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» Cancer solide le plus fréequent chez 'enfant (1%% chancers)

* Cellules dérivées des crétes neurales bloquées warstade
indifférencié
* Traitements conventionnels :
e Chirurgie

e Chimiothérapies (25 % de non répondeurs, effetsteids chez de
jeunes enfants)

* Nouvelles visées thérapeutiq‘ Cibler specifiquetme
les cellules tumorales

e afin de les differencier (et donc arréter leur péohtion),

e et afin de limiter les effets secondaires desdnagnts
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neuroblastome

» Acides retinoiques :
» Acide touttransrétinoique (ATRA) :

» Différenciation des cellules de neuroblastametro

~ Implication de la voie ERK dans la differenciatioduite par TATRA
(Delauneet al., 2008)

» Acide 13<¢is rétinoique : utilisé en traitement de consolidatfmour les
neuroblastomes de mauvais pronostic

~ Inhibiteurs de PKC :
» H7 : 1 -(Sisoquinolinylsulfonyl)-2-methylpiperazimarodiet al., 1990)
» Staurosporin@alavaet al., 1992)



» Trioxyde d’arsenic (As,O,) : Effet dépendant de la dose

2 UM d'As,O, ‘ N\Md,ASZOS
®

Jung et al., 2006 Cheung et al., 2005

‘ Intérét d'une association avec de 'ATRA ?



» Présence de corps nucléaires a PML (PML-NB) dans les cellules saines, absence

dans les cellules de neuroblastome (Yu et al., 2003)

» Modifications post-traductionnelles de PML (ProMyelocytic Leukemia)
‘ formation de PML-NB, recrutant de nombreuses protéines : p53, DAXX, pRB

(Lallemand-Breitenbach et al., 2010)
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» Traitement de cellules de neuroblastome par de 'ATRA :

> Augmentation de I'expression de PML (Yu et al., 2003)

> Modifications post-traductionnelles de PML (Delaune et al., 2008)

> Formation précoce de PML-NB (Delaune et al., 2008)
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Etudier les mécanismes impliqués dans la diffesdion et
I'apoptose d’'une lignée de neuroblastome (les SHNY
suite a un traitement par de 'A3;

*Comparaison des effets de 'A%, et de 'ATRA sur la différenciation

eImplication de la voie ERK et des PML-NB dans la élifinciation en réponse a
I’As ,O; en comparaison a 'ATRA

*Implication des ROS dans la differenciation en répanisgs,O; et a 'ATRA

eImplication de la voie ERK en réponse a un traitenpgntapoptotique par une
forte concentration d’A©,

But de I'étude Evaluer l'intérét d’une association ATRA/AS;, afin
de limiter les effets secondaires
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Témoin ATRAS UM As203 2 M As203 10 M

M Traitements Continus kd Traitements Transitoires

ATRA, As,O, (2 pM) induisent la différenciation, aussi bienslor
de traitements continus que de traitements traresto



dlfferenC|at|ondes SH- SY5Y
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ERK total
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Durée
traitement

« Activation de la voie ERK lors de traitements paf d&RA ou de 'As,O,
(2 uM) a partir de 5 minutes d’incubation

« Activation de la voie ERK lors d’'un traitement pareuforte concentration
d’As,O; (10 uM) a partir de 15 minutes d’incubation



Pré-traitement

inhibiteurs

Traitements

As,0, 2uM, ATRA 5uM
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1,00 -

0,50 -

Longueur moyenne des neurites par cellule

0,00 -

Témoin

i Controle

ATRA 5 uM

M PD98059 25 yM

As203 2uM

wU0126 10 pM

La voie ERK est impliquée dans la différenciationuinel
par 'ATRA et 'As,O, (2 pM)




» Immunomarquage de la protéine PML apres 4h dermaités

Témoin sans
traitement

Trioxyde
d'arsenic

2 uM

Formation de PML-NB apres 4 heures de traitements par une
concentration d’As,O, induisant la différenciation



dn‘ferenuaﬂon des SH- SY5Y
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Les ROS sont impliquées dans la différenciation imdpi@r 'ATRA ou
I'’As O, (2 pM)



SH SY5Y
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Détection des phases
précoces de I'apoptose par
I'annexine V (n=3)
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* Induction de l'apoptose lors d'un traitement par Uode concentration de
trioxyde d'arsenic (10 uM)

* Meécanisme indépendant de la voie ERK



Etude du cycle cellulaire par I
technique de Vindelov (n=3)

A5,0,2uM 46

36,6 15,6 232

* 1 p<0,05 ;** : p<0,01;
#+% - p<0,001 A5,0,100M 975 2% 204 278
et 5,60 60,90 14,58 1891
ey 1024+ 15,20+ 17,89 26,68¢

* Induction de I'apoptose et d'un blocage en G2/M kb traitement par une
forte concentration de trioxyde d’arsenic (10 uM)

- Meécanisme indépendant de la voie ERK



- Faible concentration d'A8;:
« Differenciation des SH-SY5Y,
« Implication de la voie ERK,
« Implication des ROS,
* Formation des PML-NB

-Les mecanismes semblent étre les mémes que potRAA

*Forte concentration d’A®; :
 Induction de I'apoptose des SH-SY5Y,
- Blocage du cycle cellulaire en G2/M

‘ Ces effets semblent indépendants de la voie ERK
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o« Confirmer les résultats
obtenus sur d’autres lignées Etatbasal
de neuroblastome, ainsi
gu'avec d’autres marqueurs
de différenciation

En présence de traitement

* Préciser le mode d’action des
ROS et des PKC sur le
mécanisme de différenciation ..
et de formation des PML-NB \ :

. o v
* |dentifier les mécanismes » ~

- . 7 . - A X? 'X_Xfi
impliqués ainsi que le roble u ~ a ¢

des PML-NB dans
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« Evaluer [lefficacité d;/' | \

traitements combinés (AQ;
- \‘xf

+ ATRA)
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