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Reésume

Résumé

Le mélanome cutané est le plus agressif des cancers de la peau. Une fois métastasé, les
options thérapeutiques sont limitées et peu efficaces. Dans le but de trouver de nouveaux
marqueurs d’agressivité du mélanome cutané, une étude protéomique comparative entre deux
lignées de mélanome murin, génétiquement semblables mais avec des agressivités différentes,
a permis d’identifier I’annexine A1 (ANXAT1) comme une protéine pro-invasive. Le but de ce
travail de thése a été d’évaluer la valeur pronostique d’ANXATI et de déterminer son role et
son mode d’action dans les processus d’invasion des mélanomes humains. Lors d’une étude
immunohistologique rétrospective sur deux centres (Clermont-Ferrand et Saint-Etienne), il a
été observé, indépendamment de 1’indice de Breslow, une corrélation inverse entre le taux
d’ANXALI dans les tumeurs primitives de 61 patients et le délai d’apparition des métastases.
Cette association est due a I'implication d’ANXAT1 dans les processus d’invasion. En effet,
nous avons démontré dans différentes lignées de mélanome qu’ANXAI extracellulaire
stimule les récepteurs aux peptides formylés (FPRs) exprimés par ces cellules. Cette fixation
aux FPRs induit les voies des MAPK et STAT3 qui entrainent [’activation des
métalloprotéases (MMP2). L’induction des MMP2 par ANXA1 augmente significativement
le pouvoir invasif des lignées de mélanome. Nous avons aussi démontré qu’ANXA1 est
transloquée coté externe de la membrane cytoplasmique 1a ou elle subit un clivage par une
sérine protéase qui pourrait étre la nicaline. Ce clivage qui se produit apres la sérine 28 n’a
pas été décrit et jouerait un role dans la capacité invasive des mélanomes en libérant un ou des
peptide(s) proinvasif(s).A long terme, ce travail vise a utiliser ANXA1 comme marqueur

pronostique et/ou cible thérapeutique du mélanome cutané.

Mots clés: mélanome, dissémination, ANXAT1, FPRs, protéomique, clivage






Abstract

Abstract

Cutaneous melanoma is the most aggressive skin cancer. Treatment options are limited and
inefficient when melanoma has metastasized. In order to identify new markers of melanoma
dissemination, protein profiles of two genetically similar murine melanoma cell lines have
been compared. Both B16F10 and B16BI6 cells induced primary tumours after subcutaneous
graft, however, only B16B16 melanomas develop metastases. Among proteins differentially
expressed, annexin Al (ANXAL1) is overexpressed in the aggressive B16B16 melanoma.The
aim of the present work was to assess ANXA1 prognostic value in human melanoma and to
decipher its implication in the invasion process. We report that, regardless of Breslow index,
ANXA1 expression in primary tumours of 61 patients is inversely correlated with time to
metastasis. This correlation is due to ANXA1 involvement in the invasion processes. Indeed,
we show that in different human melanoma cell lines, extra cellular ANXA1 stimulates
Formylated Peptide Receptors (FPRs). FPRs/ANXATI interaction induces MMP2 activity
through MAP Kinase and STAT3 pathways. ANXA 1-stimulated MMP?2 induces a significant
increase of cell invasion ability. We also show that ANXA1 is externalized and localized on
the cell surface where it is cleaved by a serine protease, which could be nicalin. ANXAI
cleavage occurs after Serine 28, a so far not described site. These data suggest that ANXA1
cleavage might be associated with invasion ability of melanoma cells by release of pro-
invasive peptide(s).These findings identify ANXA1 as a melanoma proinvasive protein that

might be a promising prognosis marker and therapeutic target.

Key words: melanoma, dissemination, ANXA1, FPRs, protéomic, cleavage
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Introduction

Ce travail de these a débuté en Janvier 2011 dans ’'UMR 990 intitulée « Imagerie Moléculaire
et Thérapie Vectorisée ». Le projet de ce laboratoire de recherche est de développer des
nouvelles stratégies de vectorisation pour la détection et le traitement du mélanome et des
pathologies du cartilage. Les vecteurs marqués par un radio-isotope peuvent étre utilisés en
imagerie afin de diagnostiquer ou de suivre les pathologies ciblées, mais peuvent aussi servir
pour concentrer une thérapie (radio ou chimiothérapie) spécifiquement dans les cellules

cibles.

Le mélanome cutané est un cancer trés agressif dont I’incidence a fortement augmenté au
cours des dernicéres décennies. Il se développe a partir des mélanocytes et peut rapidement
former des métastases. Le manque de traitement efficace et la grande capacité de cette tumeur
a disséminer explique I’importante mortalité associée au mélanome. En France, environ
10 000 nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année et 1500 déces/an sont associés a ce
cancer. Il y a donc une nécessité d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et de

nouveaux marqueurs pronostiques afin d’améliorer la prise en charge des patients.

Le projet développé au cours de cette thése « Roles et modes d’action de I’annexine Al
dans la dissémination du mélanome cutané » a pris naissance grace a I’identification, dans
un modele murin, de 1’annexine A1 comme un marqueur potentiel de la propagation du
mélanome cutané murin. L’objectif de la thése a été de vérifier la valeur pronostique de
I’annexine A1l dans le mélanome humain, d’identifier les mécanismes par lesquels cette

protéine module I’invasion cellulaire et enfin de caractériser son mode d’action.

Avant de présenter les résultats obtenus, les données actuelles sur le mélanome cutané sont
présentées dans une bibliographie non exhaustive. Des données sur la peau puis sur le
mélanome sont développées, ensuite les différentes étapes de la progression du mélanome, et
enfin les données sur le traitement sont présentées. La derniére partie porte sur la structure, la

fonction et les conséquences de la  dérégulation de D’annexine  Al.
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Figure 1: Les différentes couches de I’épiderme

Le Stratum germinativum, Le Stratum spinosum, Le Stratum granulosum et Le Stratum corneum.
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La peau

La peau joue un role extrémement important dans la protection du corps humain de son
environnement. FElle fournit une barriére pour les facteurs chimiques, mécaniques et
microbiens qui peuvent perturber la physiologie du corps humain. En plus de cette fonction de
barri¢re, la peau agit aussi comme un réseau immunitaire et, a travers ses pigments, fournit
I’unique systéme de protection contre les radiations UV (Ultra Violet).

La peau est formée de trois couches superposées : I’épiderme, le derme et I’hypoderme.

I- L’épiderme
L’épiderme est une couche externe épithéliale stratifiée dépourvue d’apports vasculaires et
nerveux. L’épiderme a une épaisseur d’environ 5 a 100 um (qui peut atteindre jusqu’a 600
pm dans les paumes des mains et les plantes des pieds) (1). Cette couche contient plusieurs
populations cellulaires ; les kératinocytes et les mélanocytes sont les constituants majeurs.

L’épiderme est organisé en quatre couches (Figure 1).

- Le Stratum germinativum (aussi appelé la couche basale) est constitué de cellules
attachées a la membrane basale qui séparent 1’épiderme du derme. Cette couche
contient essentiellement des kératinocytes, des cellules de Merkel (cellules
neuroendocriniennes responsables de la transmission de la sensation du toucher a

travers les nerfs cutanés) et des mélanocytes.

- Le Stratum spinosum contient des kératinocytes avec des capacités de division limitées

et des cellules de Langerhans (cellules présentatrices d’antigene)

- Le Stratum granulosum (appelé aussi couche granuleuse) contient des kératinocytes
incapables de se diviser et qui ont la capacit¢ de produire des granules de
kératinohyaline (précurseur de la kératine). Ces cellules sont écrasées et poussées vers

la surface de la peau par les cellules en division dans la couche sous-jacente

- Le Stratum corneum (aussi appelé couche cornée) contient des cornéocytes

La différenciation des kératinocytes commence dans le Stratum germinativum et se

termine dans les couches superficielles. Au fur et & mesure de leur différenciation, les
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Figure 2: Schéma représentant la structure de la jonction dermo-épidermique

La jonction dermo-épidermique relie les kératinocytes de la couche basale au derme
papillaire. Les différentes couches de la jonction ainsi que les molécules associées sont
présentées.

http.//www.biologiedelapeau.fr/



Bibliographie

kératinocytes accumulent la kératine et perdent progressivement les organelles
cytoplasmiques. Ce sont ces cellules qui forment une barriére pour les agents physiques,

chimiques et pathogenes (2).

II- La jonction dermo-épidermique
Egalement appelée lame basale épidermique, la jonction dermo-épidermique (JDE) est une
structure fine d’origine a la fois dermique et épidermique dont le principal rle structural est
d’assurer un accrochage solide entre le derme et 1’épiderme. D’une épaisseur d’environ 100

nm, la JDE est elle-méme divisée en 4 couches distinctes (Figure 2) :

- la membrane plasmique des cellules de la couche basale de 1’épiderme avec au niveau
des kératinocytes basaux des structures d’attache : les hémidesmosomes

- la lamina lucida est traversée par les filaments d’ancrage (laminines 1, 5 et 6). Ces
filaments sont retrouvés en grande quantité au niveau des hémidesmosomes et forment
un réseau avec la partie extracellulaire des intégrines a6p4 présentes a la surface des
kératinocytes

- la lamina densa est majoritairement composée de collagene de type IV, mais des
protéoglycannes comme le perlécan, du nidogéne et de la laminine 1 sont retrouvés au
sein de cette structure

- la zone fibrillaire contient des fibres d’ancrage composées de collagéne de type VII.

Ces fibres sembleraient étre en contact étroit avec la laminine 5 des fibrilles d’ancrage

La JDE assure le soutien entre I’épiderme et le derme et permet également la migration des
kératinocytes, essentielle dans le processus de cicatrisation cutanée, ainsi que les échanges

moléculaires et cellulaires entre les deux compartiments.

III- Lederme
Le derme est une couche, de 2 a 4 mm d’épaisseur, contenant des fibroblastes et qui abrite
I’appareil vasculaire, lymphatique, neuronal et sécréteur de la peau (Figure 3). Les cellules
majoritaires sont les fibroblastes, ils sont essentiels pour la synthése et la dégradation de la
matrice extra cellulaire (MEC). En plus des cellules du systétme immunitaire comme les
macrophages et les mastocytes, le derme contient des glandes sécrétrices et excrétrices, des

follicules pileux et des composantes du systéme nerveux sensoriel.
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- Les glandes sécrétrices et excrétrices : les glandes sébacées secretent du s€bum qui est
constitué¢ essentiellement de triglycérides et de cholestérol. Ces glandes assurent la
lubrification de la peau et la rendent souple et étanche a I’eau

- Les follicules pileux et les ongles : en plus de générer la racine du cheveu, les
follicules pileux fournissent une niche protectrice pour différentes populations de
cellules souches cutanées requises pendant le processus de cicatrisation. Les cellules
souches cutanées sont principalement formées des cellules souches des kératinocytes,
des mélanocytes, des cellules souches épidermiques de la créte neurale et du
compartiment dermique (3,4)

- Le systéme nerveux sensoriel : il est formé par les corpuscules de Meissner et de

Rufini qui permettent la perception des différents aspects du toucher

La matrice dermique est constituée de :

- Collagene : responsable de I’intégrité du derme et de sa résistance a la traction

- Elastine : responsable de 1’¢lasticité de la peau

- Protéoglycanes : responsables de la raideur de la peau

- Glycoprotéines : impliquées dans 1’adhérence, la migration et la communication

cellulaire

IV-L’hypoderme
Il s’agit de la couche la plus profonde de la peau qui lie le derme avec les couches
musculaires sous-jacentes. Il est constitué principalement de lobules graisseux formés par les
agrégats d’adipocytes dont le cytoplasme varie de volume selon les stocks lipidiques qu’il
contient. Ces stocks sont variables selon 1’age, le sexe et I’alimentation des individus et aussi
selon la partie du corps concernée. De plus, il comporte un composant du systéme nerveux
sensoriel formé par les corpuscules de Pacinian, impliqués dans la transmission des signaux
de pression) (Figure 3). Les stocks lipidiques de ’hypoderme lui confeérent un rdle de réserve
énergétique et permettent aussi d’isoler I’organisme des déperditions de chaleur et d’absorber

les chocs.
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Le prémélanosome de stade 1 est généré par la fusion d’endosomes (précoces ou tardifs) et de
protéines structurales et enzymatiques issues du réticulum endoplasmique et du Golgi. Certains
mélanosomes stoppent leur croissance au stade II et synthétisent la phacomélanine ; d’autres
poursuivent leur maturation au stade III ou ils acquiérent des enzymes nécessaire a la syntheése
d’eumélanine (TRP1 : tyrosin-related protein 1 ; DCT : dopachrome tautomérase). Au stade 1V, la
synthése d’eumélanine se poursuit et les mélanosomes sont tranférés au kératinocytes. EC :

extracellulaire 7
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Les mélanocytes

Les mélanocytes sont des cellules hautement différenciées responsables de la biosynthése de
la mélanine dans des organelles appelées mélanosomes. Les mélanosomes sont transférés, via
les dendrites émises par les mélanocytes, aux kératinocytes environnants la ou ils jouent un
role photo-protecteur. Les contacts entre mélanocytes et kératinocytes forment une unité
¢pidermique de mélanisation. Chaque unité contient un mélanocyte et environ 40

kératinocytes provenant des couches basales de 1’épiderme.

I- Origine et différentiation

Les mélanocytes sont issus de la différenciation de cellules progénitrices appelées
mélanoblastes. Les mélanoblastes proviennent de la créte neurale. Entre la 10™ et la 14°™
semaine du développement embryonnaire humain, les mélanoblastes migrent tout au long du
mésenchyme embryonnaire pour atteindre, dans la peau, 1’épiderme et les follicules pileux. La
migration durant I’embryogenése dépend des interactions entre les récepteurs a la surface des
cellules et leurs ligands extracellulaires. Par exemple, SCF (stem cell factor) se lie au
récepteur KIT des mélanoblastes pour stimuler la migration [5].

Une fois que les mélanoblastes ont atteint leurs destinations finales, ils se différencient en

mélanocytes.

II- Mélanosomes
Les mélanocytes contiennent des mélanosomes qui sont des organelles spécialisés dans la
synthése de la mélanine. Les mélanosomes, passent par 4 stades de maturation (I-IV) qui sont
déterminés par leur structure et aussi par la quantité, la qualité et ’arrangement de la mélanine
produite. Les mélanosomes naissants sont assemblés dans la région périnucléaire pres de
I’appareil de Golgi a partir des endosomes primitifs et des lysosomes pour recevoir les
enzymes et les protéines requises pour la mélanogenese. Les mélanosomes de stade I sont des
vacuoles sphériques dépourvues de protéines de structures et de tyrosinase, enzyme
essentielle a la mélanogenése. La présence de la protéine Pmelll7, une protéine de structure,
et sa fragmentation déterminent la transformation mélanosomale du stade I au stade II ou les
mélanosomes sont fibrillaires et allongés. La synthése de la mélanine débute quand
I’organisation des fibres est complete, c'est-a-dire au stade III, aprés fusion d’un mélanosome

de stade II avec une vésicule provenant de 1’appareil de Golgi contenant les enzymes
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nécessaires pour la synthése de mélanine. Le dernier stade de développement des
mélanosomes est le stade IV. A ce stade les mélanosomes sont remplis de mélanine et
deviennent sombres (Figure 4) [6]. Les mélanosomes sont de deux types, selon la nature de la
mélanine qu’ils contiennent. Les mélanosomes contenant la phéo-mélanosomes stoppent leur

maturation au stade II et restent arrondis et non fibrillaires (Figure 4) (5, 7-9).

III- Mélanine et mélanogenése
Les deux types de mélanine produite par les mélanocytes ont des propriétés chimiques et des
couleurs distinctes. L’eumélanine est marron-noire, la pheomélanine est jaune-rouge. Ces
deux types de mélanine ont des réponses opposées a une irradiation par des UV.
L’eumélanine, contenant peu de soufre, agit comme un agent photoprotecteur antioxydant
alors que la pheomélanine qui contient beaucoup de soufre est un agent phototoxique pro-
oxydant [10]. Ces deux pigments sont généralement en mélange. C’est le ratio entre les deux
mélanines qui va déterminer la couleur de la peau (11).
La mélanogenése est un processus qui est induit par la stimulation du récepteur de la
mélanocortine de type I (MCIR). La fixation de I’alpha melanocyte stimulating hormone
(aMSH) sur ce récepteur va favoriser la synthése d’eumélanine alors que la fixation de la
protéine Agouti va engager la voie pheomélanine (12). L’activation des récepteurs MCIR va
enclencher une cascade de signalisation qui va aboutir a la transcription du facteur
microphthalmia-associated transcription factor (MITF) (13). MITF va, a son tour, favoriser la
transcription des geénes codants pour des enzymes impliquées directement dans la
mélanogenese comme la tyrosinase, TRP1 et TRP2 (14).
La premiere étape de la syntheése de la mélanine commence par I’hydroxylation par la
tyrosinase de la tyrosine en 3,4-dihydroxylphénylalanine (DOPA) puis en DOPAquinone.
Selon la disponibilité de la cystéine, et donc du soufre, il y aura synthése d’eumélanine ou de
phéomélanine (Figure 5) (10).

IV-Unité épidermique de mélanisation
L’unité épidermique de mélanisation est une unité structurelle et fonctionnelle au sein de
I’épiderme contenant deux types cellulaires : les mélanocytes et les kératinocytes.
Les mélanocytes de 1’adulte proliférent ponctuellement en réponse a des stimuli spécifiques
comme |’exposition au soleil et lors de la cicatrisation.
Afin de proliférer, les mélanocytes ont besoin de se détacher de la membrane basale et de

rétracter leurs dendrites, cela se produit par la perte des E-cadhérines, desmogléines et
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connexines 43, molécules essentielles dans les liaisons mélanocytes-MEC et mélanocytes-
kératinocytes. Ces processus se produisent en réponse a la libération par les kératinocytes de
facteurs de croissance comme HGF, PDGF et ET-1 dans le microenvironnement (Figure 6a).
La division des mélanocytes se fait ensuite en réponse aux SCF, bFGF et ET-3 produits par
les kératinocytes (Figure 6b). Les mélanocytes migrent le long de la membrane basale et une
fois qu’ils ont atteint leur destination finale, ils se lient a la MEC (Figure 6C) et aux
kératinocytes, par émission de nouvelles dendrites, pour former une nouvelle unité
épidermique de mélanisation au sein de laquelle les kératinocytes contrélent leur croissance
(Figure 6d) (15).

La variation de la couleur de la peau est gouvernée principalement par le statut en mélanine,
et par le nombre et la distribution des mélanosomes produits et transférés par chaque
mélanocyte vers les kératinocytes environnants. Une fois dans les kératinocytes, la mélanine
s’accumule autour des noyaux. Elle peut ainsi absorber les UV avant que ces derniers
atteignent les noyaux et provoquent des mutations géniques (16). Le complexe mélanocyte-
kératinocyte répond rapidement a de nombreux stimuli environnementaux souvent de fagon
paracrine et autocrine. En effet, les mélanocytes répondent aux UV, a la protéine Agouti, a
I’7aMSH, aux endothélines, aux facteurs de croissance, aux cytokines, etc.

Aprés une exposition aux UV, les mélanocytes augmentent [’expression de la
proopiomélanocortine (POMC, précurseur d> aMSH) et son récepteur MC1R, la tyrosinase et
TYRPI, la protéine kinase C (PKC) et d’autres facteurs. De plus, il est connu que les UV
stimulent la production d’endothélines (ET-1) et la POMC par les kératinocytes (17). Ces
facteurs peuvent agir alors de fagon paracrine pour stimuler les mélanocytes. Les mélanocytes
sont également sensibles aux cytokines, aux facteurs de croissance et aux médiateurs
inflammatoires produits par les fibroblastes de la peau. Ces derniers peuvent induire la
mélanogenese et/ou stimuler le transfert de la mélanine vers les kératinocytes.

Les facteurs de croissance n’affectent pas seulement la croissance et la pigmentation des
mélanocytes, mais I’émission des dendrites, 1’adhésion a la MEC et la motilité. aMSH,
ACTH, bFGF (basic fibroblast growth factor), NGF (nerve growth factor), endothéline, GM-
CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), SCF, SLF, LIF (leukemia
inhibitory factor) et HGF (hepatocyte groth factor) sont des facteurs sécrétés par les
kératinocytes et responsables de la prolifération et/ou la différenciation des mélanocytes

(Figure 7).
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Figure 7: Schéma de la voie de signalisation au sein de I’unité épidermique de mélanisation
Mécanisme par lequel les facteurs sécrété par les kératinocytes stimulent la mélanogenese, la
prolifération, la migration la formation de dendrites et la différenciation des mélanocytes.
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L’aMSH et ’ACTH se fixent sur MCIR qui, par I'intermédiaire d’une protéine G,
active une adénylate cyclase qui a son tour convertit ’ATP en AMPc. L’AMPc exerce
son effet en partie a travers la protéine kinase A (PKA) qui phosphoryle CREB
(cAMP response element binding protein). Cette protéine se lie a cAMP response
element (CRE) présent sur le promoteur M du géne MITF. L’augmentation de
I’expression de MITF va stimuler la production de TYR, TYRP1 qui vont induire la
mélanogenese (13).

ET-1 se lie au récepteur couplé aux protéines G ETBR localis¢ a la surface des
mélanocytes. L’activation de ces récepteurs mobilise le calcium intracellulaire et
active PKC. Ces événements sont a I’origine de la formation de dendrites, de la
migration et de la mélanogenese (18, 19).

Les prostaglandines (PG) E2 et PGF2 activent les récepteurs EP1, EP3 et FP. Cette
activation induit I’émission de dendrites de fagon AMPc indépendante et serait médié¢e
par la phospholipase C (PLC).

GM-CSF, LIF, bFGF, HGF et SCF activent respectivement les récepteurs GMCSFR,
LIFR alpha, FGFR, c-Met et c-kit. L’activation de ces récepteurs va stimuler la
mélanogenese mais surtout la prolifération cellulaire via la voie Mitogen Activated

Protein Kinase (MAPK) (5, 20).
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Le mélanome cutané

Les cancers cutanés sont des tumeurs développées a partir des cellules de la peau. Les cancers

de la peau peuvent étre classés selon le tissu qui en est a I’origine :

- Les épithéliomes, dérivant du tissu épithélial, eux-mémes composés de deux grands
groupes de carcinomes : le carcinome basocellulaire et le carcinome spinocellulaire.
- Les mélanomes, développés a partir des mélanocytes.

