précoces du développement et diminue
progressivement en paralléle ala maturation des différentes lignées hématopoiétiques.

Les mastocytes représentent une exception, les mastocytes matures expriment le c-kit et
répondent au SCF (Galli et al., 1994).

.B Expression du c-kit en fonction du statut immunologique cellulaire
Les mastocytes sont issus de la multiplication d une cellule souche hématopoiétique (cellule

CD34%). Le c-kit est exprimé par environ 70% des cellules CD34* de la moelle osseuse
incluant les cellules souches et les cellules de la lignée hématopoiétique, chez I’ homme.

Les mégacaryocytes sont aussi c-kit* mais il existe peu de cellules mononucléees de la MO
qui co-expriment le c-kit avec les marqueurs lymphoides. En effet, le récepteur c-kit est
exprimé par les cellules souches hématopoiétiques, les cellules myéoides immatures, les
précurseurs myéloides et lymphoides et les lignées cellulaires germinales ainsi que par les
mastocytes mais pas par les basophiles matures (Ashman, 1999 ; McCulloch and Minden,
1993).

.C Expression du SCF
Le SCF existe sous forme soluble (libre) et sous forme membranaire, et ceci est le résultat
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d’un épissage et d’'un clivage protéolytique différentiels. Les formes soluble et membranaire
du SCF sont en plus ou moins grande quantité en fonction des tissus et elles ont différents
effets sur la survie et la prolifération des cellules de la lignée hématopoiétique. Des
expériences en culture cellulaire ont permis de montrer que les cellules stromales
hématopoiétiques et les fibroblastes embryonnaires et ceux du tissu conjonctif produisent le
SCF. La connaissance des types cellulaires produisant le SCF a permis d' évaluer les fonctions
du c-kit dans le systéme digestif, le systeme nerveux, le placenta et dans certaines structures
cranio-faciales (Huang et al., 1990).

.D Expression du c-kit en fonction du type tumoral
On retrouve aussi la protéine c-kit dans des tissus tumoraux a des concentrations augmentées

(ou diminuées) par rapport au seuil normal et surtout dans des formes mutées. Sa présence
conduit a suspecter un réle étiologique dans les phénoménes néoplasiques. La protéine c-kit
est retrouveée lors de leucémies myéloides, lymphoblastiques aigués, myéloblastiques aigués,
et auss lors de mastocytoses et mastocytomes. Elle est présente aussi lors de mélanomes, de
tumeurs des gonades comme |es adénomes tubulaires des ovaires, les tumeurs de la granulosa,
les seminomes, lors de tumeurs cérébral es (glioblastomes, astrocytomes, neuroblastes), lors de
tumeurs pulmonaires (carcinome des petites cellules pulmonaires (56 %), carcinome des
grandes cellules pulmonaires (75 %), carcinome des cellules squameuses (30 %) et
adénocarcinome (11%)), lors de tumeurs mammaires (adénocarcinomes) et de tumeurs gastro-
intestinales (Galli et al.,1994).

Il apparait important d étudier la forme d’ expression du récepteur c-kit et de son ligand dans
différents types tumoraux afin d’ établir s possible des corrélations entre le taux de c-kit et le
degré tumoral (grading) ou entre une mutation donnée du c-kit et le type tumoral. Cela sera
traité dans la troisiéme partie de cette éude, mais auparavant il est nécessaire de connaitre la

structure du récepteur et de son ligand afin de comprendre leur mode d’ action.
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DEUXIEME PARTIE : STRUCTURESET MODE D’ACTION DU C-KIT
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DEUXIEME PARTIE : STRUCTURESET MODE D’ACTION DU GENE
C-KIT

1 Structures génomiques et moléculaires du récepteur c-kit et de son ligand
A Genes codant pour le c-kit et son ligand

Les fonctions du c-kit ont été mises en évidence gréce a |’analyse du phénotype des souris
ayant des mutations des géenes du locus W et/ou du locus Sl. En effet, ces souris ont des
phénotypes trés proches caractérisés par des altérations de la couleur du pelage (White
Spotting), des anémies, des déficits en mastocytes et des problémes de fertilité. De
nombreuses études ont alors permis de montrer que les genes W et S codent pour un couple
ligand-récepteur et grace a celles-ci les genes codant pour le c-kit et son ligand ont pu étre
localisés (Galli et a., 1994 ; Chu and Besmer, 1995 ; Ashman, 1999).

.1 Etude du géne c-kit
Le gene c-kit est situé sur le chromosome 4 de |’ homme et sur le chromosome 5 de la souris et

plus précisément au niveau du locus W (White Spotting) ou des mutations ont été identifiées.
L e proto-oncogeéne c-kit code pour un récepteur transmembranaire a activité tyrosine kinase.
Le gene c-kit est congtitué de 21 exons mesurant entre 80 et 100 kilo bases (kb). Les 19 exons
internes codent pour de petites séquences de 90 a 300 paires de bases (pb) tandis que I’exon 1
est constitué de 58 pb de séquence non codante et de 67 pb de séquence codante et e dernier
exon est lui-méme constitué de 129 pb de séquence codante et de 2147 pb de séguence non
codante. Chague exon interne code pour une sous-unité importante de la structure protéique
(figure 2).

L’exon 1 contient I’ extrémité 5 non codante et code pour le codon d'initiation ala traduction
ATG et pour le signal peptide (SP). Les exons 2 a 9 codent pour le reste du domaine extra-
cellulaire du domaine de fixation au ligand ; les 5 domaines Ig-like (I, 11, 111, IV et V). L’ exon
10 code pour le domaine transmembranaire (TM) hydrophobe et les exons 11 a 20 codent
pour le domaine tyrosine kinase (Tk) intracellulaire de la protéine. La séquence codant pour la
région de fixation a I’ATP dans le domaine kinase est située dans I’exon 12. Le segment
d’insertion de la kinase (KI) est contenu au sein des exons 14 et 15 et sépare le domaine
kinase en 2: Tkl et Tk2. L’exon 21 code pour le codon stop de la traduction (TGA) et
contient I’extrémité 3' non codante de 2,3 kb et le site de polyadénylation (McCulloch and
Minden, 1993 ; Gdli et a., 1994 ; Chu and Besmer, 1995). La figure 1 montre aussi que le

gene v-kit est un oncogéne tronqué ayant perdu les premiers exons.
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KI: domaine d’insertion de la kinase
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Figure2: Structuredel’ADNc du gene c-kit (London et al., 1999)

.2 Etude du gene SCF
L e gene codant pour leligand SCF est situé sur le chromosome 10 de la souris au niveau du

locus Sl (Stedl) et sur le chromosome 12 de I’ homme. Chez ces deux especes, le gene SCF est
constitué d’au moins 8 exons mesurant entre 51 et 183 pb. Méme s la localisation du site
d’initiation a la traduction, le promoteur et la structure détaillée intron/exon du géene SCF
n'est pas totalement connue, la localisation des introns de la région codante du SCF est
conservée chez lerat, lasouris et I'homme. L’exon 1 de I’ ADNc du géne SCF code pour plus
de 198 pb de la séquence 5 non traduite et pour les 5 premiers acides aminés du signal
peptide (SP) constitué de 25 A.A au total avec le codon d'initiation alatraduction : ATG. Les
exons 2 a 7 codent pour des parties du domaine extracellulaire du ligand et I’exon 7 code en
plus pour le domaine transmembranaire (TM). L’exon 8 code pour 35/36 acides aminés du
domaine cytoplasmique, pour le codon stop (TGA) et pour une partie ou la totalité de la tres
longue région non traduite al’ extrémité 3’ (4 kb). Il existe deux formes du SCF transcrit selon
qu'il posséde ou non un site de clivage dans I’exon 6 permettant un épissage alternatif, a
I”origine des formes libre et membranaire (Anderson et al., 1990 ; McCulloch and Minden,
1993 ; Galli et al., 1994). (figure 3)
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TGA : codon stop

*6 : site de clivage

Figure 3: Structuredel’ADNc du gene SCF (Galli et al., 1994)

.B Etude du groupe des récepteurstyrosine kinase (RTK)
Le géne c-fms codant pour le récepteur transmembranaire du facteur de stimulation des

colonies (CSF-1R) et le géne codant pour le récepteur au facteur de croissance d’ origine
plaquettaire 3 (PDGFR-3) ont la méme taille et une structure génomique comparable a celle
du gene c-kit. (figure 4)

Les protéines c-kit et c-fms ont 5 domaines extracellulaires 1g-like codés respectivement par
les exons 2 a 9, un ancrage membranaire codé par I’exon 10 et des activités tyrosine kinase
codées par les exons 11 a 20. Lataille de leurs exons sont similaires mais les introns du c-kit
sont souvent plus longs que ceux du c-fms. Les domaines délimités par les exons des c-kit et
c-fms coincident le plus souvent sauf pour ceux des extrémités 5’ et 3’ et pour le domaine KI.
L’exon 1 du c-kit est plus petit que celui du c-fms. Les exons de la séquence 3’ des 2 genes
différent par leur séquence et par leur taille tout en respectant les régions codantes et non
codantes. Les domaines K| des c-kit et c-fms ne sont pas définis par les limites des exons 14 et

15 maislaséquence et lalongueur du K1 sont différentes.
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Figure 4 : Comparaison des genes c-kit et c-fms (Chu and Besmer, 1995)

Ces homologies de séquences et d’ organisation générale permettent de regrouper ces 2 génes
dans le groupe des génes codants pour les récepteurs transmembranaires tyrosine kinase
(RTK) de type Ill. Les différences décrites précédemment entre les genes c-kit et c-fms
reflétent I'évolution des besoins fonctionnels des génes. Ces deux génes ont donc des
fonctions propres et une expression tissulaire différente. lls n’interagissent pas avec les
mémes substrats et ne s expriment pas dans les mémes conditions (Chu and Besmer, 1995).
Ce sous groupe des RTK de type 1l fait partie de la grande famille des récepteurs tyrosine
kinase : les génes codant pour les RTK ont la méme structure kinase mais ont un nombre
différent de structures type Ig-like. (figure 5)

Les RTK de type | sont constitués de deux séguences riches en cystéine répétées dans le
domaine extracellulaire et un domaine intracellulaire possédant I’ activité tyrosine kinase.
Exemple : récepteur de I’ EGF.

Les RTK de type Il ont auss deux séquences riches en cystéine dans le domaine
extracellulaire mais ont une structure hétéro-tétramérique avec 2 chaines a et 2 chaines f3.
Chaque chaine a est unie par liaison disulfure a une chaine 3 et a une autre chaine a. Ce
groupe inclut les récepteurs de I’insuline, du facteur de croissance insuline-like (IGF-1) et du
facteur de croissance des hépatocytes (HGF-R).

Les RTK de type Il ont un domaine kinasique interrompu par un insert et 5 domaines
comparable aux immunoglobulines en région extracellulaire. Exemples : récepteurs du facteur

de croissance dérivé des plaquettes (PDGF-R), du facteur de stimulation des colonies de
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macrophages (M.CSF-R).

Les RTK detype IV ont auss un domaine kinasique interrompu par un insert et 3 domaines
comparable aux immunoglobulines en extracellulaire. Exemple: récepteur du facteur de
croissance fibroblastique (FGF-R).

Les types I, Ill et 1V sont monomériques, tandis que le type Il est un tétramere af3,. Les

chaines transmembranaires de ces récepteurs ne traversent la double couche qu’ une seule fois.

Insuline-R HGF-R
EGF-R dd et
s e
1]
INeR!
membranef . 5 S
plasmique ATP_[T“ iy 1’\l o
| ]
| | | , ; s
Yﬂ_ | Y| i’ ‘Y I Séquence riche en cystéine
cytosol I I l D Domaine catalytique
Y Tyrosine
Type |l Typelll Type lll Type lll Type Il

Figure5: Récepteurstyrosine kinases (Raisonnier, 2002)

.C Structures moléculaires du c-kit et de son ligand
.1 Structure de la protéine c-kit
La protéine c-kit est une glycoprotéine (145 kD) entierement transmembranaire de 975
acides aminés (A.A) constituée de trois parties : extra-cellulaire, transmembranaire et intra-
cellulaire. (figure 6)
La région extracellulaire correspond a 518 A.A et sert de site fixation au ligand. Elle est

constituée de 5 domaines immunoglobulines-like (1g-like) répétées qui contiennent plusieurs
ponts disulfures intracaténaires et 9 sites potentiels de N-glycosylation.

Les structures de type Ig-like dans cette famille de genes (c-kit, c-fms, PDGFR-a et -[3)
permettent la fixation du ligand. Chague domaine Ig-like est codé par un ou deux exon(s)
dans les récepteurs c-kit et c-fms: 1 seul exon code pour les Ig-1 et Ig-1l et 2 exons codent
pour les Ig-lll, 1g-IV et Ig-V. Cette région extra-cellulaire est formée de deux fragments
rigides: Ig-1/1g-11 et 1g-111/Ig-1V/1g-IV connectés par une région flexible située entre 1g-11 et
Ig-111. La fonction de chague domaine Ig-like extracellulaire a été éudiée. Le domaine

39



constitué par I1g-11 et Ig-111 est le site de fixation du ligand. Larégion entre Ig-111 et Ig-1V aun
role dans la transmission du signal induit lors de la fixation du ligand. Les domaines Ig-1V et
Ig-V sont responsables de la dimérisation du récepteur. La sous-unité Ig-V contient une
région hautement conservée dans la famille de ces genes: extrémité N-terminale cystéine
suivie de six résidus hydrophobes en aternance avec des résidus hydrophiles et suivie de deux
résidus cystéine qui forment le pont disulfure caractéristique du domaine variable des I g.

La région transmembranaire de 26 A.A, totalement hydrophobe ancre le récepteur a la

membrane plasmique et est codée par |’ exon 10.