- Les sarcomes, développés a partir du tissu conjonctif.

Le mélanome cutané est le résultat d’un dysfonctionnement génétique et/ou fonctionnel de
plusieurs protéines et voies de signalisation clés du mélanocyte. Ces dérégulations conduisent
a une perturbation du cycle cellulaire et a une altération des interactions de la cellule avec son
environnement matriciel et cellulaire. C’est la forme la plus agressive des cancers cutanés car
il a la capacité de métastaser. Bien qu’il représente environ 4% des cancers de la peau, le
mélanome est responsable de 80% des déceés dus aux tumeurs cutanées. Cette forte mortalité
est due d’une part a sa forte capacité invasive et d’autre part au manque de traitement efficace
sur la maladie disséminée. Néanmoins, le diagnostic précoce est crucial, car a ce stade la

plupart des mélanomes sont curables par exérese chirurgicale.

I- Epidémiologie
La société américaine de recherche sur le cancer AACR estime a 1,6 million le nombre de
nouveaux cas de cancers cutanés en 2012 aux Etats Unis et 12 190 décés sont causés par cette
pathologie la méme année. Bien que le mélanome cutané représente une faible proportion de
ces nouveaux cas (76 250), il est a I’origine de 9 180 déces. Par ailleurs, selon 1’organisation
mondiale de la sant¢ (OMS), en 2012, le nombre de nouveaux cas de mélanomes dans le
monde est de 200 000 et les décés associés sont de 65 000, cela refléte la forte mortalité
associée a cette pathologie (21).

Durant les derniéres décennies I’incidence du mélanome cutané n'a pas cessé€
d’augmenter. A titre d’exemple, en Australie, parmi les cancers a forte incidence, le
mélanome cutané a été class¢ 3eéme en 2008 avec 1082 nouveaux cas
(http://health.wa.gov.au/wacr). Chez les jeunes (15-39 ans), c’est le cancer le plus fréquent

chez les hommes et le deuxiéme chez les femmes.
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Figure 8: Illustration des quatre grandes variétés de mélanomes

a. mélanome nodulaire, b. mélanome superficiel extensif, c. mélanome acral lentigineux ulcéré
unguéal et péri unguéal du gros orteil, d. lentigo malin de Dubreuilh (d’aprés Dermatologie et
maladies sexuellement transmissibles, 3¢me édition, édition Masson)

Clarck Breslow
0
Epiderme
Derme papillaire
Derme réticulaire
Hypoderme
4mm

Figure 9 : Illustration des paramétres mesurés pour ’indice de Breslow (épaisseur de la tumeur
en millimétres) et I’indice de Clark et Mihm (degré d’envahissement)
D’apres Dermatologie et maladies sexuellement transmissibles, 3¢éme édition, édition Masson.
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En France, I’incidence du mélanome a été estimée a 8,12 pour 100.000 individus en 2008,
bien plus faible qu’en Australie ou I’incidence est de 35 pour 100.000 individus la méme

année (http://globocan.irac.fr/). Cependant, les projections établies pour I’année 2011 par

I’institut de Veille Sanitaire (InVS), ont évalué d’une part I’incidence du mélanome cutané a
2,7% de la totalité des cancers affectant la population Frangaise. D’autre part, le nombre de
déces a été estimé a 1618 pour 10.000 cas nouvellement diagnostiqués. Ces projections
9éme

classent le mélanome cutané parmi les cancers a forte incidence, au rang, avec 9780

nouveaux cas et le mettent respectivement au 12°"¢ et au 14°™ des cancers les plus mortels

chez les hommes et les femmes.

II- Classification anatomo-clinique
Il est admis que le mélanome se développe schématiquement en deux phases : une phase de
croissance horizontale et une phase de croissance verticale (dite invasive) pendant laquelle le
mélanome atteint le derme. L.’examen histologique permet d’affirmer la nature et 1’agressivité
de la tumeur.
L’OMS ainsi que les agences nationales de santé¢ ont classé les différentes formes de

mélanome cutané en quatre principales catégories anatomo-clinique (Figure 8) :

- Le mélanome nodulaire (NM) est le mélanome le plus agressif avec un pronostic tres
défavorable. Il représente 10 a 20% des cas et il est caractérisé par un passage rapide

en phase verticale.

- Le mélanome superficiel extensif (SSM) représente la majorité des mélanomes (60 a
70% des cas). C’est le mélanome le moins agressif, la premiére phase de croissance

radiale peut durer des années.

- Le mélanome acral lentigineux (ALM) représente 2 a 10% des cas et se développe au

niveau des doigts, orteils, paumes et plantes.
- Le lentigo malin de Dubreuilh représente 5 a 10% des cas et se développe au niveau

des zones qui ont subi de longues expositions au soleil (des décennies). Ce mélanome

touche principalement des sujets agés.
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Risque d’étre
Mélanome primitif, Risque de Risque d’étre
décédé apres 10
A) aprés exérése récidive décédé aprés 5 ans
ans

Intra-épithélial 0% / /
Breslow : 0,20-0,75 mm |< 10 % <5% <5%
Breslow : 0,75-1,5mm |20 % 10 % 15 %
Breslow : 1,5-4 mm 40 % 30 % 40 %
Breslow : > 4 mm 70 % 40 % 50 %

Niveau | melanome intra-épidermique sans risque métastatique

B)
Niveau Il invasion d’'une partie du derme papillaire
) invasion de tout le derme papillaire ne dépassant pas
Niveau lll ] ] ]
I'interface avec le derme réticulaire
Niveau IV invasion du derme réticulaire
Niveau V invasion de I'nypoderme

Tableau 1: Classification selon I’indice de Breslow et le niveau de Clarck

(A) Corrélation entre 1’indice de Breslow et les risques de récidive et déces apres Set 10 ans. (B)
Niveaux d’invasion selon Clark et Mihm (d’aprés Dermatologie et maladies sexuellement
transmissibles, 3°™ édition, édition Masson).

0 Mélanome in situ

1A Tumeur = 1,0 mm sans ulcération avec un niveau de Clark Il ou 11l

o Tumeur < 1,0 mm avec ulcération ou niveau de Clark IV ou V, ou
tumeur de 1,01 — 2,0 mm sans ulcération

. Tumeur de 1,01 — 2,0 mm avec ulcération, ou
tumeur de 2,01 — 4,0 mm sans ulcération
Tumeur de 2,01 — 4,0 mm avec ulcération, ou

e tumeur = 4,0 mm sans ulcération

liC Tumeur > 4,0 mm avec ulcération

A Toute tumeur sans ulcération avec 1— 3 ganglions microscopiques
Toute tumeur avec ulceration avec 1— 3 ganglions microscopiques, ou
toute tumeur sans ulcération avec 1— 3 ganglions macroscopiques, ou

e toute tumeur avec ou sans ulcération mais avec métastase(s)
satellite(s) ou en transit, sans métastase ganglionnaire
Toute tumeur avec ulcération et 1 — 3 ganglions macroscopigues ou
métastase(s) satellite(s) ou en transit, ou

e toute tumeur avec = 4 ganglions métastatiques ou métastases satellites
ou en transit avec ganglions metastatiques

i Toute tumeur, tous nombres de ganglions, et toutes métastases
distantes, ganglionnaires ou viscérales

Tableau 2: Systéme de classification de I’American Joint Committee on Cancer (AJCC) en 2002
Les mélanomes sont classés selon I’indice de Breslow et les niveaux de Clark et en fonction de la
présence de métastases et d’ulcération.
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III-  Critéres du pronostic
En cas de suspicion de mélanome, I’examen anatomopathologique de la 1ésion va permettre
d’affirmer ou d’infirmer le diagnostic. Apres exérese de la 1ésion, des mesures de I’indice de
Breslow et du niveau d’invasion selon Clark et Mihm sont déterminées (Figure 9) (22) :

- I’indice de Breslow correspond a la mesure en millimétres, sur coupe histologique
standard, de 1’épaisseur maximum comprise entre les cellules superficielles de la couche
granuleuse épidermique et la base de la tumeur. Il existe une corrélation entre 1’indice de
Breslow et la survie (Tableau 1A).

- le niveau d’invasion selon Clark et Mihm est 1i¢ au franchissement de « barrieres

anatomiques » (tableau 1B)

IV-Classification internationale
Un systéme de classification des mélanomes a été proposé a 1’échelle internationale. Validée
par I’American Joint Committee on Cancer (AJCC) en 2002, cette classification se base sur
I’examen de 17 600 patients recensés dans 13 centres de traitement du mélanome a travers le
monde (23). Cette classification prend en compte 1’indice de Breslow, le niveau d’invasion
selon Clark et Mihm, les ulcérations et les métastases ganglionnaires et viscérales (Tableau

2).

26



stade Naevus Naevus Croissance radiale Croissance verticale Mélanome
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ﬁ
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Evénement Croissance Lésion Prolifération + Franchissement dela | Dissociation de la tumeur
biologique limitée pré maligne différenciation diminuée membrane basale primitive + prolifération
dans des sites distants
Mutation BRAF
Expression:
CDK4
Perte:
INK4A/ARF
CDKN2A
PTEN
Mutation:
p53
NRAS
CDK4
B-caténine
AKT3
Expression:
ICAM-1
. C-MET
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moléculaires
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c-KIT
Expression desintégrines a4p1

Figure 10 : Modé¢le d’apparition et de propagation du mélanome cutané
Les changements moléculaires impliquées dans la transformation maligne des mélanocytes et dans la

progression depuis 1’épiderme jusqu'a la circulation sanguine/lymphatique. Il faut noter que le
mélanome peut se développer aussi a partir de mélanocytes.
Miller 2006 *7
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Du mélanocyte au mélanome

Le mélanome cutané résulte d’une succession de transformations qui se produisent au niveau
des mélanocytes donnant naissance a des cellules hautement prolifératives et invasives. A
travers des altérations génétiques, les mélanocytes normaux peuvent se transformer en navus
bénin. Des altérations supplémentaires conduisent a la transformation de ce dernier en navus
dysplasique (Iésion pré maligne) puis en une lésion a croissance radiale (RGP) et enfin
verticale (VGP) permettant aux cellules tumorales d’envahir les tissus sous-jacents et
d’atteindre la circulation sanguine et lymphatique (Figure 10).

Pendant la phase RGP, les cellules tumorales sont localisées au niveau de la couche basale de
I’épiderme, au dessus de la JDE. Elles acquiérent des propriétés prolifératives et deviennent
résistantes a 1’apoptose. Pendant la phase VGP, certaines cellules au sein de la Iésion
primitive vont acquérir des capacités invasives qui leur permettent de dégrader les
composants de la JDE et d’envahir le derme. Cette étape se caractérise par le changement du
répertoire des molécules d’adhésion exprimées. Cela va permettre a la 1ésion d’une part de se
détacher des kératinocytes et d’échapper a leur controle et d’autre part d’établir de nouvelles
interactions avec les fibroblastes et les cellules endothéliales situées dans le derme. De plus,
pendant cette phase, les cellules cancéreuses ont la capacité de sécréter des protéases
permettant de dégrader la JDE et de migrer vers le derme. C’est la transition pseudo épithélio-
mésenchymateuse (24). Dans le derme, les cellules métastatiques vont adhérer et dégrader la
MEC et migrer a travers la membrane basale de I’espace subendothélial jusqu’aux veinules
post-capillaires et aux vaisseaux lymphatiques (Figure 10) (25). Une fois au niveau de la
circulation, une grande partie des cellules tumorales est éliminée par des contraintes
mécaniques et immunitaires. Les cellules survivantes vont arriver au niveau du lit capillaire
périphérique a ’organe cible, adhérer a la membrane basale de I’espace subendothélial,
extravaser, migrer a travers la MEC et former des colonies au niveau du nouveau site
métastatique. Une induction de la néoangiogenese est alors requise pour assurer la survie des
cellules métastatiques (25). Lors du processus de dissémination, les cellules tumorales sont en
constante sélection par ’environnement. Ceci est a 1’origine de 1’émergence de clones
caractérisés par une prolifération incontrdlée, résistants a 1’apoptose, hautement invasifs avec

des propriétés incluant I’adhésion, la motilité et la protéolyse extracellulaire (26, 27).
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Figure 11: la signalisation des facteurs de croissances est transmise par les récepteurs a activité

tyrosine kinase

A la suite de la fixation d’un ligand, le récepteur s’autophosphoryle et se lie a RAS par
I’intermédiaire de différentes protéines adaptatrices. Quand RAS est activé il enclenche une cascade
de phophorylations impliquant RAF, MEK et ERK. ERK activé passe au niveau nucléaire et active

Facteur de croissance

&

v __— Reécepteur a activite tyrosine
kinase

®
Cytoplasme @ 5 @

g | il

Noyau

différents facteurs de transcription importants pour la prolifération cellulaire.
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La figure 10 montre une liste, non exhaustive, des acteurs moléculaires qui peuvent &tre
dérégulés a chaque étape de la progression du mélanome. Dans la partie suivante, ces
dérégulations sont développées et les acteurs décrits sont classés en 8 groupes: protéines
associées a la voie MAPK, a la voie PI3K/PTEN et a la voie B-caténine, protéines régulant le
cycle cellulaire, facteurs de transcription, molécules d’adhésion, métallo-protéases et

récepteurs membranaires.

I- Protéines associées a la voie MAPK

1) NRAS
NRAS appartient a la famille des protéines G qui sont capables de lier le GTP (Guanosine
triphosphate) et le GDP (Guanosine diphosphate) et qui inclut aussi HRAS et deux variants de
KRAS (28). En réponse a différents stimuli cellulaires, comme ceux portés par les récepteurs
a activité tyrosine kinase, RAS lie le GTP et se trouve dans un état actif permettant de recruter
RAF au niveau de la membrane plasmique et par une cascade de phosphorylation il active
I’axe  RAF-MEK-ERK (Figure 11). La mutation de NRAS est retrouvée dans 23% des
mélanomes (29). Il s’agit dans la majorité des cas d’une substitution de la glutamine 61 par
une arginine, une lysine ou encore une leucine. Cette mutation perturbe I’hydrolyse du GTP et
maintient la protéine sous une forme constitutivement active. Des mutations touchant KRAS
et HRAS sont retrouvées dans différents cancers, mais rarement dans le mélanome, reflétant

ainsi la dépendance de I’activité des différentes isoformes de RAS au contexte cellulaire (30,

31).

2) BRAF
RAF, effecteur en aval de RAS, est une sérine/thréonine protéine kinase activatrice de MEK.
Une fois phosphorylée, MEK phosphoryle a son tour ERK et ’active (Figure 11). Dans le
génome humain, il existe trois genes de RAF: ARAF, BRAF et CRAF (32). BRAF est
retrouvé muté dans différents cancers et particuliecrement dans le mélanome avec une
fréquence de 50 a 60% (33). Une mutation spécifique, la substitution de la valine 600 par un
acide glutamique (V600E), compte pour plus de 90% de toutes les mutations BRAF dans le
mélanome. Cette mutation provoque un changement de la conformation de la kinase au
niveau de son site actif lui conférant une activité constitutive (34). Le variant BRAF (V600E)
est retrouvé dans plus de 80% des naevi dysplasiques bénins suggérant que cette mutation

représente 1’un des premiers événements de la néoplasie mélanocytaire (35).
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Figure 12: Voie PI3K-AKT

Aprés I’activation des récepteurs a activité tyrosine kinase par un facteur de croissance, PI3K est
activé et convertit le PIP2 en PIP3. Cette activation conduit a la phosphorylation d’AKT qui va par la
suite stimuler différentes protéines impliquées dans la prolifération et la survie cellulaire. PTEN
inhibe cette voie en déphosphorylant le PIP3.

Dahl 2007 ®Y
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La mutation de BRAF coincide rarement avec celle de RAS dans la méme tumeur [36-38]
suggérant que ces deux mutations sont toutes les deux efficaces pour activer I’axe MEK-ERK.
Les mutations NRAS et BRAF sont retrouvées dans 80 a 90% des mélanomes ce qui montre
I’importance de la voie MAPK dans le développement du mélanome et indique que
I’activation de I’axe RAS-RAF-MEK-ERK est un passage obligatoire pour la transformation
mélanocytaire.

La mutation de BRAF peut étre détectée a la fois au niveau des 1ésions malignes et au niveau
des naevi bénins [39]. Dans les naevi, il a été proposé que BRAF maintient la sénescence
cellulaire [40, 41]. Paradoxalement, I’inactivation de 1’oncogéne BRAF seul peut bloquer la
croissance tumorale et la formation de métastases dans les modeles de xénogreffe de
mélanome humain et chez des patients avec un mélanome métastatique [42, 43]. Cela
démontre que (1) malgré la multitude des aberrations au niveau du génome des cellules
cancéreuses, la suppression d’une seule altération moléculaire pourrait inhiber
significativement la croissance tumorale [44]; (2) les mutations oncogéniques cooperent avec
d’autres changements épigénétiques et d’autres modifications d’expression génique pour

stimuler la transformation depuis un phénotype RGP vers un phénotype VGP métastatique.

I1- Protéines associées a la voie PI3K/ PTEN
PTEN (phosphatase and tensin homolog) est un régulateur négatif des signaux de croissance
extra cellulaires qui sont transmis par la voie PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase)-AKT
(Protein Kinase B) (Figure 12). En réponse a ces signaux, PI3K phosphoryle le
phosphoinositide bis phosphate (PIP2) localisé au niveau membranaire et le convertit en un
second messager, le phosphoinositide triphosphate (PIP3). Le PIP3 phosphoryle et active
AKT qui a son tour stimule tout un réseau de facteurs controlant la prolifération et la survie
cellulaire (Figure 12). PTEN a une activit¢é phosphatase qui contrecarre PI3K en
déphosphorylant PIP3 et inhibant ainsi le role d’AKT dans la survie et la prolifération. Dans
le mélanome, le gene PTEN peut subir des mutations inhibitrices (par délétion ou insertion)
qui levent le contrdle sur PI3K et favorisent ainsi la croissance tumorale [45]. Le géne PI3K
peut aussi subir des mutations, au niveau de son site catalytique, la rendant constitutivement
active [46]. Dans le cas du mélanome, il a été observé, que I’hyperactivité de la voie PI3K-
AKT est trés fréquente. Cependant, la présence des mutations de PTEN est observée dans
moins de 30% des cas et les mutations de P/3K sont tres rares dans le mélanome (<5%) [47,

48]. Cela suggere la présence d’autres aberrations permettant I’activation d’AKT. En effet, il
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Figure 13: Voie Wnt/p-caténine

A la suite de I’activation des récepteurs Frizzled par Wnt, le complexe APC, PP2A, Axine et GSK3f3
est déstabilisé, ce qui empéche la dégradation de la B-caténine qui va pouvoir s’accumuler dans le
cytoplasme et dans le noyau. La B-caténine nucléaire joue le réle d’un cofacteur de transcription de

genes tumorigenes.
Dahl 2007 ®Y
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a été montré que la voie PI3K peut étre activée par la voie MAPK et particulierement par
NRAS, du fait d’une mutation activatrice, (Figure 12) mais aussi par le récepteur cKit qui se
trouve en amont de NRAS [49]. Il a aussi été montré que I’augmentation de 1’activité de la
voie PI3K peut résulter de I’amplification du nombre de copies d’AKT3. Cette aberration est

retrouvée dans 40 a 60% des mélanomes [50].

III-  Protéines associées a la voie B-caténine
La B-caténine est un acteur clé de la voie de signalisation induite par la famille des
glycoprotéines Wnt (wingless integration site). Cette voie contrdle différentes fonctions
cellulaires, et une dérégulation peut étre a I’origine du développement et de la propagation de
différents cancers [51]. En absence de Wnt, la B-caténine sous sa forme libre se lie @ un
complexe de dégradation formé par APC (adenomatous polyposis coli), axine, PP2A (protein
phosphatase 2A) et GSK3p (glycogen synthase kinase 3b) (Figure 13). La GSK3p
phosphoryle la B-caténine au niveau de sites spécifiques dans sa partie N-terminale. Cette
modification va permettre 1’ubiquitination de la protéine et son adressage vers le protéasome
pour sa dégradation. Lors de la fixation de Wnt au niveau de son récepteur, GSK3f est
inhibée et la f-caténine s’accumule au niveau cytoplasmique et nucléaire. Elle va alors agir
comme cofacteur transcriptionnel de genes cibles, comme c-Myc et cycline DI, qui
interviennent dans la prolifération et la survie, et MMP2 et MMP9, qui sont responsables des
processus d’invasion et en partie de la TEM [52, 53]. Les mutations du gene de la B-caténine
(CTNNBI) sont retrouvées dans 2 a 8% des mélanomes [54]. Ces mutations affectent les sites
de phosphorylation de la protéine dans sa partie N-terminale (Ser33, Ser37, Thr41 and Ser45)
la rendant résistante a la dégradation par la voie ubiquitine/protéasome. L’accumulation de -
caténine peut étre aussi la conséquence d’une mutation inhibitrice ou d’hyperméthylation du

promoteur A1 d’APC [55].

IV-Protéines régulant le cycle cellulaire (INK4A/ARF)
CDKN2A4 (cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitor 2A gene) est un geéne qui code pour des
protéines régulant le cycle cellulaire. Lorsque ce géne est muté, le risque de développer un
mélanome est considérablement augmenté, et il a été observé que 25 a 50% des mélanomes
familiaux sont associés a la mutation de CDKN2A4 [56].
Selon le cadre de lecture, le locus CDKN2A code pour deux suppresseurs de tumeur, pl6™ "

et p14°*" (appelé aussi ARF). Les génes des deux protéines ont en commun I’exon 2 et I’exon
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Figure 14: Fonction des protéines codées par CDKN2A
Selon le cadre de lecture, le locus CDKN2A code pour deux protéines pl16™<** inhibe CDK4 et

bloque les cellules en phase G1; pl14**" linhibe HDM2 et laisse le suppresseur de tumeur p53 sous
sa forme active.
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3 du locus CDKN2A. La différence réside dans 1’épissage alternatif qui se produit au niveau
de I’exon 1 afin d’attribuer ’exon 1o a p16™** et I’exon 1p a p14*** (Figure 14).

Bien que la majorit¢ des mélanomes associés a une mutation de ce locus montre une
perturbation de I’expression des deux protéines, il a ét€¢ observé qu’il existe des mutations qui

INK4A ARF
6 4

ne touchent qu’un seul des deux génes. Cela suggéere que pl etpl exercent leur role

via deux voies indépendantes [57].

1) Lavoie pl6™***-.CDK4/6-Rb
P 1 6INK4A

inhibe la division cellulaire en bloquant les cellules en phase G1. En effet, pl 6™ 44
séquestre CDK4 et CDK6 (cyclin-dependent kinases) et permet au suppresseur de tumeur Rb
(retinoblastoma protein) de rester sous sa forme active non phosphorylée. L’inactivation de
p16™** va permettre aux CDK de phosphoryler Rb et libérer le facteur de transcription E2F.
E2F est a I’origine de I’entrée de la cellule dans la phase S du cycle cellulaire [58] (Figure
14).

L’inactivation du géne INK4A par mutation ponctuelle, délétion ou par méthylation de son
promoteur est retrouvée dans la majorité des mélanomes sporadiques [59] et dans 30% des
mélanomes familiaux [60]. L’inactivation de la voie pl6™“**-CDK4/6-RB peut se produire

INK4A
6 . Deux

aussi par la mutation du géne CDK4 rendant la protéine insensible a pl
mutations ont été décrites, toutes les deux consistent a la substitution de 1’arginine 24 par une
cystéine ou une histidine [61]. Des cas d’amplification de CDK4 ont été observés dans
certains mélanomes sporadiques, particuliérement dans les mélanomes muqueux et acraux,

avec une activité inchangée de p16™"** [62, 63].

2) Lavoie ARF-p53

ARF régule négativement la division cellulaire en régulant positivement p53. ARF se lie a
HDM?2 et I’inhibe. HDM2 a pour fonction de marquer les protéines par une ubiquitine afin de
les adresser dans le protéasome pour leur dégradation. La mutation d’ARF altére sa liaison
avec HDM2. HDM2 va rester sous sa forme libre et augmenter ainsi la dégradation de p53
(Figure 14) alors que I'un des rdles principaux de p53 est de détecter les dommages de
I’ADN, d’induire la sénescence cellulaire et de permettre soit la réparation de I’ADN soit
I’apoptose lorsque les dommages sont trés importants [64].

Le suppresseur p53 est muté dans beaucoup de cancers. Néanmoins, dans le mélanome la

fréquence de mutation de p53 est faible (<15%) [65, 66]. L’une des explications a cette faible
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fréquence est que des genes régulant p53 sont des cibles préférentielles pour les aberrations
génétiques. En effet, la plupart des événements inactivant /NK4A4 touchent aussi ARF ce qui
engendre en conséquence une extinction de p53. 1l a aussi ét¢ démontré que MDM4, autre
régulateur négatif de p53, est surexprimé dans pres de 65% des mélanomes permettant ainsi
d’inhiber p53 [67].

Bien que la plupart des mutations touchant le géne CDKN2A se produisent au niveau de
I’exon la ou de I’exon 2, il a été observé que des mutations peuvent toucher 1’exon 1

donnant ainsi une mutation exclusive du géne ARF au niveau du locus CDKN2A4 [57].

V- Les facteurs de transcription
La dérégulation des facteurs de transcription et de leurs génes cibles durant la transition de la
phase RGP a la phase VGP peut favoriser 1’apparition du phénotype métastatique du
mélanome. Le role des facteurs de transcription AP-2, CREB, ATF2, Snail, NFkB, STAT et
MITF va étre développé ci-apres.

1) AP-2 et CREB

La progression du mélanome cutané est associée a la perte de 1’expression du facteur de
transcription AP-2 (activating Protein 2) [68-70]. Ce facteur de transcription orchestre une
variété de processus cellulaires comme 1’apoptose, la croissance cellulaire et la différenciation
pendant I’embryogenese [71]. Il a été démontré qu’AP-2 agit comme facteur suppresseur de
tumeur en activant ’expression de p21 WAF1/CIP1 induisant ainsi I’arrét du cycle cellulaire
[72]. 1l est aussi partenaire du facteur suppresseur de tumeur p53 en stimulant I’activité
transcriptionnelle de ce dernier [73]. Dans les cellules métastatiques de mélanome, la perte
d’AP-2 est directement liée a la surexpression de MCAM/MUCI18 (melanoma cell adhesion
molecule), de PAR1 (protease-activated receptor-1), de MMP2 (matrix metalloproteinase-2)
et de VEGF. Cela a ¢té expliqué par I’entrée en compétition d’AP-2 avec les facteurs de
transcription respectifs de ces genes [72].

Une forte corrélation inverse entre la perte d’AP2 et la surexpression de CREB (cAMP-
responsive element (CRE)-binding protein) a été observée lors de la propagation du
mélanome. Cela a été expliqué par la liaison de CREB a la région promotrice d’AP2 et par
I’inhibition de sa transcription pendant la transition vers un phénotype métastatique [74]. En
inhibant AP2, CREB induit donc I’expression de MUC18, MMP2 et VEGP. De plus, ce
facteur de transcription, suite a une phosphorylation au niveau de son résidu serine 131, peut

interagir directement avec le promoteur des genes de MITF et MUC18 pour augmenter leur
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Figure 15: Cibles géniques régulées par CREB et AP2a

Lors du passage de la phase RGP a la phase VGP, CREB est activé suite a sa phosphorylation au
niveau de la sérine 133. L’activation de CREB réduit I’expression d’AP2a, affectant ainsi les genes
régulés par celui-ci. La suppression d’AP2a permet ’expression de promoteurs de tumeur comme
PAF et connexine 43 et réduit I’expression de suppresseurs de tumeur comme la mapsine. CREB joue
aussi le role de facteur de transcription et permet de contrdler I’expression de MCAM/MUCI18, MITF
et CYR6I.
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expression et CYR61, un suppresseur de tumeur, pour l’inhiber [75] (Figure 15). Cela
suggere 1’existence d’un équilibre, entre I’expression d’AP-2 et de CREB, équilibre crucial
pour la progression du mélanome en permettant le passage d’un phénotype RGP a un

phénotype VGP [76].

2) ATF2
ATF2 (activating transcription factor 2) est un facteur de transcription qui fait partie de la
famille CREB/ATF. Il peut former des hétérodiméres avec des facteurs de transcription des
familles Jun, Fos ou Maf pour réguler différentes fonctions cellulaires comme Ie
développement embryonnaire, la réponse au stress, la mort cellulaire mais aussi le
développement des pathologies [77]. Bien qu’aucune mutation n’ait été observée dans le géne
ATF?2, I’altération de son expression et/ou de son activité a été associée au développement des
cancers et plus particulierement au mélanome [78, 79]. En plus de son réle d’oncogene, ATF2
peut jouer le role de suppresseur de tumeur [80]. En effet, il a ét€ montré que I’inactivation du
gene ATF2 empéche le développement du mélanome dans le modéle de souris génétiquement
modifié N-Ras/Ink4a—/— [78] mais en méme temps elle permet I’augmentation de 1’incidence
des papillomes et des tumeurs mammaires [81, 82]. Ce double role entrainant des effets
opposés d’ATF2 dépendrait de sa localisation subcellulaire. ATF2 est localisé au niveau
cytoplasmique dans les tumeurs dans lesquelles il joue le réle de suppresseur de tumeur [81].
Cependant, il est essentiellement nucléaire dans le mélanome, 1a ou il est associé a un mauvais
pronostic chez les patients [79, 83]. La localisation nucléaire d’ATF2 est conditionnée par sa
phosphorylation sur la thréonine 52 par la PKCe [84]. La perte de cette phosphorylation,
comme observée dans les lignées tumorales peu agressives, est requise pour le transport
d’ATF2 depuis le noyau jusqu’a la mitochondrie ou il provoque 1’apoptose et donc joue son
role suppresseur de tumeur. Cependant, le taux élevé de PKCe retrouvé dans les mélanomes
métastatiques, empéche la translocation d’ATF2 vers la mitochondrie et cette absence
d’ATF2 au niveau mitochondrial va inhiber 1’apoptose et donc favoriser la survie des cellules

tumorales [84].

3) Snail
Les facteurs de transcription de la famille Snail ont été associés a la TEM pendant le
développement embryonnaire et aux processus de métastases en inhibant des effecteurs de la

TEM. Les protéines de cette famille, Snail (Snaill), Slug (Snail2) et Smuc (Snail3) sont des
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protéines a doigt de zinc. Les facteurs de transcription Snail ont au niveau de leur extrémité
N-terminale un domaine SNAG qui est responsable de leur rdle suppresseur. Par exemple, le
domaine SNAG du facteur de transcription Slug interagit avec CtBP-1 qui va recruter une
histone déacétylase pour réprimer 1’expression du gene cible (85).

Il a été¢ démontré que la surexpression de ces facteurs de transcription induit la transition
RGP-VGP dans différentes lignées cellulaires de mélanome, plus particulierement en
réprimant 1’expression de la E-cadhérine qui assure la liaison entre les mélanocytes et les
kératinocytes dans 1’épiderme (voir paragraphe 6, molécules d’adhésion) (86). Slug est aussi
une molécule de survie qui permet la résistance a 1’apoptose dans des lignées de mélanome
(87). De plus, Slug peut d’une part interagir avec p53 pour réprimer son role pro-apoptotique
(88), d’autre part, il collabore avec différents oncogeénes pour permettre la dissémination du

mélanome (89).

4) NFxB
NFkB (nuclear factor kappa B) est impliqué dans plusieurs processus cellulaires comme
I’inflammation, la régulation du cycle cellulaire, I’apoptose et 1’oncogenése. L’activation
constitutive de ce facteur de transcription a été reportée dans un grand nombre de tumeurs
solides et cette activation entraine la survie cellulaire et réduit la sensibilit¢ a la
chimiothérapie. Les mélanocytes et les lignées de mélanomes non métastatiques montrent une
faible activité, voir une absence de NFkB, contrairement aux lignées hautement métastatiques
qui montrent une forte activité (71).

La surexpression de NFkB a été associée a 1’activité constitutive de la kinase AKT dont le
role dans la propagation du mélanome a été bien étudié (90). Par contre, I’inhibition de NFkB
dans des lignées de mélanome est associée a une diminution du taux de VEGF, MMP2,
MMP9 et IL6 montrant son role important dans la dissémination et 1’angiogenése du

mélanome (91, 92).

5) Les STATs
La famille des STATSs (signal transducers and activators of transcription) compte 6 facteurs de
transcription dont 1’activation se produit au niveau du cytoplasme en réponse a divers stimuli.
STAT3 et STATS répondent a des stimulations oncogéniques par les facteurs de croissance
(EGF, TGFp, HGF et IL-6) ou par les tyrosines kinases (Src, Lyn ou Lck). STAT3 et STATS

sont souvent activés dans les tumeurs et en particulier dans le mélanome (71). L’activation
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controle immunitaire (Figure 16). Ainsi, il a été démontré dans le mélanome que 1’activation
de STAT3 est associée a I’expression de geénes anti apoptotiques comme Bel-XL et MCL-1
aussi bien que de génes favorisant la prolifération comme c-Myc et la cycline D1 [14]. De
plus, dans les processus d’invasion et de métastase, il a aussi ét¢ démontré que STAT3 peut
agir directement sur le promoteur de MMP?2 et stimuler son expression [93]. Une autre étude a
montré une amélioration de D’efficacité¢ des effecteurs du systéme immunitaire (cellules
dendritiques et lymphocytes T CDS8) lors de I’inhibition de STAT3 dans des lignées de
mélanome. Cela montre I’importance de STAT3 dans 1’échappement des cellules tumorales

du systéeme immunitaire [94].

Enfin, I’implication de STAT3 dans la résistance tumorale au traitement par des inhibiteurs de
BRAF a été récemment démontrée. Cette implication suggere de cibler cette protéines en

combinaison avec des inhibiteurs de la voie MAPK pour le traitement du mélanome [95].

6) MITF

MITF a un réle controversé dans le développement et la propagation du mélanome. En effet,
il est associé a la sénescence, 1’apoptose, la prolifération, la migration/invasion et la
différenciation par la régulation transcriptionnelle de plusieurs genes (Figure 17).

Les locus INK4A/ARF et WAFI codent pour des protéines médiatrices de la sénescence
cellulaire, p16™* et p14**F, et pZICip ! MITF favorise la sénescence cellulaire en se liant
directement aux promoteurs de ces genes et en stimulant leur transcription [96]. Cependant,
MITF peut aussi favoriser la prolifération cellulaire en stimulant I’expression de la cycline D1
[97] et TBX2 (T-Box transcription factor 2) [96]. En effet, le nombre de copies du gene

cycline D1, médiateur du cycle cellulaire, est amplifi¢ dans 25% des mélanomes [98] et TBX2,

inhibiteur des effecteurs de la sénescence cellulaire p19ARF et p21Cip1, est retrouvé hautement
exprimé dans les tumeurs [99, 100].

De plus, MITF joue un rdle anti apoptotique en stimulant la transcription de BCL2 (B-cell
leukemia/lymphoma 2) [96] et de BIRC7/MLIAP (Baculoviral IAP repeat containing 7/
melanoma inhibitor of apoptosis) [101] qui se trouvent tous les deux surexprimés au niveau
du mélanome et qui lui conférent la résistance aux traitements par chimiothérapie [102-105].
L’activité anti oxydante est importante pour la survie des mélanocytes et pour le
développement du mélanome car suite a un stress oxydant, une cellule peut entrer en

apoptose. Parmi les protéines qui ont une activité anti oxydante, se trouvent HIF-1a (hypoxia

35






Bibliographie

inducible factor 1 a) et APEX1/Refl (apurinic/apyrimidinic endonucleasel/redox factor-1)
dont les génes sont aussi sous le contrdle de MITF [106, 107].

MITF joue un role clé dans 1’angiogeneése car il a été observé une diminution de I’expression
de HIF-1a et de VEGF dans des lignées cellulaires de mélanome lors de 1’extinction de ce
géne MITF [106].

SLUG, point cl¢ dans la transition epithélio-mésenchymateuse, et c-MET, associé au potentiel
métastatique du mélanome, sont sous le contréle de MITF [108-110] Iui donnant ainsi un réle
pro invasif dans le mélanome. Cependant, MITF peut aussi jouer un rdle anti invasif en
stimulant la transcription de DIAPHI (diaphanous homolog 1). En effet, DIAPHI inhibe
I’invasion cellulaire en stimulant la polymérisation de ’actine [111].

MITF est exprimé dans la majorité des mélanomes et la stabilit¢ de son expression est
essentielle pour la survie et la prolifération [112]. De plus, I’amplification du locus MITF est
observée dans le mélanome métastatique [113]. Néanmoins, 1’expression de MITF dans le
mélanome reste inférieure a celle des mélanocytes et son augmentation diminue la
prolifération cellulaire méme en présence de I’oncogéne BRAF [114]. Selon son niveau
d’expression, MITF pourrait jouer un rdle pro ou anti-tumoral. Un faible taux de MITF
stimulerait la prolifération tumorale alors qu’un taux ¢levé favoriserait la différenciation
cellulaire par I’induction de la sénescence et la production de mélanine [115-117]. Par
ailleurs, des ¢tudes ont montré¢ I’existence d’une population de cellules initiatrices de
mélanome dont 1’existence est requise pour la formation des tumeurs. Cette population peut
changer de phénotype et devenir des cellules a fort pouvoir mitotique. Le « switch » entre les

deux phénotypes se fait en partie par la modulation de I’expression de MITF [118].

VI-Les molécules d’adhésion
Les molécules d’adhésion jouent un role primordial dans les processus physiologiques comme
I’intégrit¢é membranaire et I’attachement des leucocytes a I’endothélium. Il existe des
molécules de surface qui peuvent établir des interactions homophiliques (entre deux
molécules d’adhésion identiques) ou héterophiliques (entre deux molécules d’adhésion
différentes) avec les cellules environnantes. Dans le cas du mélanome et aussi dans d’autres
cancers, ces interactions permettent I’agrégation des cellules cancéreuses entre elles ou avec
les cellules stromales et les cellules du systéme circulatoire. Ces interactions contribuent aussi
a la migration, I’invasion, la survie pendant la circulation ainsi que 1’extravasation dans les

parenchymes des organes distants. Les différentes molécules d’adhésion sont classées selon
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leurs similitudes structurales et subdivisées en cadhérines, intégrines et immunoglobulines.
Chez les patients atteints de mélanome, la surexpression de I’intégrine 04p1 (VLA-4) et de
I’intégrine aVB3 contribuent a la formation de métastases. La perte des E-cadhérines et
I’expression des N-cadhérines est a I’origine de la dissociation des cellules tumorales des
kératinocytes et induit 1’invasion cellulaire. Différentes immunoglobulines comme

MCAM/MUCI18 et ICAM-1 sont associées a la dissémination du mélanome.

1) Les cadhérines
Les cadhérines représentent une large famille de molécules d’adhésion cellulaire calcium
dépendantes. Ces molécules établissent préférentiellement des interactions homophiliques.
Cette famille inclut les E-cadhérines (de 1’épithélium), les P-cadhérines (du placenta) et les N-
cadhérines (cadhérines neurales). Dans une peau saine, les interactions entre les kératinocytes
et les mélanocytes sont importantes au sein de 1’épiderme. Le contrdle de la prolifération des
mélanocytes est intimement régulé par les kératinocytes via les E-cadhérines. Les domaines
extracellulaires de deux molécules d’E-cadhérine sont liés, et les domaines intracellulaires
interagissent avec les fibres d’actine du cytosquelette via un complexe caténines [119]. Ainsi
en liant les réseaux du cytosquelette de deux cellules adjacentes, les E-cadhérines protegent le
tissu des forces mécaniques qui peuvent détacher les cellules. Les transformations malignes
des mélanocytes sont souvent accompagnées de la perte de I’expression des E-cadhérines
[120] qui provoque a son tour la perte de la régulation des mélanocytes par les kératinocytes.
La perte de I’expression des E-cadhérines coincide en général avec I’induction de I’expression
des N-cadhérines qui conférent des nouvelles propriétés adhésives aux cellules. Ces
transformations permettent aux mélanocytes de réaliser des contacts avec les fibroblastes et
les cellules endothéliales pendant la migration et 1’invasion vers le stroma tumoral, le derme,
les vaisseaux lymphatiques et sanguins [121]. Les N-cadhérines sont aussi retrouvées au
niveau du stroma ce qui explique I’affinité des cellules de mélanome pour ce dernier. Les
liaisons entre les N-cadhérines sont plus faible que celles entre les E-cadhérines, ceci est en
partie a I’origine de la forte motilité des cellules tumorales par rapport aux mélanocytes
normaux. L’une des modifications moléculaires qui peut expliquer le switch du répertoire des
E-cadhérines vers les N-cadhérines lors du développement du mélanome, est la surexpression
du facteur de transcription SNAIL. En effet, ’activation de SNAIL joue un rdle important
dans I’inhibition des E-cadhérines et dans la tumorigénese [122]. De plus, ce facteur de

transcription inhibe 1’expression de I’enzyme CYLD. Cette perte va provoquer 1’induction du
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proto-oncogene BCL-3 qui va étre transloqué au niveau nucléaire pour stimuler le promoteur

des N-cadhérines (123).

2) Les intégrines

Les intégrines sont des récepteurs membranaires hétérodimériques formés par des
associations non covalentes entre une chaine alpha et une chaine béta. Les intégrines
permettent la réalisation des jonctions intercellulaires et des jonctions entre cellules et MEC
de facon calcium dépendante. Actuellement, au moins 9 chaines B et 20 chaines o ont été
décrites. La combinaison entre une chaine a et une chaine B va déterminer la spécificité pour
un ligand, et donc un grand nombre de molécules d’adhésion impliquées dans les jonctions
cellule-cellule ou cellule-MEC peuvent étre exprimées par une cellule donnée. En
comparaison avec des lésions bénignes, le mélanome montre une perte d’expression du
récepteur a la laminine (a6f1) (124, 125), une augmentation de 1’expression du récepteur
adpl (126, 127), du récepteur de la vitronectine aVB3 et du récepteur a la fibronectine a5p1
(127, 128). Ces intégrines semblent avoir un role crucial dans le développement et la
dissémination du mélanome, car un changement de leur niveau d’expression correle avec les
parameétres pronostiques de la pathologie. Bien que plusieurs intégrines puissent étre associées
a ’agressivité tumorale, une attention particuliére sera portée aux intégrines a4p1, aVP3 et

aS5B1 dans les paragraphes ci-dessous.

a) L’intégrine a4p1

Les ligands de I’intégrine a4f1 sont la thrombospondine, la fibronectine et VCAM-1
(vascular cell adhesion protein 1). L’adhésion provoquée par I’intégrine a4p1 des populations
lymphocytaires et VCAM-1 des cellules endothéliales activées est la premicre étape de
I’extravasation de ces cellules au niveau du site d’inflammation (129). Il a ét¢ montré que
I’intégrine a4B1 est exprimée par les cellules de mélanome et peut permettre a ces dernieres
de migrer depuis le systéme vasculaire vers n’importe quel tissu ou I’expression de VCAM-1
par ’endothélium est induite, ce qui permettrait de former des lésions métastatiques (130,
131). La modulation de I’expression de I’intégrine a4B1 ou de VCAM-1 a un effet significatif
sur le nombre de métastases (132, 133).

Des études ont montré que [’expression de I’intégrine a4fB1 est un facteur de mauvais
pronostic indépendant qui correle avec une plus courte durée de survie globale et sans

récidive (125).
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b) aVp3

Les intégrines aVP3 (Récepteur de la vitronectine ) ont été associées dans le mélanome aux
processus d’adhésion, de migration, d’invasion, d’activation des métalloprotéases, de survie et
d’angiogenese (134). L’intégrine aVB3 est spéciquement exprimée dans les cellules
endothéliales tumorales ce qui en fait une cible pour le traitement des cancers (135). En effet,
le ciblage de I’integrine a'V3 a fait I’objet de plusieurs études cliniques (136).