Larégion intracellulaire (cytoplasmique) de 413 A.A contient toutes les séquences relatives a

I’ activité tyrosine kinase du récepteur, a savoir la région kinase (résidus A.A 575 a 915), le
site de fixation de I’ ATP (résidu lysine en 622), le site d’ autophosphorylation (résidu tyrosyl
821) et une région hydrophile non catalytique de 77 A.A connue sous le nom de domaine
d’insertion de la kinase qui sépare le domaine kinase en deux (domaines Tk1 et Tk2).

La structure intracellulaire est beaucoup plus complexe résultant de la formation d hélices a

et de feuillets 3 (McCulloch and Minden, 1993 ; Galli et al., 1994 ; Chu and besmer, 1995).

Milieu
extra-cellulaire

&%
llgj Dol
Domaines

Ig-like I 9

Tk1

IV

Cytoplasme Tk2

KL : Kit Ligand
Tk1 : Tyrosine kinase
Tk2 : Tyrosine kinase

Figure 6 : Représentation dela structure dela protéine c-kit (Chu and Besmer, 1994)

.2 |soformes du récepteur c-kit
Il existe des isoformes du récepteur c-kit, deux chez la souris et quatre chez I’homme qui
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dépendent de la délétion ou non de quatre A.A extracellulaires. En plus chez I’'homme, il peut
y avoir ou non une délétion d'un résidu Sérine dans la région interkinase du domaine
cytoplasmique (figure 7). Il est important de noter que les isoformes ont la méme affinité pour
le ligand et qu'ils répondent au ligand soluble de la méme maniére par une réaction
d’ autophosphorylation et par une dimérisation des récepteurs. Cependant, les formes longue
(présence des quatre A.A) et courte ne répondent pas de laméme fagon al’ absence de ligand :
la forme longue n’est pas phosphorylée aors que la forme courte présente un faible niveau
d’ auto-phosphorylation, ce qui traduit un état d’ activation constitutif. Les deux formes sont
issues d’un épissage aternatif et les deux ARNm du c-kit sont exprimés a des niveaux quasi-
identiques dans tous les tissus étudiés comme le cerveau, les testicules, le placenta et la
moelle osseuse. A |'heure actuelle, il n’existe aucune corrélation entre |’expression des
isoformes du c-kit et les paramétres biologiques ou cliniques. 1| semblerait seulement qu’ un
défaut de ligand favorise I’ expression de la forme courte du récepteur c-kit (Galli et al., 1994 ;
Ashman, 1999).

NH,

NH, Domaine
de fixation SCF

du SCF
Domaine
de fixation
du SCF SCF
G
N
Domaine N TRARTRARERARRARARE
transmembranaire JggKY BUBMAMUMMMUUMLKRARY
@ i
Domaine —~ - o
Tyrosine S S : résidu Sérine
Kinase ~
GNNK : séquence tétrapeptide
COOH
A B
Epissage alternatif de ’ARNm a 2 sites qui Forme soluble du récepteur généree
permet la formation de 4 isoformes du c-kit humain, par le clivage protéolytique

qui dépendent de la présence ou I'absence du
tétrapeptide GNNK dans la région extracellulaire, ou
du résidu S dans la région interkinase

Figure 7 : Isoformes du c-kit d’aprés Ashman (1999)

.3 Structure du ligand SCF
Leligand SCF est une protéine de 248 A.A chez |'homme avec un domaine extracellulaire de

185 A.A, un domaine transmembranaire de 27 A.A et un domaine cytoplasmique de 36 A.A.
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Dans les cellules humaines, deux formes ont été mises en évidence, elles different par une
délétion de 84 paires de base (28 A.A codés par I’exon 6) dans le domaine extracellulaire
(Zsebo et a., 1990 ; McCulloch and Minden, 1993 ; Galli et a., 1994).

Cette protéine SCF est donc produite dans les cellules eucaryotes sous deux formes :

Une longue (géne en totalité) et une courte (gene délété) qui sont initialement fixées a la
membrane cellulaire. Cependant, la forme longue aprés clivage protéolytique entre les A.A
164 et 165 va donner naissance a une forme soluble du ligand de 26 kD. (figures 8 et 9)

65 93/109 1,0

Sp
SCF-2 i Y Y Y
(220 aa) C C C 2
L—  s-s 1
L s-s 1
. (170)
SCF-1 Y YV ¥y ™
SCF Solubl Y V Y
F Soluble
(164/165aa) [ ¢ C C cj 26 kDa
Y ' Y Y
Dimere l c c C C
Non-covalent Y V v 53 kDa
C C C C

SP : Signal Peptide

TM : Domaine Transmembranaire

Y : N-glycosylation

65, 93, 109, 120, 170 : acides aminés glycosylés
C : résidus cystéine

* : clivage protéolytique

Figure 8 : Différentesisoformes de SCF d’'aprés Galli et al. (1994)

Aussi les interactions entre le récepteur c-kit et son ligand peuvent étre divisées en deux
types: cellule-cellule et facteur soluble-récepteur membranaire. Quelque-soit le mécanisme
qui génére la forme soluble, le SCF semble étre physiologiquement actif sous forme liée,
soluble ou les deux ensemble mais |’ activité biologique n’ est pas équivalente.

Miyazawa et a. (1995) ont montré que I’ activation de la tyrosine kinase de c-kit issu de
cellules myéloides persistait plus quand ces cellules interagissaient avec la forme
membranaire du SCF plutot qu’ avec laforme soluble. La stimulation des cellules par laforme
soluble du SCF induit une rapide diminution de I’expression cellulaire du c-kit par sa
dégradation métabolique. Cette protéolyse du récepteur c-kit sexplique par une
internalisation accélérée des complexes récepteurs c-kit/ SCF soluble. En revanche, le

complexe fixe récepteur/ SCF membranaire n'est pas internaisé, ni dégradé par la méme
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voie. Ains I'activation de c-kit par la forme membranaire est prolongée et continue de
générer des signaux de prolifération et de différenciation cellulaires. La forme membranaire
du SCF stimule donc plus I’ hématopoiese a long terme. La survie des cellules germinales est
stimul ée par laforme fixée et non par laforme soluble.

De plus la production de la forme soluble du SCF est moins importante que celle de laforme
membranaire. La régulation de I’ épissage alternatif contribue fortement & la régulation de la
production des différentes formes de SCF.

Chez la souris, trois formes sont issues de cet épissage alternatif : la forme longue (compléete),
une forme sans I’ exon 6 qui correspond a la forme humaine produite avec une délétion de 28
A.A et une troisieme forme intermédiaire avec une délétion similaire au sein de |’ exon 6, qui
commence au méme A.A (A.A 149) mais qui S arréte au bout de 16 A.A (position 164-165)
(Anderson et a., 1990 ; Huang et al., 1990 ; Galli et a., 1994).

Soluble SCF lT
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e
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.
i’
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SRAREANASEEREERAL UKL R UARTED UEHMERSARNARUANARNRA

<+— Protéolyse
(rapide)

milieu intra-cellulaire SCF 220 SCF 248
(- exon 6) (+ exon 6)

Figure 9: Différentesformes du SCF d’aprés Ashman (1999)

Al Fonctionnement normal du c-kit et de son ligand et régulations
A Interactions c-kit / ligand SCF

.1 Latransphosphorylation
La fixation du ligand au récepteur c-kit engendre par modification de conformation la
dimérisation des récepteurs et I'activation du domaine tyrosine kinase qui induit la

phosphorylation d'une tyrosine de [Iautre protomere: transphophorylation =

43



autophosphorylation. La kinase transfére un groupement phosphate issu de I'ATP sur
I”hydroxy du phénol d’une tyrosine pour former un ester phosphorique. La proténe c-kit est

ainsi activée. (figure 10)
Mg**, ligand extracellulaire

ATP ADP TO3

OH \
Tyrosine -

NH——-(liH NH—(‘:H

co (lzo
|

Figure 10 : Activitétyrosine kinase (Raisonnier, 2003)

Tyrosine
-phosphate

Par phosphorylation de résidus tyrosine des proténes cibles, les récepteurs a activité tyrosine
kinase activent directement des protéines qui induisent la croissance et la différenciation

cellulaires.

.2 Interactions avec les domaines SH2
Dans chague cas, les résidus tyrosine autophosphorylés servent de sites de fixation a haute

affinité pour différentes protéines de transmission intracellulaire. Une fois fixées, ces
protéines sont a leur tour phosphorylées sur leur résidus tyrosine et donc activées. Il existe
une gamme compléete de proténes informatives intracellulaires qui ont des structures et des
fonctions variées mais ont en commun deux domaines non catalytiques hautement conservés
appelés SH2 et SH3 (régions d’homologie avec Src 2 et 3). Les domaines SH2 reconnai ssent
des résidus tyrosine phosphorylés; ils permettent aux protéines qui les possédent de se fixer
aux récepteurs a activité tyrosine kinase activés et a dautres protéines informatives
intracellulaires phosphorylées. La fonction du domaine SH3 est moins claire (Alberts et al.,
1994 ; Stryer, 1995).

.3 Intervention des protéines Ras
Les récepteurs a activité tyrosine kinase activent indirectement les protéines Ras qui

interviennent dans le relais des signaux des récepteurs a activité tyrosine kinase vers le noyau

pour stimuler la prolifération ou la différenciation des cellules.
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Ces phosphorylations et I’activation de Ras sont des évenements de trés courte durée qui
doivent étre convertis en événements de plus longue durée. Ce systéme de transmission met
alors en jeu des cascades multiples de phosphorylations sur des résidus sérine/ thréonine. De
nombreuses kinases a sérine/ thréonine sont impliquées mais la famille des MAP kinases est
une des plus importantes (Alberts et a., 1994 ; Stryer, 1995).

A4 Activation des MAP kinases
La MAP-kinase est activée par une MAP-kinase-kinase qui phosphoryle a la fois un résidu

thréonine et un résidu tyrosine. La MAP-kinase-kinase est elle-méme activée par une MAP-
kinase-kinase-kinase. Une fois que la MAP-kinase est activée, elle entraine a son tour la
phosphorylation d’ autres protéines cibles telles que les MAP (Mitogen Activated Proteins)
qui contrdlent I’ organisation du sguelette ou des facteurs de régulation de la transcription de
différents genes. Ces réactions en chaine créent donc de véritables cascades d’ activation ou de
régulation des activités biologiques des protéines cellulaires.
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Figure 11 : Activation desMAP kinases (Albertset al., 1994)

Y
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Méme s les deux isoformes du c-kit (f. longue ou f. délétée) ont la méme affinité avec le
SCF, lafixation du ligand sur la forme courte du c-kit provoque une phosphorylation et une
activation plus rapide de c-kit que la forme longue. Les cascades réactionnelles consécutives
apparaissent plus précocement et induisent une stimulation de la multiplication cellulaire.
Comme pour tout facteur intervenant dans la transmission des signaux, le récepteur c-kit est

soumis a des régulations par d autres facteurs telles que les cytokines (Galli et a., 1994 ;

45



Raisonnier, 2003).

.B Régulations
.1 Régulation propre au gene
Comme toute transcription, il existe une régulation cellulaire spécifique grace au promoteur
du gene qui possede des sites de fixation pour de nombreux facteurs de transcription (Spl,
AP-2, Myb, SCL, GATA-1 et MITF) qui régule les différentes phases. Ce promoteur permet
la fixation de I’ARN polymérase qui catalyse la transcription du gene mais il ne peut étre
fonctionnel qu’en présence de facteurs de transcription. Le GATA-1 régule le c-kit par
I’intermédiaire des cytokines qui induisent une amplification des fonctions biologiques de c-
kit. Le facteur Myb est lui-méme phosphorylé sur des résidus tyrosine pour agir sur le
promoteur en activant le c-kit. Le facteur Spl est connu pour son réle dans la régulation de
I’expression de c-kit dans les cancers des lignées hématopoiétiques et des petites cellules
pulmonaires. Le SCL active |'expresson fonctionnelle de c-kit dans les cellules
hématopoiétiques. Lors de méanome chez I’'homme, le potentiel métastasique est corrélé ala
perte d’ expression du facteur de transcription AP-2 et donc a une diminution de I’ expression
de c-kit. Lors de ré-expression de I’ AP-2 dans un mélanome, il y a de nouveau amplification

de |’ expression du c-kit et ceci supprime le potentiel tumoral et métastasique (Ashman, 1999).

.2 Régulation du cycle cellulaire
Le ligand SCF stimule la prolifération cellulaire en favorisant la progression du cycle

cellulaire. La présence du SCF est indispensable seulement pendant la phase G1 pour entrer
en phase S. En effet, il participe a la transformation de la protéine P53cdc2 (kinase) en SPF
(Start Promoting Factor) qui permet a la cellule de s engager dans la phase S mais aussi dans
la phase M (mitose). En absence de facteur de croissance, les cellules entrées en phase G1
peuvent subir un phénomene apoptotique (Maillet, 1995). Mais la présence de SCF méme en
faible quantité aurait une activité protectrice. Cette aptitude du SCF a proroger la survie des
cellules est indépendante de la phase du cycle cellulaire. Le SCF et I’ IL-3 bloguent I’ apoptose
des mastocytes par des mécanismes différents : notamment I’ IL-3 induit des protéines anti-
apoptogenes de type bcl-2 mais pasle SCF (Yee et a., 1994).