Lors du processus d’invasion et de migration, les cellules sont polarisées avec front de
migration et arrieére de la cellule. A ce niveau les intégrines en général, et aVB3 en particulier
jouent un role clé (Figure 18). En effet, ces intégrines sont exprimées au niveau des
lamellipodes afin d’établir de nouveaux points d’attache. Par contre, a I’arriére de la cellule,
elles vont d’une part diminuer leur affinité¢ pour la MEC et d’autre part elles sont clivées par
des protéases (137). Lors de la TEM, I’intégrine aVP3 interagit avec les MMP2 afin de les
activer pour dégrader la membrane basale et améliorer la migration des cellules tumorales
(138-140). Par ailleurs, lors des processus d’invasion, I’intégrine aVP3 va transmettre des
signaux intracellulaires de survie, indépendants de I’ancrage a la MEC, par 1’intermédiaire des
voies FAK et PI3K (137).

L’expression de I'intégrine a VB3 a été associée a la progression métastatique du mélanome
(141). Bien que I’expression de la chaine aV soit plus marquée dans le mélanome primitif, le
statut en chaine B3 correle avec le passage du phénotype RGP vers un phénotype VGP (127,

128, 142) lui donnant ainsi une valeur pronostique (143-145).

c) L’intégrine a5pB1

L’intégrine a5B1 (récépteur de la fibronectine) peut jouer un rdle important dans différents
stades de développement du mélanome.

Dans les premiers stades, le « melanoma inhibitory activity » (MIA) est une petite protéine de
11 kDa secrétée par les cellules de mélanome. Son rdle a été particulierement associé dans le
développement et I’invasion de la tumeur (146). Il a ét¢ montré que cette protéine interagit
avec I’intégrine a5B1, cette interaction provoque I’endocytose de I’intégrine avec son ligand
et le détachement de la cellule de mélanome de sa structure environnante, cela augmente le
potentiel migratoire et invasif de la cellule tumorale (147).

Le role de I’'intégrine a5PB1 dans I’invasion cellulaire a été démontré dans des lignées murines

de mélanome. Suite a l’interaction avec la fibronectine, 1’integrine a5f1 enclenche une
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cascade de signalisation intra-cellulaire impliquant FAK, PI3K et ERK, qui va permettre la
translocation nucléaire de NFkB et 1’expression de MMP9 (148).

Le role de cette integrine a également été démontré dans 1’extravasation lors des processus de
métastases notament dans 1’adhésion des cellules de mélanome avec I’endothélium exprimant
la fibronectine a sa surface (135).

Par comparaison avec I’integrine avf3, I’integrine a5B1 joue un role plus important dans la
croissance tumorale et son expression par les cellules tumorales et les cellules endothéliale est
méme plus spécifique (149). En effet, une étude récente, dans un modele préclinique de
mélanome, a montré que I’utilisation de liposomes portant a leurs surfaces un antagoniste (le
peptide Ac-PHSCN-NH2) des integrines a5B1 permet la délivrance de la Doxorubicine
(chimiothérapie) de fagon spécifique. Par ailleurs, dans d’autres modeles précliniques, il a été
montré que cet antagoniste cible spécifiquement les vaisseaux sanguins néo-formés sans
aucun effet sur la circulation pré-existante (150). Ceci démontre 1’implication de I’intégrine

a5B3 dans les processus d’angiogenése tumorale.

3) Les immunoglobulines

a) MCAM/MUCI8

MCAM/MUCIS est une glycoprotéine transmembranaire qui appartient a la superfamille des
immunoglobulines. Dans le mélanome, cette glycoprotéine est impliquée dans le « switch » de
la phase RGD vers la phase VGP. En effet, les MCAM/MUCI18 établissent des adhésions
homotopiques entre les cellules de mélanome, et hétérotopiques entre les cellules de
mélanome et les cellules endothéliales (72). Il a été observé in vivo que le taux d’expression
de MCAM/MUCI18 du mélanome primitif corréle directement avec la progression tumorale et
I’acquisition d’un phénotype métastatique (151-153). De plus, la surexpression de MCAM
dans des lignées de mélanome ne 1’exprimant pas, rend ces dernieres hautement prolifératives
et métastatiques (154). Ce phénotype métastatique est expliqué au moins en partie par
I’induction d’Id 1 (inhibitor of DNA binding-1) et I’inhibition du facteur de transcrition ATF-

3 pour permettre I’activation des MMP2 et induire I’invasion cellulaire (155).

b) ICAM-1
Il a été observé que I’expression d’ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) est plus
importante dans les lésions malignes que dans les Iésions bénignes. De plus, I’expression
d’ICAM-1 correle avec 1’épaisseur de la tumeur primitive (144, 156) donnant ainsi une valeur

pronostique a ce marqueur. En effet, les patients porteurs de mélanome de stade 1 positifs
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Figure 19: Implication d’ICAM1 dans I’extravasation

Les cellules de mélanome sont capables de secréter ICAM-1. Cette forme secrétée permet d’inhiber la
phagocytose des cellules de mélanome par les leucocytes (a). Dans la circulation sanguine,
I’interaction entre les LFA-1 des leucocytes et les ICAMI1 des cellules tumorales permet d’améliorer
la survie de ces derniéres dans le systéme vasculaire et de faciliter le processus d’extravasation (b).
L’expression d’ICAM1 et de LFA-1 par les cellules endothéliale et les cellules de mélanome
améliore le processus d’extravasation (c).
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pour ICAM-1 ont une survie globale significativement plus courte et sans récidive en
comparaison aux patients négatifs pour ce marqueur (144). L’interaction d’ICAM-1 exprimé
par la cellule cible et de I’intégrine B2 (LFA-1) du lymphocyte T est nécessaire pour la
reconnaissance et l’interaction optimale entre ces deux cellules. Deux mécanismes sont
proposés pour le réle d’ICAM-1 dans la survie et la dissémination du mélanome :

- Le premier mécanisme s’appuie sur le fait que les cellules de mélanome sont capables
de secréter ICAM-1. Cette forme secrétée permet d’inhiber I’interaction entre les
lymphocytes et les cellules de mélanome (157) ce qui contribue a la survie tumorale
(158) (Figure 19a).

- Le deuxiéme mécanisme met en jeu I’interaction entre les polynucléaires neutrophiles
(LFA-1) et les cellules tumorales (ICAM-1). Cette interaction permet d’améliorer la
survie de ces dernieres dans le systeéme vasculaire et de faciliter le processus
d’extravasation (159) (Figure 19b).

Une autre étude a montré I’existence d’un dialogue croisé entre les cellules tumorales et les
cellules endothéliales. La co-culture de ces deux lignées induit respectivement 1’expression
d’ICAMI et de LFA-1 par les cellules endothéliale et les cellules de mélanome, et améliore le

processus d’extravasation (160) (Figure 19c¢).

VII- Les protéases
Le microenvironnement tumoral est formé d’une MEC extrémement modifié et de différents
types cellulaires. Durant la progression tumorale, le microenvironnement est caractérisé par
une hypoxie, une acidose et une privation de nutriments. Tous ces parametres induisent la
sécrétion de protéases par les cellules tumorales et les cellules du microenvironnement. Les
protéases sécrétées vont permettre de dégrader les composants de la MEC mais aussi des
molécules présentes a la surface des cellules. Cela va permettre, d’une part, I’invasion et le
franchissement de la membrane basale, d’autre part, la libération de facteurs de croissance et
angiogéniques qui se trouvent au niveau de la MEC. Parmi les principales protéases
impliquées dans la progression tumorale, nous pouvons citer les métallo-protéases matricielles
(MMPs), les cathepsines (161), les ADAMs (162) et le systeme d’activation du plasminogene.
Dans le cas du mélanome, I’urokinase plasminogen activator (uPA) joue un role clé dans
I’invasion cellulaire et la formation de métastases. L’'uPA convertit le plasminogéne en

plasmine qui a son tour dégrade une large variété des molécules de la MEC et permet aux
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cellules tumorales de traverser la membrane basale (163). Par ailleurs, uPA, en se fixant sur
son récépteur (UPAR), module I’invasion, la prolifération et la migration cellulaire (164).

Les MMPs constituent une famille de protéase trés étudiée dans la progression du mélanome
cutané. Les MMPs sont des métallo-protéases dépendantes du zinc capables de dégrader les
composantes de la MEC. Les MMPs sont classifiées selon le substrat qu’elles digérent
préférentiellement. Certaines MMPs sont ainsi appelées des collagénases, stromélysines,
gélatinases, etc. En général, les MMPs contiennent un peptide signal, un propeptide N-
terminal, un domaine catalytique contenant le site de fixation du zinc, une région charniere et
un domaine C-terminal de type hémopexine. Les gélatinases MMP2 et MMP9 posseédent un
domaine fibronectine de type II supplémentaire. Les six MMPs de type membranaire (de
MTI1-MMP a MT6-MMP) ont un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique.
La MMP7 est plus petite que les autres MMPs car elle est dépourvue du domaine hémopexine
et de la région charniere (Figure 20a) (165).

Le fonctionnement des MMPs dépend d’un équilibre dynamique MMPs - TIMPs (inhibiteurs
de métallo-protéases tissulaires) (165). Selon les concentrations et le microenvironnement,
I’inhibition des TIMP peut inhiber ou stimuler 1’activité de la MMP correspondante. Vingt
quatre MMPs humaines ont ét¢ identifiées a ce jour. Leur forte activité dans les cancers a
souvent été corrélée a des mauvais pronostics.

La plupart des étapes de dissémination du mélanome (transition RGP-VGP, invasion,
extravasation...) requicre la production de MMPs, aussi bien par la tumeur que par le stroma
(fibroblastes et cellules du systtme immunitaire). La sécrétion de ces MMPs est a 1’origine
d’une partie des dialogues croisés entre les cellules tumorales et leur microenvironnement
(Figure 20b). Ainsi, la MMP3 produite par les fibroblastes du derme est capable de stimuler
I’expression de MMP1 par les cellules de mélanome et ainsi augmenter leur pouvoir invasif.
Dans le méme contexte, il a été montré que le bFGF produit par les cellules de mélanome
peut stimuler la MMPI1 des fibroblastes qui a son tour permet I’invasion d’une matrice de
collagene de type I par les cellules de mélanome. Par ailleurs, TEMMPRIN (extracellular
matrix metalloproteinase inducer), produite par des cellules de mélanome, stimule la
production de MMP2 par les fibroblastes permettant ainsi 1’invasion des cellules de
mélanome (166). Dans le mélanome, différentes études ont décrit la gélatinase 2 (MMP2)
comme un bon marqueur pronostique (167). De plus, il a été proposé que la détection
simultanée de MMP2, Ki67 (marqueur de 1’index mitotique) et p53 pourrait étre un bon

indicateur du risque de récidive des patients (168). MT1-MMP est trés peu exprimée par les
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indicateur du risque de récidive des patients (168). MT1-MMP est trés peu exprimée par les
mélanocytes, cependant elle est fortement présente dans le front de migration tumoral,
particulierement dans le mélanome.

L’activation des MT1-MMPs se fait dans un premier temps par une convertase furine puis
par une autoprotéolyse (169). MTI-MMP peut participer aux processus d’invasion a
différents niveaux : avec son activité collagénase elle permet de dégrader directement certains
composants de la MEC et indirectement par 1’activation des MMP2 ; enfin MT1-MMP permet
le clivage de CD44 et D’activation de Dl’intégrine aVB3 facilitant ainsi la migration et
I’invasion cellulaire (170, 169).

11 a aussi été proposé que le profil d’expression des MMPs dépendrait du stade de propagation
du mélanome avec 1’association de MMP9 au stade RGP, de MMP2 et MT1-MMP au stade
VGP et de MMPI1 au développement des métastases (Figure 20b) (171).

En plus de son rdle de soutien, la MEC constitue un réservoir de molécules bioactives et sa
dégradation par les MMPs permet donc leur biodisponibilité. Parmi ces molécules bioactives
nous pouvons citer les facteurs de croissance, les cytokines et les chimiokines (172). Le
clivage du TGF-f par les MMP2 et 9 génere une molécule active capable d’augmenter la
survie des cellules de mélanome et la croissance tumorale (173). Le clivage de CXCLS8 par
MMP9 permet d’améliorer son pouvoir chemo-attractant vis-a-vis des cellules du systéme
immunitaire (174). Ainsi, les MMPs pourraient contribuer a la fois a 1’élaboration d’une
réponse anti-tumorale par le recrutement des cellules immunitaires, mais aussi au
développement de la tumeur. En effet, CXCLS8 est aussi un inducteur puissant de MMP2 dans
les cellules tumorales (175). Le remodelage et la fragmentation des composés de la MEC par
les MMPs sont accompagnés par la libération de petites molécules bioactives appelées
matrikines. Ces molécules peuvent moduler positivement ou négativement le pouvoir invasif
des cellules tumorales (176, 177). Par exemple, il a été démontré que 1’augmentation de
I’expression de MMP2 et de MT1-MMP dans le front d’invasion du mélanome correle avec la
dégradation de 1’élastine. Les matrikines générées (elastokines) stimulent 1’expression des

MMP?2 créant ainsi un rétrocontrole positif favorisant la propagation du mélanome (171).

VIII- Les récepteurs membranaires
Les marqueurs de surface ont été largement étudiés dans les cancers. Plusieurs de ces
marqueurs ont été décrits dans le but de comprendre leur implication dans la cancérogeneése et

de les employer dans des stratégies diagnostiques et thérapeutiques. Dans la partie suivante,
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certains des récepteurs a activité tyrosine kinase et des récepteurs couplés aux protéines G

sont décrits.

1) Récepteurs a activité tyrosine kinase

Les récepteurs a activité tyrosine kinase sont largement dérégulés dans différents cancers.
Dans le mélanome, les altérations des récepteurs EGFR, ¢c-MET et c-KIT résultent de

changements dans les voies de signalisation auxquelles ils sont associés (Figure 21).

a) EGFR
EGFR peut étre activé par EGF, TGF-a, amphiréguline et heparin-binding EGF. La fixation
de I’'un de ces ligands peut enclencher la cascade de signalisation de la voie MAPK et PI3K
(178). Le gene d’EGFR est localisé sur le chromosome 7 dont le nombre de copies est
amplifi¢ dans les stades tardifs du mélanome. Aucune mutation du géne EGFR n’a été
observée, ce qui laisse supposer que ce géne ne serait pas une cible des mutations qui sont a
I’origine du développement du mélanome. Mais il faut noter que le séquencgage de ce géne n’a
pas été réalis¢ sur un grand nombre d’échantillons (179). Dans le mélanome, 1’activation
d’EGFR par EGF, induit RAS qui en réponse stimule la sécrétion des ligands d’EGFR. Ceci
est a I’origine d’une boucle d’activation permettant une stimulation en continu d’EGFR qui
est a ’origine de 1I’émission de signaux de survie par 1’induction de PI3K et AKT (179). De la
méme fagon, I’inhibition d’EGFR atténue la tumorigénicité induite par RAS dans les cellules
de mélanome (180). Etant donné qu’aucun inhibiteur efficace de RAS n’a été développé
(181), EGFR pourrait étre une cible pour le traitement du mélanome dans lequel RAS joue un

role cl¢é dans la tumorigénicité.

b) Kit
Kit est un récepteur a activité tyrosine kinase qui est muté dans le mélanome lentigineux acral
(11%), le mélanome muqueux (21%) et le mélanome li¢ a des expositions chroniques au soleil
(17%) (182). Parmi ces récepteurs, c-Kit, récepteur de SCF (stem cell factor), a été
particulierement étudié¢ dans le mélanome. Il a été montré que I’activation de ce récepteur
stimule la migration et la prolifération des mélanocytes par la stimulation de la voie MAPK et
de la voie PI3K. Par ailleurs, d’autres ¢tudes ont montré que les mutations activatrices de Kit
sont retrouvées dans les mélanomes non mutés pour RAS et RAF suggérant que 1’activation

constitutive de c-Kit peut égaler 1’activation constitutive de RAS ou RAF pour la stimulation

de I’axe RAS-RAF-MEK-ERK (49, 183, 184).
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c) C-MET
Le récepteur c-Met est synthétis¢ dans les cellules épithéliales et est important dans le
développement embryonnaire et dans les processus de cicatrisation. Les cellules de mélanome
ont également la capacité d’exprimer ce récepteur qui permet de stimuler la croissance et
I’invasion des cellules tumorales. Le ligand naturel de ces récepteurs est ’HGF qui est aussi
produit par les cellules de mélanome et qui permet de stimuler en continu c-MET de fagon
autocrine et paracrine. L’activation de ce récepteur induit 1’activation des voies MAPK et
PI3K (185). Son geéne comme celui d’EGFR étant localisé au niveau du chromosome 7, le
nombre de copies de c-MET est amplifi¢ pendant les phases tardives du mélanome. Plusieurs
données ont démontré le role clé de c-MET dans la propagation du mélanome. Ainsi, il a été
observé que I’expression de c-MET est augmentée au niveau des mélanomes métastatiques
(179). De plus, I’expression de ce récepteur au niveau des mélanocytes conduit a 1’apparition
d’un phénotype métastatique plutét qu’un phénotype de mélanome primitif. Par ailleurs, la
surexpression de ce récepteur au niveau des cellules de mélanome conduit a I’augmentation
du nombre de métastases dans un modele syngénique (179). L’inhibition de son expression
dans des cellules de mélanome conduit a la diminution du pouvoir invasif de ces derniéres

(186) et de la capacité a former des métastases in vivo (187).

2) Récepteurs couplés aux protéines G

a) PARI

Le récepteur PAR1 joue un rdle central dans la cancérogenese et les phénomenes de
dissémination. Son expression est significativement plus importante dans les Iésions
métastatiques que dans les tumeurs primitives et les naevi dysplasiques (70). L’extinction de
ce récepteur dans des lignées de mélanome humain provoque une diminution de la croissance
tumorale et une diminution du nombre de métastases dans un modele de xénogreffe (188).
Cependant, la surexpression de ce récepteur augmente de 40% le nombre de métastases dans
un modele syngénique (189). Des études mécanistiques ont montré au niveau moléculaire,
I’implication de PAR1 dans la propagation tumorale. L’activation du récepteur PAR1 par une
sérine protéase, la thrombine présente dans la circulation et dans les sites tumoraux, est a
I’origine de plusieurs réponses cellulaires comme [’activation de la voie MAPK (RAS) et la
voie PI3-K qui sont impliquées dans la croissance cellulaire, la propagation tumorale et la

cancérogenese (72). L’activation de PAR1 induit ’expression de génes comme 1’integrine
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aVB3, MMP2, uPA, PDGF (platelet derived growth factor), IL8, VEGF et bFGF requis pour

I’adhésion cellulaire, I’invasion et I’angiogenése (72).

b) Les FPRs
Les récepteurs aux peptides formylés (FPRs) sont des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G. Les 3 FPRs humains (FPR1, FPR2/ALX et
FPR3) présentent une grande homologie de séquence et lient plusieurs groupes de ligands
structurellement différents. Ces récepteurs ont €té initialement identifiés dans les leucocytes.
Ils peuvent se lier aux peptides N-formylés et non formylés qui chemoattractent et activent les
phagocytes. Les peptides N-formylés, qui sont uniquement codés par les bactéries et par le
génome mitochondrial, et I’annexine A1 sont les seuls ligands communs des trois récepteurs
de cette famille (190) (191). Ces récepteur jouent un role primordial dans I’inflammation, en
particulier dans les processus d’extravasation et la migration des cellules vers le site
d’infection (192). D’autres études ont montré leur présence dans des lignées cancéreuses et
leur implication dans la progression tumorale (193). Dans le mélanome, il a ét¢ démontré, in
vitro, que ces récepteurs sont impliqués dans les processus d’invasion (194). In vivo, il a été
montré que 1’expression des FPRs dans la tumeur primitive corréle avec la progression

tumorale (195).
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Traitement du mélanome

Lors de la suspicion d’un mélanome, I’exérése chirurgicale, pratiquée en deux temps, est le
seul traitement curatif pour les mélanomes au stade local. Aprés exérése complete de la
Iésion, un examen anatomopathologique est réalis¢ afin d’affirmer ou d’infirmer le
diagnostic. En cas de confirmation de mélanome, cet examen permet d’apporter des éléments
pronostiques (indice de Breslow fiable car mesuré sur la totalité¢ de la tumeur, présence ou non
d’ulcération, degré d’invasion selon Clark et Mihm), et une reprise d’exérese sera réalisée le
plus précocement possible apres la premiére en respectant une « marge de sécurité » selon la
valeur de I’indice de Breslow (196).

Pour les Iésions profondes avec un indice de Breslow ¢levé, il est souvent pratiqué une
exérése du ganglion sentinelle afin de 1’analyser en anatomopathologie et de définir s’il y a
atteinte ganglionnaire. Si c’est le cas, le chirurgien pratique un curage ganglionnaire total dans
la zone de drainage du mélanome. Dans le cas ou des métastases sont détectées aprés examen
clinique et/ou par imagerie, la chirurgie est la solution premiére proposée car la plus efficace.
Lorsque les métastases sont inaccessibles ou trop nombreuses, d’autres thérapies sont
proposées mais restent toujours moins efficaces que la chirurgie. Dans la partie suivante,

différentes stratégies thérapeutiques du mélanome métastatique seront décrites.

I- La chimiothérapie
Bien que plusieurs agents de chimiothérapie aient été testés en clinique (197), jusqu’a
récemment, la dacarbazine a été le traitement de référence pour les patients avec un mélanome
métastatique (stade IV). La dacarbazine est un agent cytostatique avec des propriétés
alkylantes qui inhibent la synthése de I’ADN et provoque un arrét du cycle cellulaire.
Lorsqu’elle est injectée en intra veineuse, la dacarbazine est clivée au niveau hépatique pour
la libération du composé actif, le (3-methyl-1-triazeno) imadazole-4-carboxamide (MTIC).
Bien qu’une réponse compléte soit occasionnellement observée, les essais cliniques ont
montré des taux de réponse faibles allant de 5 jusqu’a 15% (198). Un autre agent administré
par voie orale, le Temozolomide (TMZ), dont la molécule active est le MTIC a été développé.
Cette molécule a pour avantages qu’elle ne requiert pas de clivage au niveau hépatique et

qu’elle a la capacité de traverser la barriere hémato encéphalique. Son utilisation pour le
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traitement des métastases cérébrales a été envisagée, mais les essais cliniques ont montré un
faible effet sur ce type de I1ésions (199). 1l était donc évident que des stratégies alternatives
devaient étre développées pour améliorer la survie globale des patients atteints de mélanome

métastatique.

II- L’immunothérapie
La compréhension de la biologie des phénomeénes de cancérogenese et de I’immunité sont a
I’origine du développement de nouvelles stratégies thérapeutiques qui ont montré une
efficacité et des taux de réponses significatifs. L’identification des acteurs de modulation du
systéme immunitaire est particuliérement intéressante.
Le systeme immunitaire joue un role important dans le contrdle de nombreux cancers. La
présence d’une réponse immune adaptative spécifique ciblant un antigéne tumoral a été mise
en évidence depuis fort longtemps chez les patients. L’ immunité tumorale cellulaire implique
principalement les lymphocytes T cytotoxiques (CD8+). L’activation des lymphocytes T fait
intervenir deux autres types cellulaires, les cellules présentatrices d’antigéene (CPA) et les
lymphocytes T helper (CD4+) : lorsqu’un antigéne tumoral est présenté a la surface d’une
CPA, les lymphocytes T helper favorisent I’expansion des lymphocytes T CD8 spécifiques,
en sécrétant certaines cytokines telles que I’IFN-y, le TNF-a et I’IL-2. Une réponse de ce type
a été mise en évidence dans les mélanomes. En raison de I’immunogénicité du mélanome,
I’immunothérapie a treés tot représenté un des axes principaux de recherche dans cette
pathologie (200, 201).
Le premier traitement d’immunothérapie étudi¢ a été 1’IL-2 a haute dose. Dans une méta-
analyse de huit études avec ce traitement, il a été observé un taux de réponse globale de 16%,
avec 6% de réponse compléte et durable. Cependant, ce traitement était associé a une
morbidité importante, le rendant difficilement utilisable en pratique clinique (202).
Le transfert adoptif est aussi une approche trés prometteuse. Des lymphocytes T sont prélevés
soit dans le sang, soit directement dans la tumeur. Ces lymphocytes sont amplifiés et
réinjectés apreés une chimiothérapie lymphodéplétante (203) permettant une meilleure
réexpansion du greffon.
Par ailleurs, le décryptage des processus de régulation des lymphocytes T et le ciblage des
points clé de ces phénoménes ont montré des résultats intéressants dans le traitement du
mélanome. Les lymphocytes T présentent a leur surface différents récepteurs qui interagissent

avec les CPA. Selon les acteurs mis en jeu lors de ces interactions, il va y avoir une activation
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ou une inhibition des lymphocytes T via un processus appelé « check point control » (204).
Briévement, les lymphocytes T sont activés d’une part par la présentation d’un antigéne aux
TCR (T cell receptor) par des CPA et d’autre part, par I’interaction des récepteurs B7 des
CPA avec les récepteurs CD28 des Lymphocytes T (Figure 22). La stimulation des
récepteurs TCR et CD28 est par la suite transmise au niveau nucléaire et enclenche
I’activation des lymphocytes T. Pour éviter une réponse auto-immune soutenue et sa
propagation, les lymphocytes T sont par la suite inactivés. L’un des processus d’inactivation
implique la présence des récepteurs CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4) a la surface
des lymphocytes T, récepteurs CTLA-4 qui vont entrer en compétition avec CD28 pour
interagir avec le récepteur B7 des CPA. Cette interaction se traduire au niveau nucléaire, par
un signal inhibiteur des lymphocytes T (Figure 22). Un autre processus d’inactivation
implique I’expression du récepteur PD-1 (programmed death 1) qui peut interagir avec PD-L1
(programmed death ligand 1) exprimé par le tissu tumoral et inactiver les lymphocytes T
(Figure 22). CTLA-4 qui interagit avec les CPA, est important dans les phases précoces de la
réponse immunitaire alors que PD-1, qui interagit avec le tissu périphérique, est important
dans les phases tardives. Les stratégies thérapeutiques décrites ci-apreés sont basées sur
I’inhibition, ou le blocage des « check point control », de CTLA-4, PD-1 ou PD-L1 par des
anticorps dans le but de stimuler la réponse immunitaire anti-tumorale (Figure 22) (204,

205).

1) Anticorps anti CTLA-4

Le premier anticorps testé est 1’Ipilimumab. Des essais cliniques en phase 3 incluant des
patients de mélanome avec un stade avancé ont montré que cette thérapie a un taux de réponse
relativement faible. En revanche les patients répondeurs ont montré une réponse durable et
une médiane de survie plus importante que le groupe contrdle (206, 207). Du fait du
mécanisme d’action de I’Ipilimumab, un nouveau profil d’effets secondaires d’ordre
immunologique a été¢ mis en évidence, effets secondaires différents de ceux rencontrés avec
les chimiothérapies classiques. Il faut noter que lors de ces essais cliniques, 60% des patients
ont développé ce type d’effets secondaires touchant principalement la peau, le tube digestif, le

foie et I’axe hypothalamohypophysaire.
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2) Anticorps anti PD-1 et PD-L1

Cette nouvelle classe d’agents anti-immuns a pour but d’augmenter sélectivement la réponse
immunitaire anti-tumorale par blocage de PD-1 au niveau des lymphocytes T ou PD-L1 au
niveau des cellules tumorales et d’empécher ainsi 1’inactivation des lymphocytes par les
cellules cancéreuses. Plusieurs anticorps anti-PD1 sont en développement. Deux d’entre eux
(Lambrolizumab, Nivolumab) ont été testés lors de deux études de phase 1 incluant des
patients non sélectionnés pour les mutations BRAF et NRAS. Les résultats ont montré un taux
de réponse de 50% (208, 209). Une autre étude clinique de phase 1 a été réalisée avec un
anticorps anti- PD-L1 (BMS-93655). Cette étude montre un taux de réponse plus faible que
celui des anti-PD1 (210).

III-  Thérapies ciblées
Différents inhibiteurs ont été¢ développés pour cibler les voies impliquées dans la propagation
du mélanome. Les inhibiteurs ciblant les acteurs de la voie des MAPK et de ¢-KIT sont

décrits ci-dessous (Figure 23).

1) Inhibiteurs de BRAF

Plusieurs inhibiteurs comme Vemurafenib et Dabrafenib ont été développés pour bloquer la
kinase BRAF. Contrairement aux premiers inhibiteurs développés (comme le Sorafenib), le
Vemurafenib et le Dabrafenib inhibent spécifiquement les kinases actives et en particulier le
mutant BRAF (211). Cette spécificité permet d’administrer des quantités plus élevées de
drogues sans approcher la dose maximale tolérée et donc d’inhiber plus efficacement la kinase
BRAF (212, 213). Ces deux inhibiteurs ont été testés en essais cliniques de phase 3 avec
succes. Lors de ces études, il a été démontré que les patients porteurs de la mutation V60OE
de BRAF présentent des taux de réponse et de survie élevés comparés a ceux traités par
chimiothérapie (43, 214). Mais comme pour les anticorps anti CTLA-4, ces inhibiteurs
présentent une toxicité. Vemurafenib et Dabrafenib sont a I’origine d’activation paradoxale de
la voie MAPK au niveau des cellules sauvages pour BRAF (215, 216), induisant ainsi des
hyperkératoses, des carcinomes a cellules squameuses, de I’alopécie et des arthralgies. Il a
méme été observé dans une minorité de patients, le développement de nouveaux mélanomes
primitifs (217) et de leucémie portant une mutation de RAS (218). Presque tous les patients
traités avec les inhibiteurs de BRAF ont montré des réponses initiales impressionnantes, par

contre ces réponses sont en général incompletes et de courte durée. Ceci s’explique par
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Les mécanismes de résistance peuvent toucher I’un des acteurs de la voie MAPK comme N-RAS,
CRAF ou MEK 1 afin de réactiver cette voie. D’autres mécanismes de résistance peuvent toucher
des acteurs ne faisant pas partie de la voie des MAPK comme ’activation des récepteurs a activité
tyrosine kinase comme PDGFR et IGFR ou des modifications micro environnementales comme la
sécrétion d’HGF qui provoquent I’activation de voies alternatives comme la voie PI3K, ou encore des
aberrations au niveau des voies alternatives elles-mémes comme la mutation de AKT1.
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I’installation de mécanismes de résistance en réponse a ces inhibiteurs. Ces mécanismes de
résistance peuvent toucher directement BRAF pour augmenter son expression (219) ou pour
synthétiser, par épissage alternatif, de nouvelles isoformes résistantes aux inhibiteurs (220).
D’autres mécanismes de résistance peuvent toucher 1’un des acteurs de la voie MAPK comme
N-RAS (221), CRAF (219) ou MEK 1 (222) afin de réactiver cette voie. Un autre type de
mécanisme de résistance peut toucher des acteurs ne faisant pas partie de la voie des MAPK.
Il s’en suivra ’activation des récepteurs a activité tyrosine kinase (par exemple les récepteurs
PDGEFR et IGFR), des modifications micro environnementales comme la sécrétion d’HGF qui
provoquent 1’activation de voies alternatives comme la voie PI3K (223), ou encore des
aberrations au niveau des voies alternatives elles-mémes comme la mutation de AKT1 (221,
224) (Figure 24). 1l faut noter aussi qu’il a déja été observé, au sein du méme patient et au
niveau de la méme tumeur, la coexistence de différents mécanismes de résistance aux
inhibiteurs de BRAF (225). Une étude récente sur un modele de xénogreffe a montré que la
délivrance du Vemurafenib par intermittence a un effet bénéfique et induit une réponse au
traitement plus prolongée. Les auteurs ont montré que les cellules résistantes au Vemurafenib
sont aussi dépendantes de ce dernier car I’hyper activité d’ERK peut induire 1’arrét du cycle
cellulaire. Lors de I’administration du Vemurafenib, ERK reste activé grace aux mécanismes
de résistance mis en place et I’interruption du traitement permet la réactivation de BRAF ce
qui engendre une hyper activité d’ERK. Le traitement par alternance va ainsi permettre a la
fois d’¢liminer les cellules tumorales résistantes au traitement lors de D’interruption du

traitement et non résistantes lors de I’administration du Vemurafenib (226).

2) Inhibiteurs de MEK

L’utilisation de cette catégorie d’inhibiteurs doit permettre d’inhiber la voie MAPK en aval de
BRAF et de NRAS car les mutations de ces deux kinases sont a 1’origine de 80% des
mélanomes (227). Ainsi un plus grand nombre de patients serait considéré pour 1’utilisation
de ce type d’inhibiteur. Le Trametinib est le premier inhibiteur de MEK ayant atteint un essai
clinique de phase 3. Cet inhibiteur a un effet bénéfique sur les patients porteurs de la mutation
BRAF et qui sont naifs aux traitements avec les inhibiteurs de la voie MAPK. Cependant,
aucun effet n’a été observé pour ceux qui ont déja été traités avec les inhibiteurs de BRAF
(228, 229). Les toxicités reliées a ’administration du Trametinib sont relativement modérées
et ne requicrent pas l’interruption du traitement. A titre d’exemple, des cas d’éruption

acnéiforme, d’hypertension, de diarrhée, d’cedéme, de dysfonctionnement cardiaque
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réversible et modéré, de toxicité oculaire et d’élévation de la créatine kinase ont été observés.
Le Trametinib est actuellement évalué par la FDA et d’autres agences internationales pour son
entrée sur le marché du médicament.

20 % des mélanomes portent une mutation pour NRAS, et ces mélanomes présentent un
mauvais pronostic en comparaison a ceux qui présentent une mutation au niveau de BRAF
(181). 11 est cependant difficile de développer un inhibiteur ciblant une protéine G comme
NRAS et les inhibiteurs de BRAF sont incapables d’inhiber la voie MAPK dans le cadre
d’une mutation activatrice de RAS car une fois inhibées, les isoformes ARAF et CRAF
prennent le relais pour activer la voie (215, 216). C’est pour cette raison qu’une cible plus en
aval dans la voie, comme MEK, a été choisie pour traiter ce type de mélanome. MEK 162 a
¢été testé en essai clinique de phase 2 pour le traitement de patients présentant la mutation
NRAS. Les résultats ont montré une bonne réponse des patients et un essai clinique de phase

3 est programmé (230).

3) Inhibiteurs de c-Kit

Parmi les inhibiteurs testés pour le traitement de patients atteints de mélanome avec une
mutation activatrice de c-Kit, on peut citer I’Imatinib mesylate et le Nilotinib. Les essais
cliniques de phase 2 ont montré une activité significative de 1’Imatinib mesylate chez les
patients mutés pour c-Kit avec un taux de réponse de 23% (231). Des résultats préliminaires
de I’essai clinique de phase 2 du Nilotinib ont montré aussi une bonne activité¢ anti tumorale
avec un profil toxique trés favorable pour les patients (232). Comme pour les inhibiteurs de
BRAF et de MEK, certains patients traités avec les inhibiteurs de c-Kit développent des
résistances. Ces résistances sont acquises par une mutation secondaire qui va réactiver le
récepteur (233). De plus, certains patients présentent des mutations de c-Kit insensibles a ces
inhibiteurs (234). Lors d’une étude récente (49), il a été démontré que, suite a la stimulation
par le ligand SCF ou a la mutation de c-Kit, 1) il y a activation de la voie MAPK et de la voie
PI3K, 2) la voie PI3K participe a I’activation de la voie MAPK et 3) I’inhibition spécifique
de ces deux voies a un effet synergique sur I’apoptose des cellules tumorales. Les auteurs de
ces travaux suggerent donc [l’utilisation de ces deux inhibiteurs simultanément pour le

traitement des patients présentant une mutation pour c-Kit.
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IV-Traitement par association de deux médicaments

Actuellement plusieurs essais cliniques sont en cours pour tester trois associations différentes
de traitement : 1) deux inhibiteurs de la voie MAPK 2) un inhibiteur de la voie MAPK et un
inhibiteur de la voie PI3K 3) un inhibiteur de la voie MAPK et de I’'immunothérapie (235).

A titre d’exemple, la combinaison d’inhibiteurs de BRAF (Dabrafenib) et de MEK
(Trametinib) a été 1’objet de tests cliniques de phase 1/2. L’objectif de ces associations est
double, il s’agit: 1) de prolonger la médiane de survie sans progression des patients en
empéchant 1’installation des mécanismes de résistance cellulaire dépendant de la voie
MAPK ; 2) de réduire les toxicités dont l’inhibiteur de BRAF est a ’origine comme
I’activation paradoxale de la voie MAPK dans les cellules sauvages pour BRAF. Les données
montrent que la réponse globale est meilleure que lors de 1’utilisation de ’inhibiteur de BRAF
seul. De plus, les effets secondaires liés au traitement sont moins importants en utilisant les
deux inhibiteurs plutot que le Dabrafenib seul. Il a été recensé moins de cas d’hyperkératose,
d’alopécie et d’arthralgie. Et surtout, moins de cas de carcinome a cellules squameuses ont été
observés (7% pour Dabrafenib et Trametinib en association contre 19% pour le Dabrafenib

seul). L’effet secondaire le plus observé était la fievre (236).
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Figure 25 : Structure des membres de la famille des annexines

Les membres de la famille des annexines possédent une structure similaire constituée de quatre
domaines répétés, huit dans le cas de ’ANXA6 (DA=domaine annexine). Les annexines sont
classifiées selon leur domaine N-terminal lequel est trés variable en longueur et en séquence. Les
annexines Al et A2 possedent dans leur domaine N-terminal un site de liaison avec leur partenaire
protéique S100A11 et S1I00A10 respectivement. Le domaine N-terminal est également le site de
plusieurs modifications post-traductionelles. GYP = région riche en glycine, tyrosine et proline, Myr
= Myristoylation.

Gerke 2002 %V
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Les annexines

Les annexines appartiennent a une famille multigénique de protéines dépendantes du calcium,
sensibles au pH et capable de se lier aux membranes. Ces protéines sont présentes dans de
nombreux organismes comme les végétaux (237), les levures (238), les parasites (239), les
bactéries (240) et les mammiféres. Bien que les annexines soient considérées comme des
protéines ubiquitaires, ce n’est jamais une seule annexine qui est exprimée. En effet, chaque
tissu a son propre profil d’expression d’annexines «empreinte annexine», ce qui implique que
la régulation de l'expression des genes des annexines soit finement controlée. Chez les
mammiferes, 12 membres de la famille des annexines ont été identifiés (A1-All et Al13)
(241) codés par 12 genes (242). L’une des caractéristiques majeures des annexines est leur
propriété a lier les phospholipides acides, portant une ou plusieurs charge(s) négative(s). Cette
propriété est essentiellement due au cceur de la structure des annexines, avec un motif C-
terminal caractérisé par la liaison aux membranes via des sites conservés qui lient le calcium.
Ce motif comporte quatre (huit pour 1’annexine A6) domaines répétés de 70 acides aminés.
Ces quatre domaines hautement conservés ont des homologies de séquence allant de 40
jusqu’a 70 % (243). Néanmoins, les annexines ont un motif N-terminal variable en séquence
et en longueur. Cette région distinctive porte la fonction biologique de chaque membre de la
famille. C’est a ce niveau que se produisent les modifications post-traductionnelles
(phosphorylation, protéolyse myristoylation, sumoylation, ubiquitinylation ....) et les

interactions avec les différents ligands (Figure 25).

I- Structure de ’annexine Al
L’annexine A1 (ANXAI, appelée aussi macrocortine, renocortine, lipomoduline, lipocortine 1,
calpactine 2, chromobindine-9, p35, protéine inhibitrice de la phospholipase A2) humaine est
une protéine constituée de 346 acides aminés. Dans sa partie N-terminale, la protéine subit un
clivage de la méthionine 1 et une N-Acétylation de 1’alanine 2 (244). Le motif N-terminal
comporte 42 résidus, de 1’alanine 2 jusqu’a I’asparagine 43, et le cceur protéique 301 résidus,

de la proline 44 jusqu’a la glycine 344.
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1) Le cceur protéique

Le cceur de la protéine possede un coté convexe contenant les sites de liaison au calcium et
aux membranes et un coté concave faisant face au cytosol impliqué dans les interactions avec
des partenaires cytoplasmiques et dans des phénomenes de régulation cellulaire (241, 245).
Plusieurs études ont été¢ menées afin de décrypter le mécanisme par lequel ANXAT se lie a la
membrane phospholipidique. De maniere générale, ANXA1 lie la surface des membranes
contenant des phospholipides chargés négativement comme I'acide phosphatidique, la
phosphatidylsérine ou le phosphatidylinositol grace a I’architecture unique de son site de
liaison au Ca*".

Les concentrations en Ca’’ requises pour permettre une liaison maximale a la membrane
varient largement d’une annexine a une autre, principalement en fonction de I’affinité et de la
spécificité de I’annexine pour le phospholipide présent (245).

L'analyse structurale d’ANXAT1 a révélé que le cceur, qui comporte environ 300 acides
aminés, posséde la forme d'un disque en hélice alpha légérement recourbé. Les quatre
domaines annexines (répétés) sont arrangés de manicre cyclique, domaine 1 suivi du 4, du 2
et enfin du 3, formant ainsi une structure compacte que I'on nomme modules de liaison aux
membranes stabilisée par des interactions hydrophobes (246). Cette structure compacte est a
I’origine de la résistance du cceur protéique aux traitements protéolytiques (Figure 26) (247,
248). Cependant, des études in vitro ont montré que ANXA1 peut traverser ou s’insérer au

niveau de la membrane de fagon Ca** indépendante et pH dépendante (249).

2) Le motif N-terminal

Le domaine N-terminal est propre a chaque annexine et il définit les propriétés physiologiques
de chacune. Ce domaine varie en termes de séquence mais aussi en termes de longueur. Des
études de la structure tridimensionnelle d’ANXA1 ont montré que le domaine N-terminal qui
comporte 42 acides aminés est localisé dans le coté concave de la protéine, a ’opposé des
sites de fixation du Ca®’. L’étude cristallographique a montré que la partiec N-terminale
d’ANXALI, en absence de Ca’’, adopte une structure formée d’hélices a liées au corps
protéique par un linker flexible. Les 26 premiers acides aminés forment deux hélices a, 2-16
et 18-26, qui sont inclinées 1’une par rapport a ’autre de 60° au niveau du résidu Glutamate
17. Le peptide 27-43 est non structuré et sert de linker avec le corps protéique (246). En
absence de Ca2+, le domaine N-terminal se retrouve enfoui a 1’intérieur de la troisiéme
répétition du corps protéique. En présence de Ca”" et fixation de la protéine a la membrane, le

domaine N-terminal est expulsé du corps protéique et devient libre pour interagir avec ses
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Figure 27: Chémoattraction des neutrophiles vers le site d’infection

Les fMLP bactériens créent un gradient permettant d’attirer les neutrophiles, via les FPRs qu’ils
expriment, depuis la circulation sanguine vers le site d’infection.

Perreti 2009
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ligands ou pour établir une liaison secondaire avec la membrane indépendamment du calcium.
En utilisant des ANXAT tronquées a différents positions, il a été¢ démontré que les résidus 25-
29 jouent un role primordial dans la liaison a la membrane. Cette région contient deux acides
aminés cationiques (Lys26 et Lys29) et deux serines (Ser27 et Ser28) qui lorsqu’elles sont
phosphorylées, empéchent la liaison a la membrane avec son domaine N-terminal. Cette
phosphorylation apporte (aux deux serines) des charges négatives permettant de neutraliser les
charges positives des lysines avoisinantes et donc, de perturber la liaison a la membrane

(250).