.3 Régulation du c-kit par les cytokines

.a Expression génique
L’ expression par les mastocytes de I’ARNmM de c-kit est significativement diminuée aprés
traitement des cellules par des agents immunologiques ou par des facteurs de croissance de

I”hématopoiese. Chez la souris, I'lIL-4 et I’ IL-3 régulent négativement la transcription de c-kit
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alors que, chez I’'homme, I'IL-3 ne modifie pas ou au contraire augmente I’ expression du
récepteur c-kit des cellules hématopoiétiques de I’'homme. L’IL-4 a un effet négatif sur
I"expression du c-kit au niveau des cellules CD34* de la moelle osseuse normale de I’homme
et des cellules de I'homme atteint d'une leucémie myéoide. Le TGF-3 modifie
I”hématopoiese et régule I’ expression de c-kit en diminuant la stabilité de I’ARNm. L’ INF-y
est aussi un régulateur négatif des cellules souches érythroides et diminue I’ expression de c-
kit. Le TNF-a inhibe I'effet positif de SCF sur la survie des cellules souches de
I"hématopoiése et en diminuant |’expression membranaire de c-kit (Galli et a., 1994 ;
Ashman, 1999).

Dans les cellules endothdliales, I'IL-1 régule négativement |’expression de c-kit et au
contraire, augmente celle du SCF. Il existe donc un équilibre de I’ expression de SCF et c-kit
qui peut étre modifié dans la paroi des vaisseaux lors d'inflammation (Ashman, 1999). Aussi,
I’ expression cellulaire du c-kit peut étre influencée par un certain nombre de cytokines et de

stimuli.

.b Régulation protidique
Le récepteur c-kit ala surface cellulaire est aussi régulé par le renouvellement des protéines.

La fixation du SCF entraine une endocytose rapide du complexe SCF/ récepteur tyrosine
kinase, qui peut conduire a sa dégradation (Ashman, 1999).

Comme nous |’ avons vu précédemment, |es récepteurs a activité tyrosine kinase interagissent
avec des molécules ayant des domaines SH2. Lorenz et a. (1996) ont éudié I'interaction
biochimique entre le récepteur c-kit et la protéine tyrosine phophatase SHP1 (domaine SH2
non transmembranaire) qui est exprimée dans toutes les lignées cellulaires hématopoiétiques a
tous les stades de maturation. Aprés I’activation du c-kit, la SHP1 se fixe a la tyrosine
phosphorylée du c-kit, ce qui entraine la phosphorylation de son propre résidu tyrosine. La
SHP1 se comporte comme un facteur de régulation négatif du c-kit qu’au niveau des cellules
précurseurs de I’hématopoiéese et les cellules précurseurs c-kit* dépourvues de SHP1 sont
extrémement réactives a la stimulation par le SCF. Ils ont aussi montré que la SHP1 en
diminuant la phosphorylation du c-kit est responsable de la baisse du nhombre de mastocytes
dans le derme.

4 Reégulation du ligand SCF
Leligand, lui auss est régulé par |’ action des cytokines et d’ autres facteurs produits dans le

micro-environnement. Le TNF-a et I'lL-1a semblent réguler négativement le niveau de
transcription de I’ ARNmM du SCF dans les cellules de la moelle osseuse de I’ homme. De plus,

comme les mastocytes représentent une source potentielle d’'IL-1 et de TNF-q, il existe une
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possihilité de rétrocontréle négatif de la production locale du SCF exercé directement par les
mastocytes. Ce type de régulation participe alalimitation du nombre de mastocytes (Ashman,
1999).

En revanche, la quantité de SCF est plus élevée en présence de corticoides (hydrocortisone)
en raison d'une augmentation modérée de la transcription de I'’ARNm du SCF dans les
cellules de lamoelle osseuse.

De plus, laforme soluble du SCF a une action régulatrice sur le récepteur c-kit, en diminuant

son expression membranaire. (cf supra)

.5 Conclusion
Le c-kit est un proto-oncogéne car lorsque celui-ci se retrouve muté, il ne nécessite plus la

ligison & son ligand pour s activer, et son activité tyrosine kinase échappe a tout mécanisme
de contréle. La cellule vaalors se diviser sans stimulation et la prolifération cellulaire devient
alors totalement incontrélable et incontrélée. C'est la base d’ un développement tumoral : les
cellules proliférent de fagon anormale car elles expriment un oncogene qui code pour une
forme constitutionnellement active d’une protéine, ici le c-kit, contrlant |’expression des

genes.

A1 M éthodes de diagnostic : mise en évidence et quantification du
c-kit

L'é&ude du c-kit et de son ligand est basée sur les différentes techniques de biologie
moléculaire (Alberts et al., 1994).

A Etude des genes c-kit et du ligand SCF
.1 Amplification des génes par PCR et RT-PCR

Dans un premier temps, les chercheurs se sont penchés sur la détection des genes codant pour
le c-kit et son ligand. Aussi, ils font la plupart du temps appel aux techniques de PCR
(Polymerase Chain Reaction) afin d amplifier les génes codant pour ensuite les quantifier.

La PCR permet d’amplifier plus d’un milliard de fois les séquences d ADN spécifiques des
genes situés sur les loci White Spotting et Steel, codant respectivement pour le c-kit et son
ligand (SCF). On utilise des parties de la séquence qui encadre la région a amplifier pour
fabriquer deux oligonucléotides de synthése (primers spécifiques, amorces), chacun étant
complémentaire de I’ une des chaines de la double hélice d’ ADN et situé sur les brins opposés
de larégion a amplifier. Ces oligonucléotides servent d’amorces (annexe 1) pour la synthese
d’ADN in vitro qui est catalysée par I’ ADN polymérase thermorésistante (Tag polymérase).
La PCR est une succession de cycles (de 20 a 30 cycles) comprenant chacun 3 étapes:
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(figurel?)

1% étape : Bref traitement thermique pour séparer les deux brinsde I’ ADN chromosomique
2¢me étape : Refroidissement de I’ ADN en présence d’ un large excés des deux oligonucl éotides
qui permet leur hybridation spécifique avec les séquences d’ADN génomique
complémentaires.

3eme étape : Synthese de I’ADN gréace au mélange préassocié qui est incubé en présence de
I”’ADN polymeérase et des quatre désoxyribonucléiques triphosphates, de sorte que les régions
de !’ ADN en aval des amorces soient sélectivement synthétisées.

Ces étapes sont répétées de sorte que les fragments nouvellement synthétisés servent a leur
tour de matrice et, en quelques cycles, I’ espéce prédominante est un seul fragment d’ ADN
dont la longueur correspond a la distance entre les deux amorces d origine. Un seul cycle
prend environ 5 minutes et on peut ains obtenir en quelques heures le « clonage acellulaire »
d’ un fragment d’ ADN gréce a un systéme automatisé, alors qu’il faut plusieurs jours avec les
techniques standard de clonage. De plus, la méthode de PCR est trés sensible et peut ainsi
détecter une molécule unique d ADN dans un échantillon (Longley et a., 1993 ; London et
al., 1996 ; Nagata et a., 1998).

séparation des brins

d'ADN et hybridation

séparation des brins synthése

o ADN et hybrydation synthese avec les amoces de 'ADN
avec les amorces ) L Emeama: W e ]
de 'ADN - 1
separation des brins T - e_/ - T e—
d’ADN et hybridation synthése - [ —
avec les amorces de ’ADN / AN [N D s RERURN
ST, ] T
I~ WS T
o coassan .
e \ n e - y - ; ete
SN — NSRS
\ ® - BT et
—
' [ emsmemm | | m——
- T eE=mme
— T /
\ /20N S =g
| s s
\.. ~ TR | — | —
Fragment d’ADN \ = BT /
chromosomique T TR -
\ R o RN
ECETEETTE | BT
PREMIER CYCLE DEUXIEME CYCLE TROISIEME CYCLE
(2 molécules d’ADN double brin) (4 molécules d’ADN double brin) (8 molécules d’ADN double brin)
m\ amorce

s ADN originel

mT———17 ADN synthétisé

Figure 12 : Schéma d’amplification par PCR d’un géne donné (Albertset al., 1994)

Il est possible d’analyser de la méme fagon des quantités infimes d’ ARN en les convertissant
en sequences d’ ADN avec latranscriptase reverse ; c'est laRT-PCR.

Une fois I’amplification effectuée, il faut pouvoir isoler les fragments obtenus et les révéler
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afin de les quantifier.

.2 Détection des fragments amplifiés
Le séquencage de I’ADN codant pour le c-kit ou le ligand SCF est réalisé par éectrophorése

sur gel d’agarose. Des ARNs ou ADNSs connus servent de marqueur de taille.

La révélation des fragments repose sur des techniques d’ hybridation d’ acides nucléiques de
type Northern (interaction ARN / ADN) ou de type Southern (interaction ADN/ ADN) apres
dénaturation en milieu alcalin de la double hélice d ADN (Anderson et al., 1990 ; Longley et
al., 1993 ; Tsujimuraet al., 1994).

Apres séparation des acides nucléiques, ils sont transférés sur une membrane de nitrocellulose
par effet buvard atraversle gel d agarose et le papier. La membrane est ensuite exposée a une
sonde d ADN marquée pendant une durée prolongée dans des conditions favorables a
I"hybridation. La membrane est aors lavée soigneusement, de sorte que seules les molécules
d’ARN ou d’ ADN immobilisées hybridées avec |a sonde soient marquées et apparai ssent sous

forme de bandes sur lamembrane. (figure 13)

membrane de nitrocellulose sur
ARN ou ADN - pile de serviettes en papier Iaquleellseascci)gésf%r:&rgeﬂtesﬁxes
non marqué Ole membrane a
< -

/ “~.__de nitrocellulose

gel

ARN marqué
standard servant
de marqueur en taille

sac en plastique

~\

sonde
marquée

pos(i‘tions | — N

u ! bandes
marqueur ’ — - Tdetectees

S

Figure 13: Détection de molécules d’ARN ou d’ADN spécifiques par hybridation apres
transfert degel (Albertset al., 1994)

Latechnique de visualisation la plus utilisée est |a suivante :

Coloration du gel au bromure d’ éthidium et seuls les fragments hybridés prennent le colorant
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puis lavisualisation se fait grace alalumiére U.V.

.B Etude des protéines c-kit et SCF
Cependant, I’ é&ude du c-kit et de son ligand peut s effectuer a partir des protéines directement,

essentiellement afin de comparer les quantités tissulaires de c-kit ou bien pour mettre en
évidence des mutations.

Aussi, il est important de pouvoir isoler ce récepteur au niveau cellulaire et tissulaire. Des
techniques d'immunohistochimie et d'immunocytochimie ainsi que la culture cellulaire sont
alors utilisées (London et a., 1996 ; Huang et al., 1990).

1 Matériel
Des tissus sains dans lesquels le récepteur c-kit est présent comme le cervelet, la rate sont

utilises comme contréle positif. Différents échantillons tumoraux ont éé étudiés pour
quantifier le c-kit afin de savoir si ce dernier pouvait servir de marqueur tumoral et aussi pour
analyser le c-kit et son ligand dans différentes tumeurs pour identifier les mutations qui les
affectent. Ces tissus sont traités au formol 10% et a la paraffine afin de pouvoir réaliser des
sections tissulaires au microtome (coupes de 4 a5 pum).

Puis, des lignées cellulaires de mastocytes connues chez I'homme et chez plusieurs espéces
animales sont utilisées, issues de tumeurs multiples dans lesquelles des mutations du c-kit ont
été mises en évidence. Les cellules C2, cellules BR issues de mastocytomes canins, cellules
HMC-1 retrouvées lors de leucémie mastocytaire chez I'homme, cellules P-815 qui sont des
cellules murines ayant une mutation connue également du c-kit, permettent de comparer et
d’identifier la nature de mutations éventuelles dans les types cellulaires a analyser (London et
al., 1999 ; Regueraat al., 2000).

.2 Détection des protéines
Que I’on utilise I'immunohistochimie ou I'immunocytochimie, le principe est le méme : on

réalise dans un premier temps un immunomarguage avec des anti-corps (Ac) polyclonaux de
lapin anti- c-kit humain (il existe des réactions croisées entre le c-kit canin et le c-kit humain),
qui reconnaissent une séquence specifique, soit dans le domaine extra-cellulaire, soit dans le
domaine intra-cellulaire du récepteur.

Apres incubation des cellules ou des coupes de tissus avec I’ Ac primaire, un lavage et un
rincage sont effectués et les échantillons sont de nouveau incubés avec des Ac secondaires. Ce
sont des Ac marqués de bélier ou de chevre anti-lapin (anti-1g de lapin) qui sont couplés de
fagon covalente a un marqueur ce qui les rend facilement détectable (Kitayamaet al., 1995).

Les marqueurs communément utilises sont la fluorescéine ou la rhodamine pour la
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microscopie en fluorescence; la peroxydase de raifort pour la microscopie photonique
conventionnelle, comme pour la microscopie éectronique; la ferritine, une proténe
contenant du fer ou des sphéres d'or colloidal pour la microscopie éectronique; et la
phosphatase acaline ou la peroxydase qui conduisent a la formation locale d un précipité
coloré, en présence de produits chimique appropriés, pour une détection biochimique. Il est
donc indispensable de traiter les cellules préalablement pour inhiber la peroxydase endogéne
et labiotine endogéne (Longley et a., 1996 ; London et al., 1996).

On utilise les mémes méthodes pour éudier le ligand SCF mais I’Ac primaire est un Ac
polyclonal de lapin anti-lg du SCF et I’Ac secondaire est un Ac de bdlier anti-lg de lapin
conjugué a de I’isothiocyanate de fluorescéine.

Cette révélation du c-kit peut étre lue directement sur des coupes tissulaires
(immunohistochimie) ou sur des cultures cellulaires (immunocytochimie) ou encore par
immunotransfert. En effet, la protéine c-kit peut étre séparée d autres protéines par
électrophorése et ensuite toutes les protéines sont transférées par « effet buvard » sur une
feuille de papier de nitrocellulose. Puis, elles sont toutes exposées a un Ac spécifique qui
reconnait dans ce cas précis les protéines qui se phosphorylent sur les résidus tyrosine. Seules
ces protéines seront révélées grace a un deuxiéme Ac couplé a un isotope radioactif, a une
enzyme facilement détectable ou a un colorant fluorescent. Cette méthode de détection des
protéines est appelée Western blot.