II- ANXAL et le controle de la réponse inflammatoire
C’est dans I'inflammation que le réle d’ANXA1 a été le plus étudié. Cette protéine est
considérée comme le médiateur de 1’effet anti inflammatoire des glucocorticoides et cet effet
peut étre mis en évidence dans des modéles animaux d’inflammation (251). De plus,
I’incubation de différentes lignées cellulaires avec des glucocorticoides augmente 1’expression
d’ANXA1 et sa sécrétion (252). L’effet anti-inflammatoire d’ANXA1 est associ¢ au
recrutement, a la migration et a [Dactivation des granulocytes au niveau des sites
d’inflammation (253). Le processus d’inflammation est caractérisé par la migration localisée
des granulocytes et d’autres leucocytes depuis le sang jusqu’au tissu enflammé. Ce
phénoméne dépend d’une régulation trés fine des interactions entre les leucocytes et les
cellules endothéliales allant depuis le roulement jusqu’a 1’adhésion sur I’endothélium et la
transmigration endothéliale (254, 255). La transition depuis le roulement jusqu’a 1’adhésion
des neutrophiles requiert 1’activation de ces derniers par des facteurs solubles ou associés a la
membrane comme les cytokines et les chémo-attractants. Ces derniers forment un gradient
permettant aux neutrophiles de migrer jusqu’au site d’inflammation. L’effet anti
inflammatoire des glucocorticoides serait dii a 1’inhibition de la transmigration endothéliale
des neutrophiles et a I’externalisation d’ANXAT1 (252, 256). Ces observations ont motivé
différentes études pour identifier d’une part les partenaires d’ANXA1 impliqués dans la
réponse anti-inflammatoire, d’autre part, la caractérisation de la voie par laquelle cette
protéine est externalisée car des inhibiteurs des voies de sécrétion classiques (réticulum
endoplasmique, appareil de golgi, vésicules de sécrétion) n’avaient pas d’effet sur la sécrétion

PANXAL (257).
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1) les partenaires d’ANXA1 dans I’inflammation
Pour la premiére fois en 2000, des travaux ont montré qu’ANXAT et son peptide N-terminal,
synthétisé chimiquement, pouvaient se lier aux FPRs exprimés par les neutrophiles (258) et
qu’un traitement avec des corticoides stimulait I’expression de ces récepteurs (258). Les FPRs
reconnaissent les peptides formylés bactériens qui agissent comme chémo-attractants et
conduisent les neutrophiles jusqu’aux sites de 1’inflammation (Figure 27). Il a ét¢ montré
aussi que le peptide formylé fMLP (formyl-Met-Leu-Phe) inhibe I’effet anti inflammatoire
d’ANXATI sur les neutrophiles. Dans une lignée HEK293, I’expression ectopique des FPR
rend les cellules sensibles a ANXA1 (258). ANXAI entre en compétition avec les chémo-
attractant (les peptides formylés) pour se fixer sur les FPRs des neutrophiles et inhiber leur
transmigration endothéliale (241).
D’autres mécanismes ont ¢été décrits, impliquant ANXA1 dans les réactions anti-
inflammatoires. La L-sélectine a ét¢ décrite comme 1’'un des récepteurs exprimés par les
leucocytes et permettant la fixation de ces derniers au niveau des endothéliums. ANXAI, en
¢tant a la surface cellulaire, induit une metalloprotéase « la sheddase» qui va
dégrader/digérer les L-sélectines (Figure 28) (259).
VCAMI est exprimé par les cellules endothéliales et lie les intégrines a4p1 des neutrophiles
pour favoriser leur adhésion. ANXAT1 peut entrer en compétition avec VCAMI1 pour cette
fixation inhibant ainsi I’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales (260, 261).
Par ailleurs, ANXAT1 extra cellulaire provoque 1’apoptose des neutrophiles en inhibant la
phosphorylation du médiateur proapoptotique BAD (262) et en recrutant les monocytes pour
phagocyter les neutrophiles apoptotiques au niveau du site d’inflammation (263) (Figure 28).
Le mécanisme d’action d’ANXA1 dans le processus d’extravasation est trés complexe.
ANXAT1 clivée dans sa partie N-terminale a été retrouvée dans le sécrétome des neutrophiles
activés. Sous sa forme tronquée, ANXAT1 stimule la transmigration endothéliale. Ce processus
est associ¢ a la phosphorylation d’ERK et I’expression d’ICAMI1 permettant ainsi aux
neutrophiles d’adhérer a ’endothélium. Cette découverte suggere donc que le peptide N-
terminal et/ou la protéine entiere jouent un role anti inflammatoire opposé a celui de la forme

tronquée pro inflammatoire (264).
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Figure 29: les modes d’activation des FPRs par ANXA1

ANXALI peut étre secrétée/externalisée : par le transporteur ABC (a), aprés la phosphorylation du
résidu serine 27, elle est lipidée et localisée au niveau de la membrane cytoplasmique avant qu’elle
soit transloquée coté externe de la bicouche lipidique et secrétée (b) par la fusion des granules, qui la
contiennent, avec la membrane cytoplasmique des neutrophiles. Ces modes de
secrétion/externalisation permettent 8 ANXA1 d’interagir avec les FPRs de facon autocrine, paracrine

ou juxtacrine.
Perreti 2009 %>
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Tableau 3: Tableau récapitulatif des différentes protéases clivant ANXA1 (255,256, 260, 262, 266, 272)
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2) Externalisation d’ANXA1
Des inhibiteurs des voies classiques de sécretion comme la brefeldine A, la monensine, ou le
nocodazole n’ont pas d’effet sur la sécrétion d’ANXA1 (257), Trois mécanismes ont été
proposés pour 1’externalisation et/ou la sécrétion d’ANXAT1:

e par un transporteur ABC (ATP-binding cassette) (265) (Figure 29a).

e apres la phosphorylation du résidu serine 27, ANXA1 est lipidée et localisée au niveau
de la membrane plasmique avant qu’elle soit transloquée coté externe de la bicouche

lipidique et secrétée (266) (Figure 29b).

e par la fusion des granules, contenant ANXAI1, avec la membrane plasmique des
neutrophiles (Figure 29¢) (267).
Ces observations laissent penser qu’ANXAI1, selon sa localisation membranaire ou extra
cellulaire, peut interagir avec les FPR de fagon autocrine, juxtacrine ou paracrine.
Ce dernier point reste jusqu’a aujourd’hui un sujet trés discuté et non ¢élucidé. Deux

hypothéses sont proposées :

1) Dinteraction entre ANXA1 a la surface des cellules et les FPRs exprimés par les
cellules cibles se fait de fagcon juxtacrine. C’est I’hypothése la plus plausible. En effet,
ANXAT1 ne peut rendre sa partie N-terminale accessible que lorsqu’elle est associée a la
membrane de fagon Ca®’ dépendante alors que sous sa forme libre (extracellulaire), son
domaine N-terminal est enfoui au niveau du corps protéique rendant impossible toute

interaction avec des partenaires protéiques.

2) ANXAL, associée a la membrane cellulaire externe, agit de facon juxtacrine. Le clivage
de son domaine N-terminal (263, 268) permettrait de plus de libérer un peptide bio actif lui

donnant ainsi la possibilité d’agir de facon autocrine et paracrine (263, 269).

3) Le clivage d’ANXAI1

Plusieurs études ont montré, in vivo, qu ANXAI peut subir un clivage dans sa partie N-
terminale. Selon la protéase mise en jeu, ce clivage peut se produire a différentes positions de
la protéine (Tableau 3). A partir de ces observations deux hypothéses ont été émises quant a

la signification du clivage d’ANXAL :
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- Ce clivage est un mécanisme homéostatique limitant la fonction biologique de la

protéine

- Le clivage d’ANXA1 permet de libérer un peptide bioactif donnant ainsi la possibilité
a la protéine d’interagir avec ses partenaires indépendamment de sa liaison aux

membranes phospholipidiques.

La premicre hypothese a été validée dans le processus d’extravasation des neutrophiles. En
effet, en obtenant un mutant d’ANXAT résistant au clivage par PR3, protéase responsable en
partie du clivage d’ANXA1 dans les neutrophiles (270), il a été observé que ce mutant
interagit avec les FPRs et induit la méme cascade de signalisation qu’ANXAI1 sauvage.
Cependant, le degré d’inhibition du roulement et d’adhésion des neutrophiles est
significativement plus ¢élevé avec ANXA1 mutée. Cela montre que le clivage d’ANXA1
inhibe son effet anti-inflammatoire et permet aux neutrophiles d’atteindre le site
d’inflammation (271). L’hypothése de I’existence d’un peptide bioactif d’ANXAIL a été
validée lors du processus d’attraction des macrophages vers les cellules apoptotiques. En
effet, il a ét¢ démontré que les cellules apoptotiques sécrétent des facteurs qui attirent les
macrophages pour les phagocyter. Cette activité a été retrouvée dans une fraction contenant
des peptides dont la masse molaire est inférieure a 10 kDa. De plus, une immunodéplétion de
cette fraction avec un anticorps anti ANXAI inhibait D’effet chémo-attractant sur les
macrophages. Ces observations permettent donc de conclure sur I’existence d’un ou des
peptide(s) ANXAT bioactif(s) (269).

Parailleurs, le clivage d’ANXA1 a été observé dans d’autres contextes, notamment dans les

kératinocytes et les cellules squameuses et dans le plasma séminal (272).

III-  Fonctions d’ANXA1
Du fait de ses différentes localisations subcellulaires et tissulaires, ANXA1 peut intervenir
dans différents processus cellulaires comme ’agrégation et le trafic membranaire, la survie et

la migration.

1) L’agrégation membranaire

L’agrégation membranaire est un processus biologique durant lequel la membrane
phospholipidique, dans une zone bien localisée, est recourbée pour la formation de vésicules

lipidiques, ou alors deux membranes de deux organelles différentes sont rapprochées pour une
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Figure 30: Role d’ANXAI1 dans le trafic membranaire

(A) ANXAT1 participe aux processus d’agrégation membranaire soit en formant un complexe, via son
domaine N-terminal, avec la protéine S100A11 soit en fixant deux membranes par son cceur
protéique et son domaine N-terminal. (B) La formation d’un hétérotetramere d’ANXA1 (en rouge) et
de S100A11 (en orange) stabilise les interactions membranaires requises lors d’endocytose. Le
clivage au niveau de la partie N-terminale d’ANXA1 libére le dimeére SIO0A11 et permet la fission
membranaire et la libération interne de la vésicule.

Gerke 2002 **)
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fusion ultérieure. ANXAT participe au processus d’agrégation entre vésicules et membranes
cytoplasmiques par un mécanisme qui suggere que, suite a la fixation d’ANXAIL a la
membrane plasmique de facon Ca’* dépendante, le domaine N-terminal est expulsé et devient
accessible pour fixer une deuxiéme membrane de fagcon Ca2+ indépendante (Figure 30)
(250). Un autre mécanisme propos¢ est bas¢ sur ’interaction d’ANXAT1 avec la protéine
S100A11 via son domaine N-terminal. Vu que la protéine SI00A11 a la capacité de former un
homodimere, il est donc proposé que deux complexes ANXA1/S100A11 provenant de deux
membranes différentes puissent interagir et former un hétérotétramere et rapprocher ainsi les

deux membranes (Figure 30A).

2) L’endocytose

La démonstration la plus évidente du role d’ANXA1 dans I’endocytose est 1’internalisation du
récepteur EGFR. Deux ANXAI situées de part et d’autre d’un récepteur EGFR pourraient
participer a la formation d’un hétérotetramere (ANXA1/S100A11: voir paragraphe
précédent). La phosphorylation d’ANXA1 par le récepteur internalis¢ dans I’endosome
précoce va permettre la protéolyse d’ANXA1 au niveau de son domaine N-terminal et
permettre la libération de ’homodimeére S100A11 et la fermeture de la vésicule (241)

(Figure 30B).

3) L’exocytose

L'étape finale dans l'exocytose des protéines est la fusion de la membrane des vésicules de
sécrétion et de la membrane plasmique. Lors de cette étape, les vésicules de sécrétion matures
s'accumulent & l'intérieur de la cellule jusqu'a ce qu'une entrée de Ca>” dans le cytoplasme
accélere les étapes finales de contact entre les membranes pour permettre la fusion
membranaire. Les protéines spécifiques des vésicules se nomment les v-SNARE:s et celles de
la membrane plasmique se nomment les t-SNAREs. Ces protéines interagissent entre elles et
réarrangent la bicouche lipidique pour permettre la fusion des membranes (273). L’un des
événements précoces se produisant lors de la sécrétion de 1’insuline par les cellules B des ilots
de Langerhans est I’augmentation du Ca®" cytoplasmique. ANXA1 phosphorylée co-localise

avec les vésicules de sécrétion de I’insuline, et I’inhibition de cette phosphorylation diminue
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Figure 31: Induction de la prolifération par la phospholipase A2 dans les cellules épithéliales
L’interaction entre ANXA1 et SI00A11 inhibe la prolifération stimulée par la phospholipase A2. La
phosphorylation d’ANXA1 par EGFR va induire son clivage par la cathépsine D la rendant incapable
d’interagir avec la phospholipase A2.

Sakaguchi 2007 ™
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Le role d’ANXALT a été aussi étudié lors de la dégranulation des neutrophiles. 11 a été observé
in vitro que la fusion de liposomes synthétiques formés de phosphatidyléthanolamine et de
phosphatidylsérine avec des extraits membranaires de neutrophiles augmente en présence
d’ANXAT recombinante. Cela prouve I’implication d’ANXAT1 dans les voies de sécrétion

mais son role exact reste a déterminer (274).

4) La prolifération

ANXAT1 peut stimuler ou inhiber la prolifération selon le type cellulaire. Cela pourrait
expliquer en partie le fait qu’elle soit surexprimée ou sous exprimée dans les cancers. Il a été
montré dans les kératinocytes qu’ANXA1 inhibe la prolifération cellulaire. Cette dernicre
forme un complexe avec la protéine S100A11 permettant d’inhiber 1’activité de cPLA2
(phospholipase A2 cytoplasmique), essentielle pour la prolifération cellulaire. Par ailleurs,
lors de la transformation maligne des kératinocytes, 1’activit¢é d’EGFR devient constitutive
permettant ainsi de phosphoryler ANXAI1. Cette phosphorylation va engendrer le clivage
d’ANXAI1 par la cathepsine D, la rendant incapable d’inhiber cPLA2 et de fait la prolifération
cellulaire (Figure 31) (275).

La stimulation hormonale de cellules mammaires cancéreuses induit 1’expression d’ANXA1
associée a celle de p21, provoquant un arrét de la croissance cellulaire (276).

Cependant, ANXA1 peut aussi favoriser la prolifération. Par exemple, lorsqu’elle est

phosphorylée par PDGF et HGF, ANXAT1 stimule la division des hépatocytes (277).

5) Lapoptose

Dans différentes études, ANXATI a été¢ décrite comme un régulateur de 1’apoptose. Certaines
équipes de chercheurs ont montré qu’ANXAL1 joue effectivement un rdle pro-apoptotique
alors que d’autres la qualifient comme un marqueur de résistance a I’apoptose. La raison de
ces observations contradictoires est toujours inconnue, mais la lignée cellulaire et le stade de
différenciation restent les raisons les plus plausibles. L’implication d’ANXA1 dans 1’apoptose
a ¢ét¢ démontrée initialement dans les conduits lactiques mammaires ou une apoptose
prononcée a été observée lors de la surexpression d’ANXA1 (278). Dans les thymocytes il a
été¢ démontré qu’ANXAI, en présence d’eau oxygénée, engage les cellules dans un processus
de mort programmée et les protege de la nécrose (279). Par ailleurs, la transfection de
monocytes avec un vecteur d’expression d’ANXA1 induit spontanément une apoptose dans

70% des cellules transfectées avec 1’activation de la caspase 3 (280) et la libération du Ca®"
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monocytes avec un vecteur d’expression d’ANXA1 induit spontanément une apoptose dans
70% des cellules transfectées avec ’activation de la caspase 3 (280) et la libération du Ca*"
(262). Un autre mécanisme a été décrit pour ANXAI1 lors de I’induction de 1’apoptose.
L’incubation des neutrophiles avec ANXA1 induit I’apoptose en inhibant la phosphorylation
de BAD et en permettant a ce dernier de s’associer aux mitochondries (262). Paradoxalement,
une étude a montré qu’ANXAIL rend les monocytes résistants au TNF o, inducteur
d’apoptose, et que I’expression d’ANXAL1 est significativement plus importante dans les
monocytes résistants a cette cytokine (281). Dans des cellules de tumeur de prostate, ANXA1
inhibe 1’apoptose induite par le facteur TRAIL (Tumor necrosis factor-related apoptosis-

inducing ligand) un membre de la famille TNF (282).

6) La migration

Dans différents processus physiologiques, ANXATI joue un réle important dans la migration
cellulaire. Dans une étude récente il a été montré que lors de I’angiogenese, ANXA1 joue un
role clé dans la migration des cellules endothéliales induite par VEGF. In vitro, son rdle est
primordial dans la formation des lamellipodes, et I’inhibition de son expression in vivo
perturbe considérablement la néo-angiogenese (283). Dans le but d’expliquer le probléme de
cicatrisation chez les patients diabétiques, une étude en endocrinologie a été réalisée. Il en
ressort que (284) :
- les fibroblastes cutanés expriment les FPR2, cibles d’ANXAI

- ANXALI secrétée et/ou associée a la membrane plasmique stimule ses récepteurs et

induit la migration cellulaire
- dans des conditions d’hyperglycémie, ANXAT1 externalisée diminue significativement

Ces résultats donnent ainsi un réle important a ANXA1 dans les processus de migration et de

cicatrisation.

Une autre étude a montré le role d’ANXA1 dans la différenciation et la migration des
myoblastes. Cela suggere son importance dans les mécanismes de réparation du tissu

musculaire (285).
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Expression

Annexine (T: augmenté +: diminuée) Type de tumeur
Al ¢ CEsophage, estomac, colon, pancréas, foie, rein, poumon, gliome
Al * CEsophage, téte et coup, sein, prostate
A2 T estomac, colon, pancreas, foie, rein, gliome
A2 ¢ prostate
A3 4 prostate
Ad 1\ Colon, rein
AB 1‘ peau
AT f Sein, gliome
AT ¢ prostate
AB 1‘ panceras
A3 ¢ sein
A9 Aucune étude
A10 vb Foie (annexin A10clivée)
Al 4 colon
A1 ¢ prostate
A13 Aucune étude

Tableau 4: Changement d’expression des annexines dans différents cancers
Mussunoor 2008 **9
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C’est pour cela que I’expression des différentes annexines est souvent dérégulée dans les
cancers. Certaines annexines sont surexprimées alors que d’autres sont sous exprimées
(Tableau 4). Plusieurs des geénes codant pour les annexines sont localisés dans des régions
chromosomiques dont la perte ou I’amplification est fréquente dans les cancers, ce qui
suggere que certaines annexines pourraient jouer le role de suppresseur ou de promoteur de
tumeur.

A titre d’exemple, des dérégulations des ANXAI, 2, 3, 7 et 11 dans le cancer de la prostate,
des ANXAL, 2, 4 et 10 dans le cancer hépatique et des ANXAI, 5, 6, 8 et 7 dans le cancer du
sein ont été associées a la propagation tumorale (286, 287). De plus, au sein d’'une méme
tumeur, certaines annexines sont anormalement surexprimées alors que d’autres sont sous
exprimées. Ceci suggere que les annexines agissent en synergie dans les processus de
propagation tumorale (288) et/ou la perte d’expression d’une annexine est compensée par la
surexpression d’une autre (289). A titre d’exemple, L’association entre I’expression des
annexines A2, A4 et All et le stade tumoral a été rapporté¢ dans les tumeurs colorectales
(290).

Jusqu’a maintenant, la plupart des études se sont souvent focalisées, dans chaque type de
cancer, sur le role d’un seul membre de la famille des annexines. Cependant, les processus de
synergie et de compensation entre les différents membres de cette famille ont toujours été

1gnorés.

2) ANXAI
Comme ANXAI joue un rdle primordial dans I’apoptose, la prolifération, I’adhérence et la
migration, la dérégulation de son expression est associée a la cancérogenese. En effet, il a été
observé que son expression est augmentée dans certains cancers et diminuée dans d’autres. La
aussi, comme pour les processus de prolifération, d’apoptose et d’inflammation, selon le tissu
et le stade de différenciation, I’expression d’ANXA1 peut favoriser ou inhiber la
cancérogenese. Par exemple, il a ét¢ démontré que I’expression d’ANXA1 dans le cancer de
I’cesophage est diminuée (291). Des analyses génétiques sur des lignées cellulaires ont montré
que la perte allélique d’ANXAT1 se produit fréquemment alors que les mutations somatiques
sont rares. La perte de D’expression d’ANXA1 dans le cancer de la prostate est
particuliérement évidente et correle avec les stades précoces du processus de tumorigencse.
Dans les cancers de la téte et du cou, la perte d’expression d’ANXATI est associée avec le

stade avancé de la pathologie, les métastases et le stade de différenciation (292). Cependant, il
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Figure 32: Implication d’ANXA1 dans la propagation du glioblastome

La fixation d’ANXAI1 sur les FPRs des cellules de gliome stimule 1’invasion, la survie cellulaire et
I’angiogenese via la voie MAPK.

Liu 2012 ™
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a ¢été reporté que l’expression d’ANXAI est augmentée dans les cancers pulmonaires,
colorectaux, de la vessie, gastrique, pancréatique et dans les gliomes (191, 293-295) (296,
297).

C’est dans le cas du cancer du sein que les différences d’expression d’ANXAT1 sont les plus
marquantes. Selon les études, une perte d’ANXA1 ou une amplification de son expression est
observée (298, 299). Le statut des récepteurs a 1’cestrogéne pourrait expliquer ces
observations contradictoires. En effet, I’incubation avec I’cestrogéne de cellules cancéreuses
du sein, positives pour les récepteurs a I’cestrogeéne, agit sur I’expression d’ANXA1. A des
concentrations physiologiques d’cestrogénes, ANXA1 stimule la prolifération cellulaire alors
qu’a forte dose elle I’inhibe (276).

La majorité des études associant ANXAT au développement et a la propagation tumorale sont
réalisées en comparant ’expression d’ANXA1 soit dans un tissu pathologique avec un tissu
sain soit dans des tumeurs hautement agressives avec des tumeurs qui ne le sont pas.
Néanmoins, certaines études ont permis de déchiffrer les mécanismes moléculaires associées
a la surexpression de ’ANXAL et a la propagation tumorale.

Il a été montré dans des cellules de glioblastome malin qu’ANXA1 extracellulaire se liait a
FPR1. L’activation des FPR1 va induire la phosphorylation de différents acteurs de la voie
MAPK comme p38, JNK, et ERK. Cette activation a 3 conséquences (Figure 32).

Elle va stimuler (192):

- les facteurs de transcription STAT3, NFkB et HIFla et permettre ainsi leur
translocation nucléaire. Dans le noyau, ces facteurs de transcrition vont transcrire les
genes de VEGF et CXCLS et stimuler 1’angiogenéese

- BCL2 et AKT pour induire la survie cellulaire

- la F-actine pour stimuler 1’invasion

Dans des lignées cellulaires de cancer du sein, il a ét¢ montré qu’ANXAI interagit avec
NEMO et RIP1 et stabilise IKK ce qui va permettre la phosphorylation de NFkB et sa
translocation nucléaire. Au niveau nucléaire NFkB va transcrire les génes uPA, CXCR4 et
MMPY ce qui va augmenter I’invasion cellulaire et la formation de métastases (300, 301). De
plus, une autre étude a montré qu’ANXAT1, dans des lignées cancéreuses du sein, stimule la
voie de signalisation TGF-B/Smad qui est connue pour son implication dans les processus de

TEM (302).
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Dans des lignées cellulaires de cancer gastrique, il a été reporté qu’ANXA1 extracellulaire
peut stimuler FPR1, FPR2 et FPR3. L’activation de ces récepteurs stimule l’invasion
cellulaire en induisant la phosphorylation d’ERK et 1’expression de la protéine ITGB1BP1
(integrin beta 1 binding protein 1) (191).
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Mateériels et méthodes

Le mélanome cutané est le plus agressif des cancers de la peau. Une fois métastasé, les
options thérapeutiques restent encore insuffisantes. La caractérisation anatomopathologique
de la lésion primitive décide de la prise en charge thérapeutique des patients. Parmi les
différents marqueurs, 1’indice de Breslow (épaisseur de la tumeur) reste le facteur pronostique
le plus performant. Cependant, 15% des patients ayant des tumeurs a faible indice de Breslow,
développent des métastases, il y a donc une nécessité d’identifier de nouveaux facteurs
pronostiques impliqués dans la dissémination du mélanome cutané.

Dans le laboratoire, une étude avait été menée afin de mettre en évidence de nouveaux
marqueurs pronostiques du mélanome cutané. Pour ce faire, une étude a été menée pour
comparer le protéome de deux lignées de mélanome murin génétiquement semblables: B16F0
et B16BI6, qui induisent toutes les deux la formation d’une tumeur primitive, alors que seules
les tumeurs B16BI16 génerent des métastases. Parmi les protéines différentielles identifiées,
ANXAT1 est plus exprimée dans les cellules et les tumeurs B16B16. De plus, I’inhibition de
I’expression d’ANXA1 par siRNA, in vitro, diminue significativement le pouvoir invasif de la
lignée B16BI6. Il a été également montré par RT-PCR que les lignées B16 expriment les
FPRs et que I’induction et I’inhibition de ces récepteurs par des ligands spécifiques modulent
I’invasion cellulaire. Ces résultats suggérent le role possible de I’axe FPRs/ANXAT1 dans

I’invasion du mélanome murin (194).

L’objectif de la thése a été de valider les données obtenues sur les modéles murins dans
les modéles humains et d’étudier le role et le mécanisme d’action d’ANXA1 dans
I’invasion du mélanome cutané. A cet effet, nous avons étudié lors d’une étude rétrospective
sur deux centres (Clermont-Ferrand, Saint-Etienne), 1’association entre [’expression
d’ANXAT1 dans des biopsies de mélanome primitif et 1’évolution de la pathologie chez les
patients. Nous avons par la suite évalué I’impact de la présence d’ANXA1 sur la propriété

invasive de différentes lignées de mélanome. Une fois I'implication d’ANXA1 dans
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- . Concentration finale e oo
Inhibiteurs (Sigma) des inhibiteurs spécificité
3,4 dichloroisocomarin 50 uM inhibiteur des protéases a sérine
E64 20 UM inhibiteur degproteases a
cysteine
Pepstatine A 2 mM inhibiteur des prgteases a acide
aspartique
1,10 Phenantroline 75 uM inhibiteur des métalloprotéases
TPCK 250 uM inhibiteur de protéase a sérine
Benzamidine 600 uM inhibiteur de protéase a sérine
Chymostatine 250 uM inhibiteur de protéase a sérine
Antipaine 250 uyM inhibiteur de protéase a sérine
Aprotinine 30 uM inhibiteur de protéase a sérine

Tableau 1 : Nature et concentration des inhibiteurs de protéases testés
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La partie expérimentale ainsi que les résultats et discussion sont divisés en deux parties qui
traitent d’une part de « I’implication d’ANXAT1 dans la dissémination du mélanome cutané »,
et d’autre part de « I’expression des annexines et caractérisation du clivage d’ANXAT1 dans le
mélanome ». La premiére partie des travaux de thése est rédigée sous la forme d’une
publication et comporte donc toute la procédure expérimentale associée. Dans ce chapitre,

sont décrites les techniques utilisées dans la deuxiéme partie de ces travaux.

I- Tumeurs humaines
Les ¢tudes ont été réalisées sur des souris nudes (Charles River). Les tumeurs ont été obtenues
aprés injection sous cutanée de 3.10° cellules A375, M4Beu, M3Dau et SK-MEL3. Environ
un mois apres I’inoculation des cellules, les souris ont été sacrifiées et les tumeurs prélevées

et congelées a -80°C pour I’extraction des protéines.

II- Culture cellulaire et traitements

1) Culture cellulaire

Les lignées humaines de mélanome M4Beu et M3Dau ont ét¢ fournies par le Dr.Doré
(INSERM, Lyon), les lignées A375, SK-MEL3 et WM1552c ont été obtenue a I’ATCC.

Les lignées ont été cultivées en monocouche et en atmosphere humide a 37°C sous 5% de
CO; dans différents milieux de culture. Les lignées A375, M3Dau et M4Beu ont été cultivées
dans un milieu DMEM (Invitrogen) supplémenté avec 15 % de SVF (Biowest). Les lignées
SK-MEL3 et WMI1552c ont ¢été cultivées respectivement dans un milieu McCoy’s 5A
(Gibco) supplémenté avec 15% de SVF et dans un milieu MW489 (25% de milieu
Leibowitch-Invitrogen ; 75% de milieu MCDB153-Sigma) complémenté avec 4% de SVF. A
tous les milieux ont été ajoutés 4pg/mL de gentamycine (Invitrogen).

Le milieu OPTIMEM (Invitrogen) additionné de CaCl, (1 mM) a été utilisé€ pour le traitement

des cellules avec les inhibiteurs de protéases et pour la récupération des protéines sécrétées.

2) Traitements par des inhibiteurs de protéases

300 000 a 400 000 cellules A375 ont été ensemencées la veille du traitement dans des plaques
six puits. Le jour du traitement ; le milieu de culture a été éliminé et les cellules ont été

incubées avec des inhibiteurs de protéases (Tableau 1) pendant 18 heures.
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III-  Préparation des protéines

1) Protéines cellulaires

Les protéines ont été extraites avec le tampon RIPA (50mM Tris-HCI pH 7,5, 150mM
NaCl, 1% NP40, 0.1% Sodium desoxycholate, 0.1% SDS et 1% d’inhibiteurs de protéases)
directement sur le tapis cellulaire ou sur le culot cellulaire récupéré apres trypsination et
centrifugation a 460 g pendant 8 minutes. Aprés une incubation de 10 minutes dans la glace,

les échantillons ont été centrifugés a 12 000g pendant 10 minutes a 4°C.

2) Protéines des surnageants

Les surnageants des cellules A375 ont été récupérés puis centrifugés a 460g pendant 8
minutes pour éliminer des éventuelles cellules flottantes. Les surnageants ont été ensuite
concentrés par centrifugation en « centricons » de 500ul (Sartorious) ou 15 mL (Millipore) de

cut off respectifs de 10 et 5 kDa a 12 000 g ou 4 500 g a 4°C pendant le temps nécessaire.

3) Protéines associées aux membranes externes de fagon calcium dépendante

300 000 a 400 000 cellules A375 ont été ensemencées en plaques 6 puits. Apreés adhésion
cellulaire le milieu de culture a été éliminé et remplacé par un milieu OPTIMEM (Gibco)
contenant 2 mM d’EGTA. Apres une heure d’incubation, le surnageant a été centrifugé a
460g pendant 8 minutes a 4°C et le surnageant résultant a 12 000g pendant 10 minutes a 4°C.

Le surnageant final a été récupéré et concentré.

4) Fractionnement subcellulaire

Préparation des extraits totaux:

Des culots cellulaires A375 ont €été repris dans une solution de lyse contenant 200mM NaCl,
20mM tris-HCL, 1% Triton X100, pH8 a une concentration finale de 30 millions de
cellules/mL, puis centrifugés a 4°C pendant 10 minutes a 12 000g. Les surnageants ont été

récupérés et stockés a -20°C.
Préparation des fractions cytoplasmiques et membranaires :

Des culots cellulaires A375 ont été repris dans une solution contenant 20mM Tris-HCI, pH

7,5 a une concentration finale de 30 millions de cellules/mL. Apres centrifugation a 300g
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Figure 1 : Schéma de la procédure d’enrichissement en annexines
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pendant 2 minutes a 4°C, les surnageants ont été repris et centrifugés a 800g pendant 45
minutes a 4°C. Les surnageants obtenus ont été récupérés et conservés a -20°C,
correspondants a la fraction cytoplasmique. Les culots ont été repris dans une solution
contenant 20mM tris-HCI, 1% Triton X100 pH7,5 puis centrifugés a 4°C pendant 10 minutes
a 12 000g. Les surnageants ont été récupérés et stockés a -20°C, correspondants a la fraction

membranaire.

5) Enrichissement en annexines

Les tumeurs et les culots cellulaires ont été repris dans un tampon contenant 10 mM HEPES,
100 mM NaCl, 5SmM EDTA et 1% anti-protéases (pH 7,5) a une concentration finale de 200
mg de tumeur/mL et 300 millions de cellule/mL, broyés avec le Gentle Mac Dissociator
(Miltenyi Biotec) et centrifugés pendant 30 minutes a 20 000 g et a 4°C. Le CaCl, (5mM) a
¢été ensuite ajouté au surnageant (extrait brut), et aprés incubation pendant 45 minutes dans
la glace, une centrifugation a 39 000 g pendant 30 minutes et a 4°C a été réalisée. Le
surnageant a ¢été éliminé (S1) et le culot a été repris dans une solution contenant 10 mM
d’HEPES, 150 mM NaCl, 5SmM CaCl, et 1% d’anti-protéases (pH 7,5). Aprés une
centrifugation a 39 000g pendant 30 minutes et a 4°C, le surnageant a été ¢liminé (S2) et le
culot a été repris dans une solution contenant 10 mM d’HEPES, 10 mM EGTA et 1% d’anti-
protéases (pH 7,5). Apres une centrifugation a 100 000 g pendant 30 minutes et a 4°C, le
surnageant a été récupéré (fraction enrichie) et le culot a été repris dans le tampon de
solubilisation (8,75 M urée, 2,5 M thiourée, 50 mM DTT, 5% CHAPS et 1% d’inhibiteur de
protéases) (S3) (Figure 1).

Pour les analyses en Western blot, les fractions enrichies ont été utilisées tels quelles alors que
pour les études en électrophoreése bidimensionnelles, elles ont été précipitées a 1’acide
trichloroacétique (TCA) a une concentration finale de 10%. Apres incubation pendant 15
minutes dans la glace et centrifugation a 4°C pendant 15 minutes a 14 000g, les culots

(protéines précipitées) ont été séchés puis repris dans le tampon de solubilisation.

Les concentrations en protéines de chaque échantillon ont été déterminées selon la méthode
de Bradford par le bleu de Coomassie (Pierce), a 595 nm, en prenant la BSA (sérum albumine

bovine) comme référence.
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Les concentrations en protéines de chaque échantillon ont été déterminées selon la méthode
de Bradford par le bleu de Coomassie (Pierce), a 595 nm, en prenant la BSA (sérum albumine

bovine) comme référence.

IV-Electrophorése bidimensionnelle
Les strips (7cm, pH 3-10) ont été réhydratés dans 120 pL de tampon de solubilisation et 0.4%
d’ampholytes (pI 3-10) en présence des protéines. La réhydratation a été réalisée en deux
temps, d’abord passive pendant 11 heures puis active a 50 V pendant 5 heures.
L’ensemble de la réhydratation et de la focalisation a été réalisée a 20°C sur D’appareil
Protean IEF Cell (Biorad). La focalisation s’est déroulée selon le programme :

- 15 minutes a 250 V

- 2 heures a 4000 V

- 20000 V/heure a 4000 V

- 500V jusqu’a larrét
Avant la deuxiéme dimension, les strips ont été plongés dans un bain contenant du tampon de
base (urée 6M, SDS 2%, Tris HCL 50 mM pH 8.8, glycérol 30%) additionné¢ de 1% DTT
pendant 15 minutes. Apres un ringage a 1’eau milliQ, les strips ont été plongés dans un second
bain de tampon de base additionné de 4% d’iodoacétamide (IAM). Les strips ont été ensuite
fixés a I’aide d’agarose 1% sur des gels d’acrylamide 12,5% (43.75% d’eau milliQ, 31,25%
d’acrylamide (40%), 25% de tampon 4X [1,5M de tris HCI et 0,4% de SDS, pH8,8], 0,06%
de TEMED et 0,6% de PAS 10%) . La migration des protéines a été réalisée a 20mA/gel dans
un tampon tris-glycine-SDS (25mM / 192mM / 0,1%, pH 8,3).

V- Identification des protéines par spectrométrie de masse

1) Fractions enrichies en annexines

Soixante quinze pg de protéines ont été séparées par électrophorése bidimensionnelle comme
décrit précédemment. Les gels ont été ensuite colorés au bleu colloidal (Biorad) puis scannés
par le densitométre GS-800 (Biorad). Les spots d’intérét ont été prélevés et identifiés par
spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation Time-Of-
Flight) sur un spectrometre Voyager DE-PRO (Applied Biosystems). Pour cela, les pieces de
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gel excisées ont ét¢ lavées avec un tampon de lavage (25 mM de bicarbonate d’ammonium
dans 50% d’acétonitrile (ACN)). Ensuite 50 a 100 ng de trypsine porcine (Proméga) ont été
ajoutés a la piece de gel. Apres 16h, les peptides résultants ont été extraits dans 70% d’ACN
contenant 0,5% d’acide trifluoroacétique (TFA), puis mélangés a une matrice (acide cyano-4-
hydroxycinnamique 7mg/mL 0,1% TFA et 50% d’ACN) et cocristallisés sur une cible
MALDI. La masse des peptides a été mesurée en mode positif entre 800 et 3000m/z. La
calibration a ét¢ faite en utilisant les peptides d’autodigestion de la trypsine modifi¢e
(842,51000, 1045,5580, 2211,1046). L’identification des protéines a ¢té réalisée par le
logiciel MS-FIT (Protein Prospector). Les parameétres d’interrogation utilisés sont les
suivants : digestion par la trypsine, les masses sont monoisotopiques avec une tolérance de 50
ppm, les cystéines sont carbamidométhylées et les méthionines peuvent étre oxydées, une
protéine est validée si au moins 5 peptides sont présents. La recherche est faite en utilisant les

bases de données des mammiferes (Swissprot).

2) Protéines membranaire des cellules A375

Cinquante pg de protéines membranaires des cellules A375 ont été séparées par SDS/PAGE.
Les bandes d’intérét ont été excisées et lavées dans le tampon de lavage. Aprés une incubation
de 15 minutes dans le tampon de lavage additionné de 1% DTT, les bandes ont été lavées puis
incubées pendant 15 minutes dans le tampon de lavage additionné de 4% d’IAM. 50 ng de
trypsine porcine (Proméga) ont été ensuite ajoutés aux pieces de gel. Apres 16h, les peptides
résultants ont été extraits dans 70% d’ACN. 8uL du milieu d’hydrolyse ont été injectés en
nano HPLC (Ultimate 3000, Dionex) sur une colonne de concentration. Apreés 6 minutes la
colonne de concentration a été mise en ligne avec une colonne C18 analytique (15 cm x
75um) a nanodébit (300 nl/min). Les peptides ¢lués en gradient d’ACN (4 a 50% en 30 min
d’une solution contenant 80% ACN et 0.5% Acide Formique) sont analysés par spectrométrie
de masse de type ¢€lectrospray-trappe ionique (LTQ velos, ThermoScientific). L’appareil
fonctionne en mode Top Ten, chaque analyse MS (400-2000 m/z) est suivie par 10 analyses
MS/MS effectuées sur les 10 pics les plus intenses de 1’analyse MS. Les spectres MS/MS ont
été exploités par le logiciel MASCOT dans deux banques distinctes, uniP_ HomoSapiens et
EBI Mammals. Les parameétres d’interrogation utilisés sont les suivants : digestion par la
trypsine, ions précurseurs compris entre 500 et 4000Da, tolérance de 1,5Da pour les ions
parents, de 0,5Da pour les ions fragments, alkylation des cystéines, oxydation possible des

méthionines. Un peptide est validé quand son score de validation est supérieur a 42 pour la
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Anticorps Dilution Origine
anti-ANXAL1 1/10000 Invitrogen
anti-ANXA6 (H114) 1/200 Santa Cruz Biotechnology
anti-ANXA6 (N19) 1/200 Santa Cruz Biotechnology
anti-actine (C2) 1/200 Santa Cruz Biotechnology
anti-EGFR (D38B1) 1/1000 Cell Signaling Technology

Tableau 2 : Anticorps primaires utilisés pour les Western blot

Tampon de lavage/fixation 2X Tampon d'Elution
100mM sodium-Phosphate, pH8 300mM Imidazole

600mM NaCl 50mM sodium-phosphate pH8

300mM NaCl

0,02% Tween®-20
0,01% Tween®-20

Tableau 3 : Composition des tampons utilisés pour la purification de I’ANXA1 recombinante
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VI-Séquencage N- terminal d’ANXAT1 clivée par dégradation d’Edman

Quatre cents pug de protéines des fractions enrichies en annexines ont été séparées par
¢lectrophoréese bidimensionnelle comme décrit précédemment. Aprés migration, les protéines
ont été transférées sur membrane PVDF dans un tampon CAPS (10 mM CAPS, 10% MeOH,
pHI11) pendant une heure a 30V. Les spots ont ensuite été révélés par coloration rapide
(environ 30 secondes) avec du bleu de Coomassie R250.

Les spots correspondant a ANXAT clivée ont été ensuite coupés de la membrane et 5 cycles
de dégradation d’Edman ont été effectués sur un séquenceur Procise-492A (Applied
Biosystems) dans les conditions standards d’analyse d’échantillons transférés sur membrane
PVDF. L’analyse et I’identification ont été faites par chromatographie microbore en ligne, en
phase-reverse (140C Microgradient System, Applied Biosystems) avec détection UV a 269
nm et calculs par le logiciel 610A (Applied Biosystems).

VII- Western blot
Les protéines ont été préparées dans un tampon Laemmli (Tris 62,5mM pH 6, 25% Glycérol,
5% p-mercaptoéthanol, 2% SDS, 0,01% bleu de bromophénol) puis déposées sur gels
d’acrylamide 12,5%. Apreés migration, les protéines ont été électrotransférées sur une
membrane de nitrocellulose (Millipore), 100 V pendant l1heure. La membrane a été ensuite
saturée dans une solution de TBS (NaCl 125 mM, Tris-HCI 25mM pHS8, 0.1% de Tween)
contenant 5% de lait en poudre pendant une heure a température ambiante, puis incubée toute
la nuit sous agitation a 4°C avec des anticorps primaires spécifiques (Tableau 2). Les
membranes ont ensuite été hybridées une heure et demi avec un anticorps secondaire, de
lapin ou de souris, couplé a I’'HRP (Southwestern). La liaison anticorps-antigéne a été
détectée par chimioluminescence (ECL, GE Healthcare). La révélation a ¢€té réalisée sur des
films photographiques (GE Healthcare) qui ont été scannés au moyen d’un densitométre
BioRad GS800. Les signaux ont été exploités en utilisant le logiciel Quantity One Version 4.4

(BioRad).

VIII- Digestion d’ANXA1 recombinante

1) Par la fraction membranaire et le milieu conditionné des cellules A375

Les protéines membranaires et secrétées obtenues a partir de 5.10° cellules A375 ont été
incubées pendant une heure a 37°C avec 75 ng d’ANXAI recombinante portant un tag

histidine dans sa partie C-terminale (R&D). Le volume réactionnel étant de 150 pL, un
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volume équivalent de tampon de lavage/fixation 2X (Tableau 3) contenant 40 ng de billes
magnétiques (Life Technology) a été ajouté. Pour une fixation efficace d’ANXA1 par son tag
sur les billes, le mélange a été incubé sous agitation pendant quinze minutes. Par
I’intermédiaire d’un support magnétique, les billes ont été récupérées puis lavées quatre fois
avec le tampon de lavage/fixation. ANXA1 recombinante a ensuite été¢ ¢luée par un tampon

d’¢lution (Tableau 3). Le clivage d’ANXAI a été ensuite analysé par Western blot.

2) Aprés séparation des protéines membranaires par SDS/PAGE

Cinquante pg de protéines membranaires des cellules A375 ont été séparées par SDS/PAGE.
Apres migration, le gel a été¢ incubé dans un tampon de renaturation (50 mM Tris /HCI pH
7.5, 100 mM NaCl et 2.5 % Triton X-100) pendant 90 minutes puis lavé 15 minutes avec de
I’eau milliQ. Le gel a été ensuite coupé horizontalement en 21 pieces. Chaque piece de gel a
¢té¢ incubée pendant 24 heures a 4°C puis 24 heures a 37°C avec 50 ng d’ANXAI
recombinante dans 50 pL d’une solution contenant 50 mM tris HCI pH 7,5, 150 mM NaCl et
10 mM CaCl,. Le clivage d’ANXA1l a ensuite été analysé par Western blot.
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Reésultats et discussions

Les principaux résultats obtenus au cours de ce travail de thése ont été regroupés en 2 parties :

- La premiére partie présente d’une part 1’évaluation de la valeur pronostique
d’ANXAldans la dissémination du mélanome dans des biopsies de patients. D’autre part, elle
présente des travaux montrant le role et le mode d’action d’ANXAI1, a I’échelle moléculaire,
dans les processus d’invasion. Ces travaux sont rédigés dans une publication soumise a

Pigment Cell & Melanoma Research.