Toutes ces méthodes utilisées sont sensibles et trés spécifiques et leur utilisation a permis

d'identifier plusieurs mutations du gene c-kit lors de pathol ogies tumorales, par exemple.

52



53






TROISIEME PARTIE : INTERETSDU C-KIT EN TANT QUE
MARQUEUR TUMORAL

55



56



TROISIEME PARTIE : INTERETSDU C-KIT EN TANT QUE
MARQUEUR TUMORAL

1 Conditions d’expression du c-kit en pathologie tumorale: les différentes
mutations identifiées
Un grand nombre de mutations indépendantes ont été décrites sur lesloci W et Sl. Les souris

ayant des mutations sur les loci W ou S ont des caractéristiques phénotypiques similaires
(Gali et al., 1994). Les mutations dans le locus W affectent le nombre et la fonction des
cellules souches hématopoiétiques, des mastocytes, des cellules germinades et des
mélanoblastes (action intrinseque). Les mutations du locus Sl affectent le micro-
environnement qui entoure ces différentes lignées cellulaires et ont une action extrinseque ala
cellule (Zsebo et al., 1990).

A Mutations homozygotes
En général, les mutations homozygotes sur les allelesW et SI (W*/W* ou SI*/Sl*) produisent

des animaux a anémie macrocytaire et hypoplasique, avec un défaut de pigmentation cutanée
(animaux blancs aux yeux noirs), stériles et avec un profond déficit en mastocytes. Ces
mutations sont souvent dominantes négatives (McCulloch and Minden, 1993). Les mutations
sur les loci W et Sl induisent une perte fonctionnelle au niveau des mastocytes, c est-a-dire
une interaction défectueuse entre le récepteur c-kit et son ligand SCF. L’activation du
récepteur ligand-dépendante ne se fait pas correctement car la transduction du signal est
modifiée.

Les mutants homozygotes les plus séveres meurent in utero ou en période périnatale
immédiate en raison d’ une sévére anémie. |l existe une différence entre les homozygotes Sl et
W par rapport au développement des cellules germinales et aux cellules hématopoiétiques ; la
mutation Sl a un effet plus prononcé et elle cause une anémie plus sévere (Galli et a., 1994).

.B Mutations hétér ozygotes
En général, les souris hétérozygotes simples (W*/+) sont fertiles et n’ ont aucune défaillance

de I’hématopoiése, leur pelage n’ est pas dilué mais elles présentent une tache dépigmentée sur
le ventre et/ou sur le front et/ou sur I’ extrémité des pattes et de la queue, en fonction de la
mutation portée.

L es souris hétérozygotes (SI*/+) sont généralement viables, elles ont une anémie macrocytaire
modérée, une robe diluée avec une tache ventrale et des gonades de taille réduite mais restent
fertiles (Galli et a., 1994).

.C Mutations connues du gene c-kit (locus W)
Ces mutations W influencent la mélanogénése, la gamétogénese, I’ hématopoiese et la
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popul ation des mastocytes.

.1 Chezla souris

Tableau 1 : Mutations du locus W/géne c-kit d’apres Chu and Besmer (1995)

Mutation Phénotype Phénotype Lésion Localisation
hétér ozygote homozygote moléculaire génomique
W2 Pas de Leétalite prénatale  Asp790 - Asn Exon 17
pigmentation,
anemie modérée,
fertilité réduite
WE7 Pelage marbré  Létalité prénatale  Glus82 - Lys Exon 11
=W Tache ventrale, Pas de Thr660 — Met Exon 13
anémie modérée,  pigmentation,
fertile anemie modérée,
stérile
W Tache ventrale, Pigmentation Val831 - Met Exon 18
anémie modérée trés |égeére,
anemie modérée,
fertile
w Tacheté Letalité Délétion Intron 10
périnatale d ARNm (domaine
Sévere anémie, (épissage transmembranaire)
pas de défectueux),
pigmentation  proténe absente
WK Tacheté Létalité Réarrangement  Région des exons
périnatale, sévére du gene 9al5
anémie, pas de
pigmentation
\\/ioH Tacheté Létalité trés Délétion Loci Ph, W, Rw
précoce importante
W Petite tache Pigmentation Insertion donc Intron4 ou 5
tres|égere, pas ARNmM et
d anémie, protéine réduits
fertilité réduite
WFY Petitetache  Taches blanches, ARNmM et ?
anémie modérée,  protéinetres
fertile réduits
W Ceinture blanche Pas de Absence ?
pigmentation, d ARNm dans
pas d’ anémie, les mastocytes
fertile
Wie ? ? Substitution Domaine tyrosine
Gly595 kinase
wWh ? ? Substitution Domaine tyrosine
Ala335 kinase
W ? ? Substitution Domaine tyrosine
Arg816 kinase
Il existetrois types de mutations :
. Mutations dans le domaine tyrosine-kinase nhommeées W+, W37, WY (W*),
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WA W4 Wiie W W Elles semblent interférer avec la transduction du signal kinase-
dépendant tout en préservant un récepteur c-kit de taille normale et présent ala surface
descellules.

. Délétion (mutation W) de 78 acides aminés dans |le domaine transmembranaire
et dans la région C-terminale du domaine tyrosine kinase. Le gene est plus petit et ne
permet pas |’ expression membranaire du récepteur.

. Mutation WH qui consiste en une délétion compléte du géne c-kit et entraine
une absence totale de récepteur c-kit ala surface cellulaire.

Les défauts chez les souris hétérozygotes avec des mutations non-sens (W+#2, W37, WY =W55,
W4 et W) sont plus séveres que ceux des souris hétérozygotes qui ont des récepteurs
tronqués. Les mutations sont multiples et sont associées a des altérations structurales du géne
c-kit, comprenant des mutations de structure et de régulation. Plusieurs sont des substitutions
uniques de paire de base dans larégion codant pour le domaine kinase et cela génére une perte
partielle ou totale de I’ activité kinase du récepteur c-kit. Dans les stades hétérozygotes, plus la
mutation est sévére, plus la perte de fonction du récepteur c-kit est importante et plus la
fonction vitale est entravée. Les animaux dépourvus de toute activité tyrosine kinase de leur
c-kit meurent in utero alors que les animaux qui ont un niveau réduit de I’ activité tyrosine
kinase de leur c-kit peuvent survivre jusgu’ al’ age adulte (M cCulloch and Minden, 1993).

Nous avons vu précédemment que le récepteur c-kit se dimérise suite alafixation du ligand et
que cette dimérisation est nécessaire pour que la transduction du signal ait lieu. Aussi, les
mutations dans le domaine tyrosine-kinase semblent affecter la dimérisation des récepteurs

méme s'ils sont par ailleurs normaux (Zsebo et al., 1990).

.2 Chezlerat
Une mutation nommée Ws donne un phénotype semblable a celui obtenu avec la mutation de

la souris W. Les rats atteints sont blancs aux yeux noirs, anémiés et ont un déficit trés
important en mastocytes (Galli et al., 1994).

.3 ChezI’homme
Des mutations ont aussi été identifiées et sont a I’origine du piébaldisme avec des zones

apigmentées de la peau (souvent limitée a une partie du front) et des cheveux (meéche
blanche). Ce sont des mutations ponctuelles (substitutions) dans le domaine kinase au niveau
des codons 583 (Acide glutamique), 584 (phénylalanine), 664 (glycine) ainsi que des
mutations affectant la structure dans les codons 561 et 642 (Galli et al., 1994).
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.D Mutations connues du gene SCF (locus Sl)
Ces mutations ont des effets beaucoup plus dramatiques que celles du gene c-kit, les mutants

homozygotes meurent en général in utero ou bien trés rapidement apres la naissance, et

résultent de délétions qui produisent une perte totale de la fonction du SCF. Différentes
mutations ont été identifiées : (tableau 2)

Tableau 2 : Mutations du locus Sl /gene SCF (Copeland et al. 1990)

Mutation Mode Phénotype Phénotype Altération
d'induction hétérozygote homozygote structurale
Sli (Steel-J) Spontanée Pelage ventral dilué,  Létalité prénatale: Délétion
bout de laqueue blanc  mort dansles 15
jours de gestation
Sl (Steel- Spontanée Pelage dilué Viable, yeux nairs, EcoR1, RFLP
Dickie) légérement +/- taché  pelage blanc, stérile,
anémie severe
Sl (Grizzle Spontanée Ventre clair Anémie, |étal durant Délétion
Belly) la 1%¢ semaine apres
la naissance
S#H (Steel- X-radiations Pelage et pattes plus Anémig, |étalité Délétion
8") clairs, +/- tachés prénatale
Sl1oH (Stedl - X-radiations Pelage et pattes plus Anémieg, |étalité Délétion
10) clairs, +/- tachés néonatale
Slean X-radiations Pelage et pattesplus ~ Viableyeux nairs, Aucune
(Panda=SIH) clairs, +/- tachés pelage blanc, méles
fertiles et femelles
stériles
SItH (Steel - Ac. Nitro- Tacheblanchesurla  Viable, yeux noirs, Aucune
174) éthylique gueue et/ou sur les pelage blanc, méles
(amines pattes, pelage dilué stériles et femelles
carcinogenes) fertiles
SleH (Stedl- X-radiations Pelage grisé, oreilles  Létalité prénatale, Délétion
18) et queue pales, tache mort rapide aprés
sur latéte +/- tache implantation des
sur nez et ventre, embryons
anémie et viabilité
réduite
S Mutation Pelage dilué, anémie  Pelage blanc, stérile,
originelle modérée, fertile |étalité périnatale

(gonades réduites)

(anémie)

.E Mutations « actives »

En étudiant différentes tumeurs, I’analyse génétique a permis de mettre en évidence des

mutations spécifiques du gene c-kit : ce sont des mutations ponctuelles qui conduisent toutes &

une activation autonome, constitutive et permanente du récepteur c-kit.

.1 Mutations « actives » dans |e domaine kinase
Ces mutations ponctuelles ont éte identifiées dans trois lignées de mastocytes (les cellules P-

815 chez la souris, les RBL du rat et les cellules HMC-1 chez |I"’homme). Elles surviennent
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dans le domaine kinase du récepteur c-kit et elles consistent en une substitution de I’ acide
aminé Asparagine du codon 814 par une Tyrosine. |l existe aussi une autre mutation au niveau
de ce méme codon (814) qui repose sur la substitution de I’ Asparagine par une Valine chez la
souris. Cette mutation identifiée dans les cellules murines P-815 correspond a la mutation
retrouvée au niveau du codon 816 qui substitue une Asparagine par une Valine dans les
cellules HMC-1 de la leucémie mastocytaire chez I’homme. Ces mutations sont dominantes
positives (Tsujimuraet al., 1994 ; Pignon, 1997).

.2 Mutations « actives » dans le domaine juxtamembranaire
Elles sont de deux natures (mutation ponctuelle et délétion) et générent auss une activation

autonome et constitutive du récepteur c-kit en |’ absence de fixation du ligand.

La premiére est une substitution de la Valine du codon 559 par une Glycine dans le gene c-kit
murin. 1l existe une mutation équivalente retrouvée chez I’'homme dans les cellules HMC-1
qui consiste en la substitution de la Valine du codon 560 par une Glycine (Furitsu et al.,
1993 ; Tsujimuraet a., 1997).

Ces mutations ponctuelles qui affectent le géne c-kit de I’ homme sont détectées au niveau des
mastocytes des patients atteints de mastocytose cutanée associée a des désordres
hématologiques ainsi que chez ceux souffrant d’ urticaire pigmenté.

Il existe auss des cellules murines de mastocytome, les cellules FMA3 chez lesquelles |’ ADN
du c-kit ne porte pas de mutation ponctuelle comme celles identifiées dans les cellules HM C-
1, RBL et P-815 mais comporte une délétion structurale de 21 paires de base. Cette |ésion
implique les nucléotides 1745 a 1765 qui codent pour les acides aminés suivants: Thr-GlIn-
Leu-Pro-Tyr-Asp-His (codons 573 a 579) situés dans le domaine juxtamembranaire. Cette
délétion génere aussi une activation autonome et constitutive du récepteur c-kit présent dans
cescellulesFMA3 (Tsujimura et al., 1997).

Ces mutations identifiées dans des lignées cellulaires de mastocytes de différentes especes
sont retrouvées dans des mastocytes de multiples pathologies tumorales, auss il nous est
facile de supposer trés fortement que ces mutations responsables de I’ activation congtitutive
du c-kit ont un réle dans le développement tumoral des mastocytes.

Tableau 3: Récapitulatif des mutations du c-kit identifiées dans différentes lignées
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cellulaires de mastocytes, d’ apres Geguera et al. (2000)

Néoplasie Espéce Mutation

Lignée cellulaire de leucémie Humaine Substitutions:

mastocytaire (HMC-1) Va560- Gly

Asp816- Val

Lignée cellulaire de tumeur des Murine Substitution :

mastocytes (P-815) Asp814 . Tyr
Lignée cellulaire de tumeur des Murine | Déétionde 7 A.A du 573 au 579¢eme

mastocytes (FMA3)

Lignée cellulaire de tumeur des Rat Substitution :

mastocytes (RBL-2H3) Asp8Ll7 - Tyr
Lignée cellulaire de tumeur des Canine | Insertion de 48 pb entre les nucl éotides

mastocytes (C2) 1784 et 1785

Déétion de4 A.A dans!’exon 9

.F Conséquences de ces mutations

Qu'il y ait une mutation ou non du gene c-kit, la protéine c-kit se présente sous forme mature

(longue,145 kD) et immature (courte, 125 kD). Apres stimulation par le SCF, la forme mature

du c-kit normal (sauvage) est phosphorylée sur son résidu tyrosine. Au contraire, les formes
mature et immature du c-kit Gly 559 et du c-kit Val 814 (figure 14) sont extrémement
phosphorylées sans tenir compte de la stimulation par le SCF (figure 15). Ceci confirme que

les c-kit Gly 559 et Val 814 subissent une phosphorylation constitutive sur leur résidu
tyrosine, c’'est-a-dire indépendante de la fixation du ligand SCF (Furitsu et al., 1993 ;

Kitayamaet al., 1995).

Extra-cellulaire TM Cytoplasmique

TK1 Kl TK2

WT
KIT  NHy

COOH

G559

Val-559 Asp-814

KIT L

V814

Gly-559

KIT I

Val-814

TM : Domaine transmembranaire
TK1 : Domaine tyrosine kinase 1
TK2 : Domaine tyrosine kinase 2
Kl : Domaine d’insertion de la kinase

WT : Type sauvage

Figure 14: Représentation schématique des mutations c-kit G559 et c-kit V814

(Kitayama et al., 1995)
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mSCF : SCF murin

anti-P-Tyr : marquage de la tyrosine phosphorylée
anti-c-kit : marguage de c-kit

WT : Type sauvage

Figure 15: Mise en évidence de la tyrosine-phosphorylation en fonction des mutations
du c-kit, par Western blot (Kitayama et al., 1995)

.1 Action sur la dimérisation du récepteur c-kit
La dimérisation du récepteur est un événement clé dans la transmission du signal. Pour savoir

s les mutations actives du c-kit conduisent ala dimérisation du récepteur sans tenir compte de
la stimulation par le ligand SCF, les formes phosphorylées des c-kit sauvage, Gly 559, FMA3
et Val 814 avec ou sans SCF ont été comparées. Comme prévu, le SCF induit la
phosphorylation du c-kit sauvage et la forme phosphorylée est détectée comme une protéine
de masse moléculaire 330 kD. Elle représente un dimére du c-kit et de son ligand SCF. Au
contraire, une protéine c-kit Gly 559 phosphorylée et une protéine c-kit FMA3 phophorylée
sont détectées comme un homodimére de masse moléculaire 290 kD en I’ absence de SCF.
Suite ala stimulation par le SCF, les dimeéres issus de cette phosphorylation ; complexe c-kit
Gly 559-SCF et complexe c-kit FMA3-SCF ont des masses moléculaires de 330 kD. Quant au
c-kit Val 814, il est a peine détectable dans sa forme dimérique de 290 kD sans aucune
stimulation par le SCF aors gu'une masse moléculaire de 330 kD qui représente un
homodimére du complexe c-kit Val 814-SCF est détectée apres stimulation par le SCF. Ces
résultats montrent que les mutations actives dans le domaine juxtamembranaire (Gly 559,
FMAZ3) induisent la dimérisation du récepteur c-kit sans aucune stimulation par le SCF, alors
gue la mutation active dans le domaine kinase (Val 814) ne semble pas induire d association

du récepteur au moins dans son domaine extracellulaire (Kitayamaet al., 1995).

.2 Action sur I'internalisation (dégradation) du récepteur c-kit
La régulation négative (« down-regulation ») des récepteurs dépendante du ligand est un
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mécanisme d'atténuation du signa géné&é par le ligand. La disparition du signal
d’internalisation semble induire |’ activation constitutive du c-kit. Aussi, I'internalisation des

récepteurs c-kit a elle été étudiée en présence ou non de SCF (Tsujimuraet al., 1997).

.a Récepteursc-kit FMA3
Quand les cellules FMA3 sont incubées avec du SCF, le nombre de récepteurs c-kit FMA3

diminue fortement. Sans SCF, |’ expression a la surface cellulaire du c-kit FMA3 est tres peu
diminuée. Ces résultats montrent que les récepteurs c-kit FMA3 activés de maniére
congtitutive se dimérisent indépendamment de la fixation du SCF mais ne sont pas

internalisés sans SCF. (figure 16)

.b Récepteursc-kit Val 814
En étudiant la dégradation du c-kit Val 814 en I’absence ou en la présence de SCF, il a é&é

démontré que la stimulation par le SCF entraine une dégradation rapide du c-kit normal ou
muté. Par contre, seul le c-kit Val 814 est dégradé continuellement en |'absence de SCF.
Aussi, ces résultats suggerent gque la transformation de I’ activité du c-kit Val 814 ne résulte
pas d’'une erreur dans la régulation négative des récepteurs comme cela a é&é montré pour le
c-kit FMAS et le c-kit G559. Ainsi, Tsujimura et a. (1997) montrent qu’il existe au moins
deux mécanismes différents qui interviennent dans I’ activation congtitutive du c-kit. (figure
16)

A) Mutations de la région juxtamembranaire B) Mutations de la région Kinase

X : Val’® — Gly ¥ : Asp** —» Val ou Tyr
Délétion de 7 acides aminés (FMA3)

Activation
sans
dimérisation

Dimérisation
ligand-indépendante Membrane cellulaire

Membrane cellulaire

Signal constitutif Signal constitutif

Figure 16 : Mécanisme supposé d’ activation constitutive du récepteur c-kit d’apreés
Tsujimuraet al. (1997)

64



.3 Action sur la croissance cellulaire
Il existe un autre role des mutations actives a savoir leur influence sur la croissance cellulaire

en |"absence de facteurs de croissance. Aussi, la prolifération de cellules hématopoiétiques
exprimant les c-kit sauvage, Gly 559 ou Val 814 a été mesurée en présence ou non de facteur
de croissance (IL-3, SCF). Les cellules exprimant le c-kit sauvage montrent une prolifération
cellulaire dose-dépendante en présence d'IL-3 et de SCF. Pour les cellules exprimant les c-kit
mutés, elles proliferent en |’ absence de facteurs exogénes comme I’ IL-3 ou le SCF et ces deux
derniers facteurs ont un effet minimal sur leur prolifération. Comme contréle négatif, des
cellules " exprimant pas de récepteur c-kit ont auss été incubées en présence d'IL-3 et de
SCF. L’IL-3 induit une prolifération de ces cellules dose-dépendante alors que le SCF n'a

absolument aucun effet sur la croissance cellulaire (Kitayamaet al., 1995).

4 Action sur la genése tumorale
Pour évaluer le potentiel de malignité des cellules exprimant les c-kit mutés, elles ont été

inocul ées par voie sous-cutanée a des souris «nude» (athymiques). Les cellules exprimant les
c-kit Gly 559 et Val 814 ont induit de grosses tumeurs a chaque site d’inoculation au bout de
10 jours et toutes les souris sont mortes de leucémie au bout de 2 ou 3 semaines. Les souris
ayant regu des cellules exprimant le c-kit sauvage n’ ont développé aucune tumeur au bout de
2 semaines mais des petits nodules sont apparus sur 3 des 8 sites d’injection au bout de trois

semaines (Kitayamaet al., 1995).

.5 Conclusion
Aing, les mutations Gly 559,vVal 814 et FMA3 du c-kit n'induisent pas seulement la

phosphorylation constitutive de la tyrosine du récepteur c-kit en I’ absence du ligand exogene
SCF, mais aussi la croissance des cellules hématopoiétiques murines dépendantes de I'[L-3
(en I’absence du ligand aussi). De plus, ces mutations ont des capacités de genese tumorale.
Méme s les protéines c-kit Gly 559 et Val 814 ont le méme potentiel oncogénique, il est
important de préciser que le c-kit Val 814 engendre un niveau supérieur de phosphorylation

et une activation plus importante que le c-kit Gly 559.

.G Conséquences mécanistiques des mutations Gly 559 et Val 814
Malgré les effets dramatiques des mutations Gly 559, Val 814 et autres, les mécanismes précis

par lesquels les mutations du c-kit activent la tyrosine kinase et transmettent les signaux
oncogenes a travers la cellule ne sont pas totalement connus. Bien que des hypothéses se
basent sur le mode d’'action du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGF :

Epiderma Growth Factor) qui serait activé par un mécanisme intramoléculaire sans
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dimérisation des récepteurs, un tres grand nombre d’ études ont montré que la dimérisation du
récepteur jouait un role essentiel dans I'activation de la protéine kinase et aussi dans la
transmission du signal. De plus, les mécanismes de transphosphorylation entre les deux
domaines kinase des récepteurs dimérises qui se produisent aprés la fixation du ligand, sont a
I"heure actuelle considérés comme le mécanisme naturel d’activation des récepteurs c-kit.
Cependant, les deux mutations n’ont pas le méme mode d' action car seule la mutation Gly
559 permet au c-kit d'étre sous forme dimérisée en I’absence de SCF. Cette mutation
provoguerait la dimérisation du récepteur d’ ou une activation enzymatique qui conduirait ala
transformation cellulaire. Au contraire, laforme dimére du c-kit Val 814 en |’ absence de SCF
est quasi indétectable. Cette mutation serait donc une mutation active unique qui,
indépendamment de la dimérisation extra-cellulaire du récepteur, induit la croissance
cellulaire indépendamment des facteurs de croissance et la tumorogenese. Les associations
entre récepteurs c-kit Val 814 se feraient dans le domaine cytoplasmique et conduiraient a

I’ activation du récepteur et alatransformation cellulaire (Kitayama et al., 1995).

.H Mutation d’un géne codant pour lefacteur detranscription MITF
Le locus mi- sur le chromosome 6 chez la souris code pour un facteur de transcription connu

appelé MITF. Des mutations de ce dernier ont été identifiées et consistent en une délétion de
1 a 4 résidus Arginine dans le domaine de base. Les souris mutantes homozygotes
dével oppent une myocardiopathie, une disparition pigmentaire des poils et des yeux ainsi que
de I’ ostéoporose. De plus, ces souris ont une déficience en mastocytes avec une faible réponse
de ces cellules ala stimulation par leur facteur de croissance : le SCF. Un défaut d’ expression
du c-kit est alors suspecté. Le MITF apparait impliqué dans larégulation de la transcription du
gene c-kit des mastocytes. De surcroit, une délétion ou une mutation ponctuelle dans le
promoteur du gene c-kit inhibe I'activité du MITF. Par conséquent, si |'activation du
promoteur du gene c-kit n'a pas lieu, la transcription ne se fait pas et ceci aboutit & une
déficience en récepteurs c-kit, une trés faible stimulation cellulaire par le SCF et donc une
déficience en mastocytes (Tsujimuraet a., 1996).
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Al Etudedel’expression du c-kit dansdifférentestumeurs

Pour étudier les corrélations entre le niveau d expression du c-kit et la progression tumorale,

toutes les tumeurs dans lesquel les est détecté le c-kit ont été anal ysées.

A Etude chez I'homme
.1 Les mastocytoses
Chez I’'homme, ¢’'est une pathologie importante dans laguelle le c-kit est impliqué. 1l existe
différents stades de mastocytose : mastocytose indolente (catégorie I), mastocytose associée
a un désordre hématologique (catégorie Il, syndrome de myélodysplasie), mastocytose
agressive avec lymphadénopathie et éosinophilie (catégorielll), et lalVeme catégorie qui est la
leucémie mastocytaire. Aussi, ces tumeurs ont permis d étudier le comportement du c-kit

chez I"homme en le comparant avec des sujets sains (Pignon, 1997).

.a Expression del’ARN c-kit en fonction du stade de mastocytose
Pour connéitre le niveau d’ expression du c-kit, ¢’ est la quantité d ARNm codant pour le c-kit

extrait des cellules mononucléées du sang périphérique qui a éé mesurée. La quantité
d’ARNmM du c-kit issu de ces cellules est significativement plus élevée chez les patients
atteints de mastocytose associée a un désordre hématol ogique, de mastocytose agressive ou de
leucémie mastocytaire, par rapport aux controles (patients sains) mais elle reste faible chez les
patients atteints de mastocytose indolente. 1| apparait donc que |’ augmentation de I’ ARNm du
c-kit est corrélée a la présence d un désordre hématologique et refleterait I’expansion des
cellules exprimant le c-kit dans le sang périphérique.

Le niveau d expression des deux isoformes du c-kit des patients atteints de mastocytose ne
parait pas sensiblement différent de celui observé chez les patients sains. Il n'y a donc pas de
réel défaut du niveau d’ expression des isoformes du c-kit dans les cellules mononucléées du
sang périphérique.

Des processus pathologiques variés pourraient expliquer les différentes catégories de
mastocytose, mais chez certains patients atteints de mastocytose, un processus dysplasique est

associé qui traduit une surexpression du c-kit (Nagata et al., 1998).

.b Originedel’excés du c-kit lors de mastocytose
Dans le systéme hématol ogique humain, une population de cellules souches CD34* expriment

le récepteur c-kit. Les cellules CD34* sont les cellules qui expriment majoritairement le c-kit
parmi les cellules mononucléées du sang périphérique chez un sujet sain. Ces cellules CD34*

restent néanmoins peu nombreuses au sein des cellules mononucléées du sang périphérique et
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aucun mastocyte circulant n'est présent dans les conditions normales. Les mastocytes
contrairement aux neutrophiles et aux autres cellules myéloides expriment le récepteur c-kit a
leur stade de cellule mature. Aussi, la surexpression du c-kit lors de mastocytose pourrait étre
due a la fois a I’augmentation des cellules CD34* et a I’augmentation des mastocytes et de
leurs précurseurs. Tous ont été détectés sur des ponctions de moelle osseuse et sur des frottis

de sang périphérique (Nagata et al., 1998).

.c Rodledelaforme soluble du SCF lors de mastocytose cutanée
Un autre mécanisme dépendant de I’expression du SCF qui stimule la prolifération des

mastocytes et augmente la production de méanine par les mastocytes semble pouvoir
expliquer le développement d une mastocytose cutanée. Longley et a. (1993) a comparé
I’ expression du géne SCF dans la peau des patients atteints de mastocytose cutanée et dans la
peau de sujets sains. Dans |la peau saine, le SCF est associé aux kératinocytes, aux cellules

dermiques éparpillées et aux mastocytes ce qui correspond a une reconnaissance du SCF par
une structure de récepteur membranaire, c-kit. La production de la forme soluble de SCF
résultant du clivage protéolytique de la forme longue (cf supra) dépend alors normalement de
la présence de I’ ARNm codant pour le SCF et de I’ activité protéase. Par contre, dans une peau

ésée ou dans une peau cliniguement saine de patients atteints de mastocytose, le SCF est

retrouvé associé aux mastocytes mais aussi dans les espaces extracellulaires entre les
kératinocytes. La forme soluble du SCF serait donc responsable de cette accumulation
caractéristique des mastocytes. La modification de la distribution du SCF dans la peau des
patients atteints de mastocytose cutanée repose sur une production anormale de la forme

soluble de ce facteur.

.d Origines de ce déréglement
Comme les séquences d ARNm de SCF sont normales et qu’ aucune anomalie n’est présente

dans I’exon 6 (contrdlant I’ expression du site de clivage), la forme soluble pourrait résulter
d’une altération du métabolisme des mastocytes et du catabolisme des ARNms de SCF ou
d'une production par un type cellulaire autre que les kératinocytes, les fibroblastes ou encore
les cellules dendritiques du derme. Dans tous les cas, cette forme soluble est le résultat d’ une
erreur se produisant en aval des processus de transcription et de maturation (épissage) des
ARNmMs, et engendre une prolifération anormale des mastocytes qui ressemble plus a une

hyperplasie réactive qu’ a un processus néoplasique (Longley et al., 1993).

.e Mutationsidentifiéeslorsde mastocytose
Worobec et a. (1998) ont mis en évidence la mutation Asp816Val du récepteur c-kit dans les

cellules mononucléées du sang périphérique chez les patients atteints de mastocytose
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systémique. L’ équipe de Longley et a. (1999) a confirmé que cette méme mutation était
caractéristique de la mastocytose sporadique de I'adulte. En effet, les sujets pédiatriques
atteints de mastocytose n’expriment pas cette mutation et la mastocytose familiale semble
survenir en |’ absence de mutation codante du c-kit.

Par contre, aprés avoir étudié quelques cas de SMCD (Systemic Mast Cell Disease) qui est
une pathologie caractérisée par la prolifération des mastocytes dans différents tissus, |’ équipe
de Pignon et a. (1997) a identifié une nouvelle mutation du c-kit, I’ Asp820Gly qui se situe
prés de la mutation Asp8l6Val connue pour ses propriétés hautement oncogenes. Aussi,

I’ Asp820Gly est supposé jouer un réle dans I’ activation du c-kit.

.2 Lestumeurs stromales digestives (GI ST : Gastrol ntestinal Stromal Tumor)
.a EtudedesGIST
C est I’ autre grande entité pathologique faisant intervenir la protéine c-kit chez I’ homme. Ce
sont les tumeurs mésenchymateuses (ou conjonctives) les plus fréquentes du tube digestif.
Ces tumeurs font partie de nombreuses controverses en terme d histogénése et de
classification (différenciation cellulaire). De plus leur potentiel de malignité est souvent
difficile a évaluer. Ce sont des tumeurs relativement rares, moins de 1 % des tumeurs
malignes du tube digestif et elles représentent 20 % des tumeurs malignes de I’ intestin gréle.
Elles surviennent chez les adultes de tout age, le plus souvent aprés 50 ans, sans
prédominance liée au sexe. Leur siege se répartit ainsi : estomac 60 a 70 %, intestin gréle 20 a
30 %, rectum 5 % et cesophage <5%. Macroscopiquement, ces tumeurs se dével oppent
principalement a partir de la musculeuse du tube digestif, leur taille varie de quelques
millimetres a 30 cm de diametre. Elles sont habituellement bien délimitées, formées d’ un tissu
fasciculé, parfois entourées d’ une pseudo-capsule (surface lisse). La tumeur est constituée le
plus souvent d’ une prolifération de cellules fusiformes, plus rarement épithélioides. Les
degrés de différenciation sont variables et ces aspects variés de différenciation peuvent étre

tous présents au sein de latumeur (Provendier and Rifard, 2003).

.b Diagnostic et pronostic
En cas de tumeur digestive d aspect macroscopique et histologique compatible avec le

diagnostic de tumeur stromale, I'immuno-histochimie est utilisée avec un immuno-marquage
CD 34 qui est positif dans 50 & 80 % des cas et un immuno-marquage CD 117 (épitope
antigénigue du récepteur c-kit) qui est exclusivement cytoplasmique et positif dansla majorité
des cas. Dans le tube digestif normal, la protéine c-kit est, en dehors des mastocytes,
spécifiqguement exprimée par les cellules interstitielles de Cajal, qui sont des cellules «pace-

maker» responsables de I'induction et de la régulation de I’activité péristaltique de la
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musculature cellulaire lisse. Ces cellules expriment en plus le CD 34, suggérant qu’'elles
pourraient étre a I’ origine des tumeurs stromales. Les facteurs prédictifs de malignité sont
I"'invasion d’ organes de voisinage ou la présence de métastases mais actuellement les facteurs
de malignité les plus pégoratifs sont I'index mitotique et la taille de la tumeur. Le risque de
métastases est faible i la tumeur fait moins de deux cm de diamétre sans mitose visible mais
le risque est fort si latumeur fait plus de cing cm avec un index mitotique élevé (> 5 mitoses
pour 50 champs a fort grossissement). Il n’existe cependant pas de consensus sur les criteres
de taille et d’index mitotique pour clairement distinguer une tumeur stromale maligne, d’ une
tumeur a faible risque de malignité ou de risque évolutif indéterminé (Landi et al., 2002 ;
Provendier and Rifard, 2003).

.c Corréation entreletype de mutation et la valeur pronostic
Les mutations du géne c-kit seraient plus fréquentes en cas de tumeur stromale ayant un fort

potentiel de malignité car elles conduiraient a une accélération de la croissance des cellules
concernées. On pense aujourd’hui que |'activation de la protéine c-kit mutante est
I’ événement pathogénique décisif dans le développement des GIST. De plus, aprés exérese
chirurgicale (qui est le seul traitement curatif des tumeurs stromales localisées), les récidives
et les déces sont plus fréquents chez les patients dont la tumeur stromale présente une
mutation dans I’exon 11 du gene c-kit (substitution Val559Asp). Les mutations de I’exon 11
ont été identifiées sur plus de la moitié des GIST, et engendrent une phosphorylation
autonome (en I'absence du ligand) et donc une activation de I’activité tyrosine kinase.
D’autres mutations dans I'exon 9 (domaine extra-cellulaire) et dans I’exon 13 (domaine
kinase) ont été récemment mises en évidence. Ces mutations actives seraient corrélées au
degré de malignité des GIST et constitueraient des marqueurs pronostic des GIST (diminution
de ladurée de survie). Une survie de 5 ans est observée chez 86 % des patients sans mutation
deI’exon 11. Par contre, seulement 49 % des patients avec une mutation de |’exon 11 ont une
espérance de vie de 5 ans. En raison du fort taux de récidive apres exérése, un traitement
adjuvant pourrait étre utile en cas de tumeur ayant des criteres histologiques de mauvais
pronostic. 1l n'existe cependant aucune preuve d efficacité de la radiothérapie ou de la
chimiothérapie adjuvante (Demetri, 2001 ; Landi et a., 2002).

En conclusion, chez I’'homme, |" expression de la protéine c-kit est corrélée alamalignité de la
tumeur lors de mastocytose et de GIST alors que les mélanomes cutanés et le cancer du sein
sont des tumeurs dans lesquelles il y a une perte d’ expression de c-kit. (Nagata et al, 1998 ;
London et al, 1996).
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.B Etude chez lechien

.1 Le mastocytome

.a Rappelssur le mastocytome
Chez le chien, ¢’ est une des tumeurs cutanées les plus fréguentes et cliniquement trois formes

sont distinguées avec en particulier une forme cutanée qui pourrait représenter de 5 a 20 %
des tumeurs de la peau. Les chiens atteints sont habituellement &gés (huit ans et demi en
moyenne) mais des cas ont été decrits chez de jeunes animaux. Aucune prédisposition
sexuelle N’ est connue mais il existe une prédisposition raciale marquée. Ains, les boxers, bull
et Boston terriers sont des races a haut risque ; le labrador est parfois cité. Les trois formes
cliniques des mastocytomes sont : 1) une forme cutanée (simple ou multicentrique au niveau
delatéte et du cou (10 %), du corps et de larégion périnéale (50 %) et des extremités (40%)),

2) une forme extra-cutanée (foie, rate, cavité buccale, larynx, tissu pulmonaire, 0s) et 3) une

forme systémique caractérisée par une leucémie mastocytaire (Bensignor et al., 1996). La

classification des mastocytomes selon Patnaik permet d'établir un «grading» et donc un
histopronostic. (tableau 4)

Tableau 4 : Grading ssimplifié et histopronostic des mastocytomes cutanés canins d’ apres
Patnaik et al (1984)

Grade I ] 1
Fréguence (%) 36 43 20
Degré de derme derme et tissu sous-cutané|  Tissu sous-cutané et
I” envahissement profond
tumoral
Densité et Cdlulesbien Cellules peu différenciées, Cellulestres
morphologie différenciées, granulations fines ou indifférenciées,
cellulaire granulations anormalement grosses granulations fines ou
nombreuses absentes
Indice mitotique Pas de mitose Mitoses rares Mitoses nombreuses
Nature dela nulle Zones diffuses d’ cedeme (Edeme, hémorragie
stroma réaction et de nécrose et/ou nécrose
Taux de survie a 93 44 6
4 ans (%)
Taux de surviea 95 60 10
1 an (%)
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.b Relation expression du c-kit/grade du mastocytome
Reguera et al. (2000) ont étudié le taux d’ expression du c-kit dans de nombreuses tumeurs des

mastocytes et ont cherché s'il y avait une corrélation entre le grade de différenciation des
cellules tumorales et I’ expression du récepteur.

Dans la peau saine, I’ expression du c-kit est spécifique aux mastocytes et dans ces mastocytes
sains, |’ expression du c-kit est faible et localisée ala membrane cellulaire.

. Niveau d’ expression :

Dans les tumeurs cutanées, tous les mastocytes expriment le c-kit mais il existe des
différences en fonction du grade: les cellules des mastocytomes de grade | I’ expriment
faiblement, celles des mastocytomes de grade Il |’expriment de fagon plus variable et les
mastocytes des tumeurs de grade Il ont le plus souvent une expression importante de
I oncogene. Par conséquent, il existe une corrélation inverse entre le degré de différenciation
et I’expression du c-kit ; les mastocytomes hien différenciés (grade 1) expriment peu le c-kit
alors que les mastocytomes peu différenciés (grade I11) ont une forte expression de ce dernier.
. Distribution :

Dans les mastocytomes de grade I, les récepteurs c-kit sont dispersés dans le cytoplasme et
sur la membrane cellulaire des mastocytes. Dans ceux de grade |1, les récepteurs sont détectés
le plus souvent dans le cytoplasme des mastocytes et tout prés du noyau, seule une faible
proportion admet une localisation membranaire. Dans les mastocytes des tumeurs de grade
I11, lalocalisation des récepteurs est diffuse ou concentrée dans le cytoplasme et jamais dans
la membrane. Alors que dans les mastocytes sains, la localisation de la protéine c-kit est
membranaire, la distribution de cette protéine devient cytoplasmique voire périnucléaire dans
le cas de mastocytes tumoraux.

.c Pourquoi cette différence dedistribution ?
Comme les récepteurs c-kit activés par la forme soluble du SCF ou par des mutations actives

sont internalisés, la localisation intracellulaire du récepteur devient cytoplasmique dans les
tumeurs de haut grade de malignité. D’ autre part, les mécanismes d’ amplification génique de
c-kit entrainent une tres forte activité de synthese cytoplasmique de c-kit qui précede leur
routage dans la membrane. Ces tumeurs sont probablement génétiquement hétérogenes. Les
tumeurs de grade | pourraient étre le résultat d'une surproduction de ligand SCF par des
cellules annexes, aors que des tumeurs plus agressives pourraient étre la consegquence de
mutations génétiques qui entrainent une activation constitutive du récepteur. Cependant,
aucune recherche pour identifier des mutations dans les tumeurs des mastocytes canines des
grades| et 111 n"aabouti (Regueraet a., 2000).
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.d Utilisation du c-kit pour le diagnostic tumoral
La plupart des tumeurs des mastocytes du chien sont faciles a diagnostiquer sauf les grades 111

qui sont difficiles en raison de leur aspect histologique trés variable. De plus, le diagnostic par
histochimie est difficile car les mastocytomes indifférenciés ne présentent parfois pas de
granule cytoplasmique et ne se colorent donc pas. Auss, le c-kit se révéle ainsi comme un
marqueur immunohistochimique fiable des mastocytes canins et des tumeurs indifférenciées
des mastocytes (Reguera et al., 2000).

Une étude plus précise de London et al. (1996) sur des tumeurs de grade Il a été effectuée.
Elle a montré gu’ effectivement les mastocytes tumoraux expriment le récepteur c-kit et que

celui-ci est fonctionnel, ¢ est-a-dire qu’il fixe correctement le ligand SCF.

.e Etudedeladuplication tandem du c-kit
London et al. (1999) a éudié la séquence de I’ARNmM codant pour le c-kit issu de plusieurs

tumeurs des mastocytes canines. Aucune mutation ponctuelle active dans le domaine tyrosine
kinase n'a éé mise en évidence. Par contre, la méme duplication tandem a éé mise en
évidence dans les ARNms du c-kit issus des tumeurs des mastocytes (mastocytome de grade
[1) ainsi que dansles ARNms du c-kit issus des lignées cellulaires de mastocytes tumoraux C1
et C2. (annexe 2) Cette duplication est une ségquence identique répétée deux fois entre les
exons 11 et 12 et elle inclut une partie plus ou moinsimportante de I’ exon 11. Elle correspond

adeux séquences d’ environ 45 a 70 pb. (figure 17)

127 pb 105 pb

T

s;}igege - exon 11 Iﬂti(/)/n—ﬂ*i exon 12 }—
175 pb
F 48 pb 48 pb 1
MCT-MK [ -]

MCT-BK

redondance des
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MCT-MS

MCT-EH T —
ZAN
TCAGTATGA
9 pb intron 11 exon 12
40 pb 26 '
l_||ntron 11I_P_1_P'1 intron 11'_—P—"
MCT-YC o T Il — 0 —

175pb _ 366pb 366 pb
T 4pb 44pb _48pb_ 1
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MCT-EH taille des duplications tandem (x pb)
MCT-YC
C2 : lignée cellulaire de mastocytes tumoraux canins

MCT-MK
MCT-BK . .
MCT-MS c-kit issus de 5 mastocytomes canins

Figure 17 : Représentation des duplications tandem au sein des exons 11 et 12 des c-kit

issus de mastocytes tumoraux (London et al., 1999)
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Bien gu'il y ait de légéres différences dans les duplications des tumeurs étudiées, ces
duplications sont toujours présentes dans la région 3' de I’exon 11 et la majorité d’ entre elles
contiennent la méme duplication d ADN. Cette région est adjacente a |’ extrémité 5’ du v-kit
et comprend ainsi lajonction entre les séquences virale et féline dans le virus du sarcome félin
apartir duquel a été identifié pour la premiere fois I’ oncogéne kit.

L’exon 11 code pour le domaine juxtamembranaire qui semble participer a la régulation
négative du c-kit. Les mutations du c-kit détectées dans les mastocytomes canins ne reposent
pas sur des délétions dans la séquence codante mais dans la majorité de ces duplications
tandem, les acides aminés concernés sont ceux impliqués dans la mutation du c-kit des
cellules FMAS3 (délétion de 21 pb). Aussi, ceci conforte le fait qu' une atération dans le
domaine juxtamembranaire du c-kit semble compromettre |les mécanismes de régulation du c-
kit.

.f Hypothéses sur le fonctionnement de cette duplication
Les celules de la lignée C2 qui abritent aussi une duplication tandem subissent une

phosphorylation constitutive du c-kit sans aucune fixation du ligand SCF. Or, il a été montré
gue les cellules C2 ne produisent pas de SCF et donc cette phosphorylation constitutive sur le
résidu tyrosine n'est pas secondaire a une stimulation autocrine du récepteur. Bien que ne
puisse pas étre exclue la possibilité que certains mastocytes tumoraux puissent produire eux-
mémes le SCF, il est plus probable que le SCF détecté dans ces tumeurs provienne de cellules
stromales saines comme les fibroblastes et/ou les cellules endothéliales vasculaires (London
et al., 1999).

Comme les duplications identifiées dans |es mastocytomes canins sont tres similaires a celle
trouvée dans les cellules C2, il est probable qu'elles générent auss une phosphorylation
congtitutive du c-kit. Il faudrait éudier chague mutation identifiée pour savoir s elle est a
I’origine d'une activation constitutive du c-kit en I’absence de ligand et pour estimer le

potentiel oncogene de chacune de ces mutations.

.g Origine génétique de ces mutations ?
Les évenements qui entrainent ces duplications dans le gene c-kit sont inconnus. Cependant,

les fortes similitudes entre ces différentes séquences en tandem laissent supposer qu'il existe
un mécanisme unigue. Elles peuvent étre dues a des réparations génétiques recombinantes ou
bien & des évenements d'insertion ou d excision virale. La prédisposition raciale dans le
dével oppement de ces tumeurs plaide en faveur d’ une origine génétique de celles-ci. De plus,
I’ existence de duplications tandem trés similaires dans le domaine juxtamembranaire du c-kit

des mastocytomes canins et du FIt3 des leucémies myéloides aigués chez I’homme supporte
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la notion de I'origine purement génétique avec une instabilité inhérente a cette région
particuliere de ces génes. Les dtérations dans le domaine juxtamembranaire/proximal de la
tyrosine kinase provoquent un dysfonctionnement du récepteur c-kit et contribuent ainsi au
dével oppement de tumeurs des mastocytes (London et al., 1999).

.h Réledeladuplication tandem dans le diagnostic différentiel du mastocytome
Cette duplication tandem au sein du proto-oncogene c-kit est mise en évidence par des

méthodes mol éculaires et ¢’ est un moyen fiable pour diagnostiquer les mastocytomes les plus
agressifs (grade Il1). En effet, une tumeur qui, suite & une analyse histologique, est
diagnostiquée provisoirement comme un lymphosarcome systémique avec de nombreuses
cellules rondes sans granule cytoplasmique peut se réveler aprés amplification par PCR du
domaine juxtamembranaire du gene c-kit, ére un mastocytome de grade |1l (Zemke et al.,
2001). Apres migration sur gel d’ agarose, la duplication est mise en évidence par deux bandes
d’ environ 50 pb alors que la méme opération sur des cellules issues d'un tissu sain ne révele

gu’ une seule bande sur le gel (London et al., 1999).

1 Autres mutations activesretr ouvées lor s de mastocytomes canins
Maet a. (1999) en adécrit quatre :

» Délétion de six pb qui correspond ala délétion des résidus Try556 et Lyso57.

» Déétion detroispb qui correspond aladéétion du résidu Val558.

¢ Substitution du résidu Try556 par un résidu Arg (mutation hétérozygote).

e Substitution du résidu Leu575 par un résidu Pro (mutation hétérozygote). Cette méme
mutation est retrouvée dans les cellules BR (lignée cellulaire de mastocytes

tumoraux).

Tous les mutants du c-kit précédemment décrits présentent un haut degré de phosphorylation
sur les résidus tyrosine de maniere spontanée (sans stimulation par le SCF). Ceci montre que
ces mutations dans le domaine juxtamembranaire du c-kit mises en évidence lors de
mastocytomes canins sont des mutations actives car elles engendrent I’ activation autonome du
récepteur. Ces mutations dans le domaine juxtamembranaire ont des effets similaires, elles

jouent un role essentiel dans e développement tumoral des mastocytes.
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.2 Lestumeurs mammaires
.a Lesdifférentstypesdetumeurs mammaires canines
Bien que les mastocytomes soient les tumeurs les plus fréquentes des mastocytes chez le
chien, la protéine c-kit est également utilisée pour le diagnostic des tumeurs mammaires. Elles
sont trés fréguentes chez la chienne et 65 % d’ entre elles sont bénignes. L’ é&ude de Kubo et
al. (1998) a été realisée sur des tumeurs mixtes bénignes, des tumeurs mixtes malignes et des

adénocarcinomes.

.b Reélation entrel’expression de c-kit et la malignité de la tumeur mammaire
Les résultats obtenus montrent que les quantités d ARNm codant pour la protéine c-kit sont

élevées dans les tumeurs mixtes bénignes et dans les adénocarcinomes aors qu'elles sont
beaucoup plus faibles dans les tumeurs mixtes malignes.

Comme les tumeurs mammaires mixtes bénignes sont les plus fréquentes et parfois tres
difficiles a différencier des tumeurs mixtes malignes, I’ utilisation de c-kit pourrait permettre
de distinguer ces deux situations. En effet, une diminution de I’ expression de c-kit caractérise
les tumeurs mixtes malignes.

Lors de I’ analyse des adénocarcinomes mammaires, une forte amplification de I’ expression de
c-kit a été mise en évidence. En revanche, des adénomes et adénocarcinomes d’ autres tissus
(glandes apocrines) n’ont montré aucune amplification du c-kit. Ainsi, la protéine c-kit est un
candidat potentiel en tant que marqueur tumoral en |’ associant al’ analyse histologique lors de

diagnostic différentiel des tumeurs mammaires chez la chienne.

.3 Autrestumeurs
Nous venons de montrer gue les mastocytomes, |’ adénocarcinome mammaire et les tumeurs

mammaires mixtes bénignes révélent une amplification de c-kit proportionnelle ala malignité.
Cependant il existe d’ autres tumeurs malignes pour lesquelles plus le degré de malignité est

haut, plus |’ expression de c-kit diminue. (tableau 5)

Histologie Amplification de c-kit
Adénocarcinome des glandes apocrines
Carcinome cutané des cellules basales
Hémangiosarcome
L éomyome vaginal
Mélanome malin
Carcinome bronchiolo-alvéolaire
Mastocytome
Lymphosarcome, liposarcome +
Rhabdomyosarcome des voies urinaires

Tableau 5: Classification histologique de différentes tumeurs canines et expression de c-
kit (Kubo et al., 1998).

76



A1 Limitesde la protéine c-kit et per spectives thérapeutiques
A Leslimites

La protéine c-kit se révéle ére un bon marqueur tumoral pour certaines tumeurs
précédemment étudiées, cependant il n'existe pas de regle applicable a toutes les tumeurs
surtout en ce qui concerne une corréation entre le degré de malignité et la quantité de
matériel génétique codant pour la proténe c-kit. Par contre, une mutation du gene c-kit est
toujours associée a un facteur de malignité. Auss, les chercheurs se sont appuyés sur cette
propriété afin de trouver une nouvelle thérapeutique qui pourrait contrer ce développement
cellulaire anormal. Ils ont ainsi développé un moyen qui inhibe I’ activité principale de cette

protéine c-kit, son activité tyrosine kinase.

.B Utilisation des propriétés du c-kit a desfinsthérapeutiques
.1 Découvertedu STI 571
Lamolécule STI 571 (le mésylate d’ imatinibe) a été mise sur le marché canadien par la firme
Novartis Pharma en septembre 2001 en tant gu’ antinéoplasique oral indiqué dans le traitement
de laleucémie myéoide chronique (LMC). LaLMC repose sur une anomalie chromosomique
qui induit la création du gene BCR-Abl responsable de la prolifération des cellules
leucémiques. Le proto-oncogene Abl code pour une tyrosine kinase et lors de la formation du
géne BCR-ADI, latyrosine kinase résultante fonctionne de fagon autonome et son activité est
accrue. L’'imatinibe est un inhibiteur sélectif de certaines tyrosine kinases, en particulier de
celle des récepteurs c-abl, c-kit et du récepteur au PDGF (Dionne and Gagnon, 2002). Il s est
averé également tres efficace dans le traitement des tumeurs stromales d’ origine digestive
(GIST) en agissant contre la tyrosine kinase du c-kit (Demetri, 2001 ; Heinrich et al., 2002).
Mieux connue sous le nom déposé de Glivec®, cette substance n’'agit pas comme les
chimiothérapies classiques par une destruction des cellules impliquées dans |le processus de
prolifération mais elle blogue de maniere ciblée certaines enzymes impliquées dans la
croissance tumorale telle que I’ activité tyrosine kinase. Comme les tumeurs dans lesquelles
est impliquée la protéine c-kit sont associées a une mutation de cette protéine qui conduit a
une accélération de la croissance des cellules concernées, les mécanismes de controle de la
croissance cellulaire normale perdent leur influence. Aussi, en bloguant I’ activité de cette
protéine mutée, le développement tumoral est stoppé. Cette nouvelle option thérapeutique est
une aubaine pour les GIST avancées car seule la chirurgie était un moyen de guérison a
condition que I'exérese tumorale puisse étre totale et réalisée au stade précoce. Donc dans
tous les cas incurables avec métastases qui résistent a la chimiothérapie et a la radiothérapie,

I"action inhibitrice du STI 571 sur la tyrosine kinase est un véritable espoir pour tous ces
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patients dont le pronostic était jusqu’ en I’an 2000 mauvais (Pfister, 2001).

.2 Moded action du STI 571
.a Sesciblescellulaires
Le STI 571 bloque spécifiquement |’ activité tyrosine kinase du c-kit en présence du SCF et
diminue de facon significative la croissance cellulaire SCF-dépendante. Quand la molécule
est testée sur une lignée cellulaire ayant une mutation du c-kit similaire & celle retrouvée lors
de GIST (mutation qui engendre une phosphorylation du c-kit en I’ absence de ligand SCF),
elle a un effet inhibiteur encore plus puissant que celui observé sur un récepteur sauvage.
Cependant, le STI 571 n’est pas actif contre des cellules ayant une mutation active du c-kit au
niveau de I’exon 17 comme celle retrouvée lors de mastocytose systémique. Aussi, les
cellules contre lesquelles est actif le STI 571 ont une mutation constitutive dans le domaine

juxtamembranaire du c-kit (Demetri, 2001).

.b Conséquencesdu STI 571
L’ hypothése la plus probable est que le STI 571 se lie au site de fixation de I ATP du domaine

kinase du c-kit, ains il bloque laliaison de I’ ATP et inhibe la phosphorylation de la tyrosine.
L es substrats ne peuvent donc pas étre phosphorylés et les mécanismes cellulaires comme la
prolifération, la différentiation et la survie sont ainsi compromis. En effet, les cellules mutées
expriment un signal endogéne anormal et les récepteurs c-kit sont hyperphosphorylés méme
en |"absence de SCF. Aprés une heure d exposition au STI 571, la phosphorylation du c-kit
diminue et elle est completement éteinte aprés 9 heures. Ainsi, le STI 571 peut inhiber le
récepteur c-kit muté dans des cellules de GIST et cela implique gqu'il peut inhiber la
croissance de ces cellules et voire induire |’ apoptose des cellules mutées, tumorales (Demetri,
2001). Cependant le phénomene d’ apoptose ne sembl e pas systématique car une augmentation
des capacités prolifératives peut se développer par la surexpression de bcl-2 et/ou de Bcl-xL
gui sont des molécules anti-apoptogénes. Par exemple, lors de mastocytose il y a une
surexpression de la proténe bcl-2 dans les mastocytes cutanés et de la protéine bel-xL dansla
moelle osseuse qui prolongent la survie des mastocytes et qui contribuent ainsi a la
pathogénie des mastocytoses (Hartmann et al., 2003). De plus, des mutations sur les genes
suppresseurs de tumeurs (P53) peuvent inhiber |’ apoptose des cellul es cancéreuses.

Landi et a. (2002) ont montré qu’il existe une corrélation entre le site et le type de mutation
du c-kit et la réponse au STI 571. Une réponse partielle (cela correspond a une réduction de
50 % de la taille des tumeurs solides) a été observée a 78 % chez des patients présentant une
mutation de |’ exon 11, 40 % chez des patients avec une mutation de |’exon 9 et 21 % chez les

patients ayant la forme sauvage du gene c-kit. Il faut espérer que de nouvelles études seront
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menées afin de devancer |’ apparition de résistances. En effet, I’ é&ude menée par Domen and
Weissman (2003) montre ['augmentation des résistances des cellules souches
hématopoiétiques qui surexpriment la protéine bcl-2, aux agents de chimiothérapie.
Cependant, la protéine bcl-2 prévient aussi les atérations spectaculaires des cellules souches
hématopoiétiques aprés une chimiothérapie au 5-fluorouracile (régulation négative du c-kit,
renouvellement cellulaire a long terme moins efficace). Il pourrait étre utile a I'avenir
d associer différentes thérapies : chimiothérapie ou radiothérapie et STI 571.

Paradoxalement, la surexpression de bcl-2, de bcl-xL et I'activation du c-kit par le méme
facteur : le SCF, constituent un moyen de protection des précurseurs érythroides. En effet, ces
moyens anti-apoptotiques constituent une nouvelle stratégie pour prévenir et traiter les
anémies induites par la chimiothérapie (Zuener et al., 2003).

.3 Desinconnues dans le fonctionnement du STI 571
Il serait également intéressant de savoir par quel mécanisme le STI 571 contrdle et détruit sa

cible tumorale : par I'inhibition du c-kit, par I"inhibition du récepteur au facteur de croissance
d origine plaquettaire (PDGF-R) ou bien par une combinaison des deux. De maniére
spécifique au c-kit, on ne sait pas s la réponse au STI 571 est corrélée a I'intensité de
I”expression du c-kit ou bien s les tumeurs a faible expression du c-kit ont une signification
clinique. L’ expression universelle du c-kit et la présence de mutations actives et autonomes en
proportion significative lors de GIST malignes sont les bases théoriques et scientifiques pour
utiliser des inhibiteurs sélectifs de I’ activité tyrosine kinase du récepteur c-kit en tant que
nouvelle stratégie thérapeutique. De plus, les résultats obtenus chez I’homme avec le STI 571
sont encourageants car laréduction de lataille de la tumeur est obtenue dans un laps de temps
trés rapide et avec un minimum d effets secondaires. Cependant, il existe encore des
incertitudes notamment sur la durée du traitement (a vie ou pas) et sur la dose a administrer.
Actuellement elle oscille entre 400 et 800 mg par jour, ce qui est trés élevé et est rendu
possible gréace a la bonne tolérance du médicament. Les effets indésirables décrits (nausées,
oedemes) étaient |égers et passagers et pouvaient étre traités facilement par des mesures
simples. Des effets indésirables graves (hémorragie digestive, neutropénie, toxicité hépatique,
infection) ayant nécessité I’ arrét du traitement sont survenus chez 5 % des patients (Pfister,
2001 ; Landi et a., 2002).

L’ efficacité du ST1 571 dans les tumeurs stromales malignes démontre pour la premiére fois,
dans le cas de tumeurs solides, l'intérét d'agent non «chimiothérapique» inhibant
gpécifiguement une voie de signalisation impliquée dans la transformation maligne. Le STI

571 va permettre d’envisager des modifications radicales dans la prise en charge et le
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pronostic de ces tumeurs résistantes a la chimiothérapie, et plus généralement en
cancérologie. Son efficacité propre aux mutations actives du c-kit dans le domaine
juxtamembranaire est al’ étude. 1l pourrait étre utilisé dans d’ autres tumeurs exprimant le c-kit
comme le cancer des cellules germinales, le cancer du poumon a petites cellules, les
leucémies myéloides aigués et les neuroblastomes. Ainsi, son utilisation pourrait étre éendue

dans quelques années ala cancérologie animale.
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CONCLUSION

Chez le chien, nous avons vu que le récepteur c-kit pouvait étre utilise comme marqueur
tumoral en considérant son expression dans la tumeur. Par exemple lors de mastocytome
cutané, le c-kit permet de diagnostiquer les stades les moins différenciés (grade I11), car
I’ expression du c-kit y est la plus élevée. Dans les tumeurs mammaires, le niveau d’ expression
du c-kit tumoral permet de différencier les tumeurs mixtes bénignes et malignes. De plus,
I’ adénocarcinome mammaire se comporte comme le mastocytome cutané de grade I, a
savoir que le c-kit S'y exprime tres fortement.

Les mutations du gene c-kit sont utilisées pour le diagnostic tumoral. Par exemple, lors de
mastocytomes cutanés, une duplication «tandem» dans le gene c-kit est mise en évidence sur
gel d agarose. Des mutations plus ponctuelles telles des substitutions ou des délétions peuvent
auss étre identifiées.

Chez I"homme, I’ expression du c-kit est corrélée aux différents stades de mastocytose. Les
mutations du géne c-kit identifiées dans ces tumeurs sont d’autant plus importantes que la
tumeur est de mauvais pronostic. Les différentes mutations de c-kit sont responsables de
I” activation autonome du récepteur c-kit qui est responsable du développement tumoral. Elles
sont importantes pour établir une valeur pronostique car le c-kit permet de diagnostiquer des
tumeurs agressives telles que les mastocytomes et les GIST dont les récidives sont fréguentes.
En outre, I'inhibition de I’ activité tyrosine kinase du c-kit par le STl 571 est la base des
nouvelles thérapies anti-cancéreuses : en effet, cette nouvelle molécule associée aux agents
thérapeutiques classiques s avere étre nécessaire pour le traitement des tumeurs résistantes a
la chimiothérapie et/ou a la radiothérapie. Cependant, le STI 571 semble avoir une inhibition
spécifique de certaines formes de c-kit, a savoir des c-kit mutés au sein de leur domaine
juxtamembranaire (cas des GIST, des mastocytomes canins), et ne serait pas aussi actif lors de
mutations dans le domaine tyrosine kinase : dans ce cas, I’ activité tyrosine kinase se trouve
modifiée et échappe de ce fait a I'inhibition par le STI 571. C'est en outre le cas des
mastocytoses systémiques chez I’homme.

L’ étude de la protéine c-kit débouche sur de nombreuses applications en cancérologie. Outre
I"'implication de cette protéine dans les fonctions de survie et de multiplication cellulaires, c-
kit congtitue un marqueur tumoral de diagnostic et de pronostic de tumeurs a caractéere
(relativement) agressif et pourrait étre une cible moléculaire de nouvelles thérapeutiques

spécifiqguement anticancéreuses.
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ANNEXE 1
AMORCES POUR LE C-KITET LE SCF
Différentes amorces pour le c-kit :
Primer 1. 5 GTAAGGCTTACAACGATGTGGGCA3 (sens) qui correspond a la séquence
de nucléotides 1493-1516 de I’ ADN génomique du c-kit.
Primer 2: 5 TTGAGCATCTTTACAGCGACAGTCAZ3 (anti-sens) qui correspond a la
sequence de nucléotides 1898-1874.

Les amorces suivantes sont utilistes pour I'amplification de I’ADN du domaine
cytoplasmique du c-kit (London et al., 1998) :

Primer 3: 5 GAGGAGATCAATGGAAACAATTATG3 (sens) qui correspond ala sequence
de nucléotides 1706-1730.

Primer 4: 5 GTGAATACAATTCTTGGAGGCGAGG3' (anti-sens) qui correspond a la
séguence 2392-2368.

Primer 5: 5 CACCCTGGTCATTACAGAATATTG3' (sens) qui correspond a la séquence
2020-2043.

Primer 6: 5 CGGAAGCCTTCCTTGATCATCTTG3 (anti-sens) qui correspond a la
séguence 2685-2662.

Primer 7: 5 CATGGCCGCATCCGACTTAATCAG3 (anti-sens) qui correspond a la
sequence 1876-1853.

Les amorces suivantes sont utilisées pour amplifier I’ADN codant pour les domaines extra-
cellulaire et transmembranaire du c-kit :

Primer 1: 5 AGCGCAGCCACCGCGATG3 (sens) qui correspond ala séquence 14 a 31.
Primer 2: 5 GAAGGCACCAGCACCCAAAGTZI (anti-sens) qui correspond a la sequence
1786-1806.

Amorces spécifiques pour le SCF (London et al., 1998) :

Primer 1: 5 CCAGAGTCAGTGTCACAAAACCS (sens) qui correspond ala séquence 708-
729.

Primer 2: 5CTTCTTCCAGTATAAGGCTCC3 (anti-sens) qui correspond a la séquence
899-880.

Primer 3: 5 GGGCTGGATCGCAGCGC3

Primer 4 : 5 TGCCAAGTCATTGTTGG3

Primer 5: 5 CTCCACAAGGTCATCCAC3

Primer 6 : 5 CTTCAACATTAAGTCCTGAG3

Primer 7 : 5 GTGTAGGCTGGAGTCTCC3

Primer 8 : 5 CAGTGTTGATACAAGCCACAZ
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ANNEXE 2
SEQUENCES NUCL EOTIDIQUES DE LA REGION DESEXONS 11 ET 12 DES C-KIT
SAUVAGE ET DE CEUX ISSUS DE MASTOCYTES TUMORAUX CONTENANT DES

DUPLICATIONS TANDEM (London et a., 1999)

Type sauvage
A.A 569 aattatgtttacatagacccaacacagcttccttacgatcacaaatgggagtttcccagaaacag

gctgagctttgg* gaaaactttgggtgcetggtgcecttcgggaaagtggttgaagecact A.A 609
MCT-MK

aattatgtttacatagacccaacacagcttecttacgatcacaaatgggagtttcccagasacag
gccaacacagcttccttacgatcacaaatgggagtttcccagaaacaggctgagetttgg* gaaa

actttgggtgctggtgcecttcgggasagtggttgaagcecact
MCT-BK

aattatgtttacatagacccaacacagcttecttacgatcacaaatgggagtttcccagasacag
gctgagcacacagcttccttacgatcacaaatgggagtttcccagaaacaggctgagctitgg* g

aaaactttgggtgctggtgccttcgggasagtggttgaagecact
MCT-MS

aattatgtttacatagacccaacacagcttecttacgatcacaaatgggagtttcccagasacag
ctgagctttggtacacagcttccttacgatcacaaatgggagtttcccagaaacaggctgagcet

ttgg* gaaaactttgggtgctggtgecttcgggaaagtggtigaagecact
MCT-EH

aattatgtttacatagacccaacacagcttecttacgatcacaaatgggagtttcccagasacag
ctgagctttggtcagtatgaccaacacagcttccttacgatcacaaatgggagtttcccagaaa

caggctgagctttgg* gaaaactttgggtgctggtgecttcgggaaagtggttgaagecact

MCT-YC
aattatgtttacatagacccaacacagcttccttacgatcacaaatgggagtttcccagasacag
gctgagctttgg* gaaaactttgggtgctggtgecttcgggaaagtggttgaat ttcccagaaac
aggctgagetttgg* gaaaactttgggtgctggtgecttcgggaaagtggttgaagecact
Lignée C2

aattatgtttacatagacccaacacagcttecttacgatcacaaatgggagtitcccagaacata
cccaacacagcttccttacgatcacaaatgggagtttcccagaaacaggctgagetitgg* gaaa

actttgggtgctggtgecttcgggaaagtggttgaagcecact
Séquences soulignées : séquences d’ ADN dupliquées
Séquences en gras : duplications tandem

* : début deI’exon 12
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RESUME .
La découverte du proto-oncogéne c-kit a permis d'identifier un couple récepteur c-kit/ ligand SCF impliqué dans

la régulation de I"’hématopoiese et dans la survie et la prolifération des mastocytes, des gamétes et des
mélanocytes.

Les mutations identifiées des génes c-kit et SCF sont 1) les mutations responsables d’ un phénotype spécifique
chez les hétérozygotes du a une inhibition du c-kit (anémie, défaut de pigmentation, stérilité, déficience en
mastocytes) et d’ une | étalité périnatal e chez les homozygotes

2) les mutations qui provoquent une activation constitutive et autonome du récepteur, identifiées dans des
tumeurs chez le chien (tumeurs mammaires, mastocytomes) et I’ homme (mastocytoses, GIST).

Le c-kit joue un role dans le développement tumoral et constitue un marqueur tumora utilisé pour leur
diagnostic et leur pronostic. Le développement d'un inhibiteur de son activité tyrosine kinase, le STI 571, ouvre
de nouvelles perspectives dans | e traitement des tumeurs résistantes a la chimio et/ ou radio thérapies.
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ABSTRACT :

The c-kit proto-oncogene encodes a receptor and its discover prevented identification of a new complex receptor/
ligand. C-kit/ SCF are essential for especially haematopoiesis, mast cell growth, fertility and melanogenesis.

The identifyed mutations in c-kit and SCF genes are 1) mutations responsible for defects in kit functions with a
specific phenotype (anemia, lack of pigmentation, sterility, mast cell deficiency) in heterozygous animals and
letality in homozygous animals

2) mutations which cause constitutive activation of c-kit receptor, that are presents in canine (mammary and
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development of a tyrosine kinase activity inhibitor, STI 571, open up the way to new strategies in the treatment
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