- La deuxiéme partie porte sur I’analyse de I’expression des annexines dans des
xénogreffes de mélanomes humains et la caractérisation du clivage d’ANXA1 dans la lignée

A375.
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Partie I: Implication de I’annexine Al dans ’invasion du mélanome cutané

I- Introduction

Le mélanome cutané est un cancer treés agressif qui se développe a partir de mélanocytes
présents dans 1’épiderme au cours d’une premiere phase appelée RGP, avant d’acquérir des
capacités invasives lui permettant de dégrader la JDP et d’envahir le derme pendant la phase
appelée VGP. Cette phase de transition RGP-VGP est I’étape qui conditionne le risque
métastatique. Le mauvais pronostic en termes de survie des patients porteurs de mélanome
cutané est di au manque de thérapie efficace sur la maladie disséminée. La mesure de 1’indice
de Breslow (épaisseur de la tumeur primitive), dont découlent les choix thérapeutiques, est le
seul marqueur pronostique existant du mélanome cutané. S’il a une valeur statistique, il
souffre souvent a I’échelon individuel d’un manque de spécificité. Ainsi pour certaines
tumeurs de faible épaisseur, donc avec un pronostic a priori favorable, des tumeurs
secondaires trés agressives peuvent apparaitre et se développer rapidement. Cela souligne le
besoin urgent d’identifier de nouveaux facteurs pronostiques associés a la transition RGP-
VGP, pour une meilleure prédiction du devenir des malades et une meilleure prise en charge
thérapeutique.

Dans le laboratoire, il a été identifié, dans le modele syngénique de mélanome B16 chez la
souris C57Bl6 des protéines différentielles potentiellement associées au processus de
dissémination. Parmi celles-ci, ANXAI1 joue un réle promoteur dans 1’invasion des cellules
B16 métastatiques (194). L’objectif de cette étude a été de valider les données obtenues sur
les modeles murins dans des échantillons humains et d’identifier le mécanisme d’action
d’ANXA1 dans I’invasion du mélanome cutané, en particulier les voies de signalisation

qu’elle mobilise.
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Abstract

Metastatic melanoma is among the most aggressive forms of skin cancers and has a poor
prognosis. We previously identified Annexin A1 (ANXATI) as a potential murin melanoma
spreading factor which could modulate cell invasion by binding to formyl peptide receptors
(FPRs). Here, we report that 1) in a B16Bl6 spontaneous metastasis model, a siRNA-induced
decrease in tumoural ANXAT1 expression gave rise to a significant reduction in lung metastase
occurence; 2) in a retrospective study of 61 patients, the metastasis free survival was inversely
related to ANXAT1 level expression in primary tumours (HR 3.15,[1.03-9.69], p=0.045); 3) in
human melanoma cell lines, ANXAT1 content positively correlated with their in vitro invasion
capacities while normal melanocytes exhibited low ANXAI1 levels; 4) ANXA1 N-terminal
peptide significantly stimulated in vifro invasion of melanomas by acting on FPRs, 5)
FPR/ANXAT interaction induced MMP2 activation via MAP Kinase and STAT3 pathways
and 6) MMP2 activity was also decreased in ANXA1 siRNA B16Bl6 tumours compared to
control siRNA ones. These findings identify ANXA1 as a melanoma proinvasive protein that

could be a promising prognosis marker and therapeutic target.

Keywords: Annexin A1, Formyl Peptide Receptors, Melanoma, Metastases.

Running title: ANXAT1, an actor in melanoma aggressiveness
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Introduction

Melanoma dissemination is a complex process characterised by specific gene deregulations or
mutations that modify their shape, proliferation and their migratory and invasion properties
[1-3]. Among the deregulated pathways involved in proliferation, an activating mutation in
BRAF plays an important role in melanoma progression [4,5]. Specific inhibitors of this
mutated isoform have yielded promising results on disseminated melanoma [6], but some
resistance mechanisms occur as a result of associated with Ras mutation or an antagonist role
of CRAF [7,8]. In light of this, targeting different pathways could be considered as a means of
decreasing melanoma progression. We identified proteins associated with melanoma
aggressiveness that could be useful for the follow up of patients and/or as therapeutic targets.
Among them, annexin A1 (ANXAL) is a potential melanoma-spreading factor [9]. ANXAI1
was first described as an anti-inflammatory protein acting mainly through phospholipase A2
inhibition [10]. ANXA1 also plays several roles in cell proliferation and differentiation,
apoptosis, protein trafficking, and membrane fusion [11]. Although many studies have
implicated ANXA1 in carcinogenesis, its role remains controversial. In urothelial carcinoma
[12], glioma [13], colon carcinoma [14] and lung squamous carcinoma [15] high ANXA1
expression rate correlated with tumour progression. In contrast, decreased expression was
observed during prostate, oral and gastric cancer progression [16-18]. Breast cancer is the
most striking example since both decreases and increases in ANXAI1 steady state level have
been observed [19-22]. Thus, ANXATI may be involved in cancer progression in a cell-type-
specific manner. In addition, ANXAT may have different subcellular localizations that could
determine its function [11]. For example, extracellular form plays a specific role in immune
cell migration [23] but also in cancerous cell invasion processes [9,24]. This ANXA1
proinvasive effect is triggered by interaction of its N-terminal part (ANXAT,,6) with the
formyl peptide receptors (FPRs) [9,24,25]. ANXA1,.,6 has a greater affinity for type 1 in
mice (FPR1) and type 2 in humans (FPR2) [26,27]. FPRs were first observed in the immune
system as playing a major role in neutrophil chemoattraction caused by formylated bacterial
peptides in inflammatory sites [28]. Interestingly, the expression of these receptors has been
associated with glioblastoma (Huang et al., 2008; Zhou et al., 2005) and melanoma

aggressiveness [29-31]. In this report, we investigated the relation between ANXAI
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expression and metastastic capacity in murine melanomas and in human melanoma biopsies.
We also investigated at the molecular level the pathways induced by ANXA1 (ANXA15.)

that conferred an invasive phenotype on human melanoma cell lines.
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Material and methods
Materials

Scramble peptide Ac-YESQFKAVWVEINTQQMLKFEAEEV, human ANXAl;, Ac-
AMVSEFLKQAWFIENEEQEYVQTVK and mouse ANXA17.26 Ac-
AMVSEFLKQARFLENQEQEYVQAKYV were synthesized by Genecust (Dudelange,
Luxembourg), fMLP (FPR agonist) by Sigma-Aldrich (Lyon, France) and tBoc (FPR
antagonist) by Phoenix Pharmaceuticals (Strasbourg, France). PD98059, SB203580 and S31-
201 were purchased from Calbiochem (Merck Millipore, France). P-ERK 2 (Thr202/Tyr204),
p-STAT3 (Tyr 705), p-STAT3 (Ser727), p-JNK (Thr 183/Tyr 185) and p-p38
(Thr180/Tyr182) antibodies were purchased from Cell Signalling (Ozyme, St-Quentin en
Yvelines, France). Annexin Al (clone H65 for mouse cells and clone EH17a for human cells),
GAPDH (FL-335) and FPRs (H-230) antibodies were purchased from Santa Cruz (Tebu-bio,
Le Perray en Yvelines, France). Annexin Al antibody for IHC was from Pharmingen (BD

Biosciences, Le Pont De Claix, France).)
Cell lines

Mouse melanoma B16BI6 cells were from the laboratory of Pr Fidler (Texas University,
Houston, USA) and B16F10 cells and human melanoma A375, SK-MEL-3 and WM1552C
cells from ATCC. M4Beu and M3Dau cells were a kind gift from Dr Doré (Inserm, Lyon,
France) and Lul205 cells from Professor Larue (Institut Curie, Paris, France). B16, A375,
SK-MEL3, M3Dau and M4Beu were cultured under conditions described elsewhere [9,32].
For WM1552C we used MW489 composed of 25% Leibovitch (Invitrogen) and 75%
MCDB153 (Sigma-Aldrich) media supplemented with 4% FCS. Melanocytes were purchased

from Cascade Biologics (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and maintained in complete
154-CF medium (Cascade Biologics, Tebu-Bio, LePerray en Yvelines, France). Invasion

experiments were carried out in OPTIMEM (Invitrogen) supplemented with 900 uM CaCl,.
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Invasion assay

Inserts (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) were coated with 5 ug Matrigel (BD
Biosciences) overnight and seeded with 2x10° cells in 500 pL supplemented OPTIMEM. For
B16BIl6 and human melanoma cell lines stimulated with scramble (10uM), ANXA1;.,6
(10uM), fMLP (10uM) or tBoc (30uM) peptides, invasion assays were stopped after 24 and 6
h, respectively. Inserts were placed in 24 well plates containing 750 pL supplemented DMEM
for 24 h. Invading cells were then fixed in methanol and coloured by Crystal Violet. Each

invasion assay was performed in duplicate at least three times.
qRT-PCR analyses

Total RNA from human melanoma cells were isolated using the NucleoSpin RNA/Protein Kit
(Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Total RNA concentration and purity were measured with
a NanoDrop spectrophotometer (NanoDrop, Wilmington, DE, USA). RNA integrity was
checked using 1% agarose gel. Reverse Transcription of RNA was performed from 500 ng
RNA, using a High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France). The SYBR Green PCR Core Reagents (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France) was used to quantify gene expression by real-time polymerase chain
reaction (PCR). The PCR (program: 95°C-30 s; 40 cycles: 95°C-5 s; 60°C (26S, FPR1) or
62°C (FPR2)-35 s) was performed using a StepOne™ Real-Time PCR System (Applied

Biosystems). The relative standard curve method was applied to calculate relative gene

expression of FPR1 and FPR2. Target gene expression was normalized to the housekeeping

gene 268S.
The primers used for PCR are listed below:
FPR1 For : 5’>CCTTCTGCAGAGGTGGAGTT3’,
FPR1 Rev : 5CAAATCAGGGGACACAAAGG3’,

FPR2 For : 5’ AGCGCATAATAAGGGGAAGA3’,
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FPR2 Rev : ’TGATAAAATGCAAAGTCCACTCA3’
FPR3 Fo : 5’CAGGCTGTCTGATTCCATCTT3’,
FPR3 Rev : TTTCCATCTTCCCACACCACY’

26S For : 5> CGCAGCAGTCAGGGACAT3’,

26S Rev : ’AGCACCCGCAGGTCTAAATC3’

Western blot analyses

For MAPK kinase and STAT3 pathway activation studies, M3Dau, A375 and WM1552c cells
were seeded in 6-well plates (2.10° cells/well) and incubated with ANXA15.5¢ (10uM), fMLP
(10uM) or tBoc (30uM) for 10 minutes. Cells were lysed by RIPA buffer containing

phosphatase and protease inhibitors.

Whole cell lysates were subjected to Bradford assay for protein quantification. 25-50 pg of
proteins were separated onto 12.5% SDS-PAGE and transferred onto Nitrocellulose
membranes (Millipore). Blots were then probed with the indicated primary antibodies
overnight at 4°C followed by HRP conjugated secondary antibody (Southwestern,

Clinisciences, France) for 2 hours at room temperature for chemiluminescence detection

(Amersham, GE Healthcare, Orsay, France). Films were scanned using a calibrated BioRad
GS 800 densitometer and analyzed with Quantity One software (BioRad, Marnes la Coquette,
France).

Determination of MMP2 activity by zymography

Sample preparation:

For tumours, protein extraction was performed with Gentle Mac Dissociator (Miltenyi Biotec)

in a buffer containing 10 mM HEPES and 100 mM NacCl. Extracts were cleared by
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centrifugation (10 min, 12000g) and subjected to Bradford assay for protein quantification. 50

ng of each extract were analysed.

For cell analyses, cells were seeded in 6 well plates (2.10° cells/well) and incubated for 6
hours with peptides. Following incubation, conditioned media were collected and
concentrated using Vivaspin 500 micrococentrators with a cut off size of 5 KDa (Sartorius

Stedim, Aubagne, France).

For studies including S31-201, PD98059 and SB203580 inhibitors (specific inhibitors of
STAT3, MEK and p38 respectively), M3Dau, A375 and WM1552c cells were pretreated 14
hours with S31-201 (150uM) and 1 hour with PD98059 (10uM) or with SB203580 (10uM)

before peptide stimulation.

Gelatin Zymography:

Samples were prepared with SDS sample buffer and subjected to 0.1% gelatin-10% SDS-
PAGE electrophoresis. After electrophoresis, gels were washed twice for 30 minutes with
2.5% triton X100 and incubated 24 hours at 37°C in 50mM tris buffer containing 200mM
NaCl and 5mM CaCl2, pH 7.4. The gels were stained with Coomassie brilliant blue R-250.

Mouse metastasis studies

Studies were performed in accordance with French and EU guidelines for care of laboratory
animals (agreement number, CE 33-11,CEMEA Auvergne). Syngeneic tumours and
metastases were obtained after subcutaneous injection of B16BI6 cells (3x10° cells per
mouse) into the flank of C57BL6 mice (Charles River, L’ Arbresle, France) ( n=10 per group).
Three siRNA were tested for their ability to decrease the level of ANXA1 protein, the most
efficient one which had been used previously for in vitro studies [9] was selected for in vivo
study (data not shown). Mouse siRNA treatment consisted in three intratumoural injections of
ANXAT1 or control siRNA at days 11, 14 and 18 after tumour graft. Treatments were 300
pmol of siRNA and 15 pg of lipofectamin in 50 pL of physiological serum. Mice were
sacrificed at 23 days after cell graft. Metastases were counted in each lung. During all the
treatments, tumour volume was measured as previously described [9]. This experiment was

done twice with 10 mice per group, one and 2 mice deceased in Control siRNA and ANXAI
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Clermont-Fd /St-Etienne
Age at diagnosis (yrs) (m+SD)
Female (%)
SSM/Nodular/ALM
Breslow index , mm (m+SD)
UICC Stages
T1ANO/T1BNO,
T2ANO/T2AN1A/T2BNO/T2BN1B
T3ANO/T3AN2B/T3BNO
T4ANO
Death, n (%) :
Delay from diagnosis, mths (m+SD)
Metastases,n (%) :
Delay from diagnosis, mths (m+SD)

Melanoma primary site location

Face/Back& Trunk/Upper limbs/Lower limbs

Melanoma metastases location

Local /Regional Lymph Node/ Visceral

Follow up (years)

27/34
48,4+ 16,2
37 (61%)
31/23/5 *

2,1+19

13/5
18/1/6/1
7112
7
14 (23%)
71,8 +£36,5
18 (29,5%)

51,7+37,6

1/11/11/30**

11/13/12

11,644

*: 2 missing data **: 8 missing data

. SSM: Superficial Spreading Melanoma, ALM: Acral Lentiginous Melanoma

Tablel: Patient characteristics and clinical data
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siRNA conditions respectively. Numbering of metastases was then performed on 19 and 18
mice respectively; tumoural growth was however calculated on 10 mice for each group, as
death occurred at day 21 in both experiments, and the mean value of one of the two

experiments was presented for each group.
ANXA1 Immunohistochemistry (IHC)

ANXAT1 expression was evaluated on paraffin-embedded primary tumours with an Annexin
Al antibody (BD Biosciences Pharmingen) previously used in immunohistochemical reports

[12,33,34]. We studied biopsies from 61 patients whose melanoma was diagnosed between
1991 and 2002, extracted from the databases of the pathological departments of Clermont-
Ferrand and Saint-Etienne University Hospitals (France). Data concerning patient evolution,
date of first metastasis and date of death if it occurred were collected on 2011. Characteristics
of this patient cohort did not differ from data commonly reported elsewhere for melanoma
(Table 1). The project was approved by the local ethics committee (AU765). Immunostaining
was performed with the ultra View Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Ventana
kit on the automaton Benchmark XT Ventana (Tucson, USA). The interpretation of
immunostaining was carried out independently and blind to the patients’ history by two

specialists (FF and JJ-Z).
Statistical analyses

In all experiments, data from three independent experiments were analysed by Student’s t-test
and are given as mean + SEM. For results expressed as a percentage, statistical analyses were

performed on initial values. In all cases, p<0.05 was accepted as statistically significant.

Metastasis free survival (MFS) and death specific survival (DFS) were determined with a
time-to-event analysis carried out by computing time to these occurrences from the date of
melanoma diagnosis. For both metastasis and death, patients who did not experience the event
at the end of follow-up were considered as right-censored observations. Time-to-event
distributions were estimated using the Kaplan—Meier method and log-rank homogeneity tests
were carried out. To assess the possible prognostic effect of age, gender, Breslow index,

UICC stage and ANXAI labeling, Cox proportional hazards models were fitted for each event
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Fig. 1: ANXALI1 increases in vitro invasion and spontaneous metastases in B16B16 model

(A) Significant increase in the percentage of invasive B16Bl6 cells in presence of mANXAT;.6
peptide in Matrigel coated chambers compared to a scramble peptide. The percentage of invasive
cells was determined in three experiments (* Student’s t test, p<0.05). (B) Significant decrease in
number of metastases in mice bearing B16Bl6 tumours treated with ANXA1 siRNA compared to a
control siRNA treatment. A representative photograph of lung metastases observed in both conditions
is included in the graph. Data are presented in a scatter diagram showing the median as a line. Data
are from two independent experiments (* Student’s t test, p<0.05). (C) siRNA treatment had no
impact on B16B16 tumoural progression during the experiment. Each point of the curves corresponds

to the mean of tumoral progression for one representative experiment (10 mice per group).
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to compute both crude (univariate) and adjusted (multivariate) hazard ratios (HR) of each
covariate with their corresponding 95% confidence limits. We carried-out an automatic
backward elimination procedure to keep in models only variables with corresponding p-values
under 0.2. As the study involved two centers, multivariate analysis was adjusted on centre,
age, sex and Breslow index that were forced to stay in models. For the purpose of
interpretation, some covariates were included as recoded variables: for age, we separated
patients under 50 years from those of 50 and over, and for Breslow index, we separated
melanomas under 1.5 mm from those of 1.5 mm and over. We defined ANXA1 labeling as an
ordinal variable coded 0 when no tumoural cell was labeled, 1 when less than 50% of cells
were labeled and 2 otherwise (from 50% to 100% of labeled cells). For computational reasons
ANXAI labeling was introduced as a quantitative covariate. UICC stage was introduced in
analyses with two separated variables, i.e., tumor (1, 2, 3 or 4) and node (separating 0 from
non-zero) stages. All the analyses were performed using SAS v9.3 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA) with a type I error set to 0.05 for most analyses.

Results
ANXA1 modulated in vitro and in vivo B16B16 melanoma invasion

To analyse the effect of extracellular ANXA1 on the invasion of mouse melanoma cells,
B16BI16 cells were treated with the ANXA1 N-terminal-derived-peptide mimetic (ANXA12.56)
and subjected to invasion assay. Matrigel coated chamber tests showed that ANXAI;.6
treatment significantly increased the number of invading cells (Student’s t test, p<0.05) (Fig.
1A). The same result was previously obtained with FPR agonist (fMLP) whereas a decrease in

invasion was observed under ANXA1 siRNA treatment [9].

We then determined in vivo whether ANXA1 down regulation decreases tumorigenicity in the
syngenic B16Bl6 melanoma model. Mice received three injections of control or ANXAI1
siRNA at days 11, 14 and 18 after tumour graft. The decrease of ANXAI1 expression in
primary tumours was assessed by western blot (Supplementary Fig. 1A). This intratumoural
treatment led to a significant reduction in lung metastases in mice receiving ANXA1 siRNA

treatment with a median of 3 vs 12 metastases per animal (Student’s t test, p<0.05) (Fig. 1B),
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Fig. 2: High ANXA1 expression in human primary tumours reduced metastasis free survival
(A) ANXALI labelling (red) in primary melanoma biopsies was classified into three groups: no
labelling (0), <50% of cells were labelled (1), >50% of cells were labelled (2) (X200). ANXA1 was
detected immunohistochemically with an Annexin Al antibody (BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, USA) and alkaline phosphatase red kit (Ventana, Tucson, USA). ANXAI1 expression is
mainly cytoplasmic in melanoma cells. The white arrows indicate lymphoid cells and black arrows
tumour areas. (B) Kaplan Meier representations of patient metastasis free survival in relation to
ANXALI intensity labelling described in (A). The time to metastases was expressed in months from
the time of diagnosis, stratified in patient groups characterised by increasing ANXA1 expression
levels: no labelling (0, square), labelling <50% (1, triangle) and >50% (2, diamond).
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without changing either tumour growth (Fig. 1C) or cell proliferation as assessed by PCNA

expression analysis (data not shown).

Human primary melanoma ANXAT1 content was negatively associated with the time to

metastasis

To assess the contribution of ANXA1 to the occurrence of melanoma metastases, its
expression was investigated in human primary tumours from two French hospitals, the clinical
data are reported in Table 1. ANXA1 was expressed in 54/61 biopsies, localized in tumoural
melanocytes with, in most cases, a cytoplasmic pattern (black arrows, Fig. 2A). Extra-
tumoural staining was also observed, in lymphoid cells (white arrows, Figure 2A). For
statistical analysis, we considered ANXA1 amount as an ordinal variable, coded 0 when no
tumoural cell was labelled, 1 when less than 50% of tumoural cells were labelled and 2
otherwise. In these three classes, the mean £ SD of Breslow index was 0.85+0.20 mm (n=7),
1.90£0.33 mm (n=13) and 2.38+0.34 mm (n=41) for 0, 1 and 2 ANXAI labelling staining
respectively. ANXAT labelling increased in relation to tumour thickness but this variation was
not statistically significant (global F (2,58) statistic = 2.07, p = 0.1355). We assessed the
impact of different parameters on Disease Specific Survival (DSS). As expected, melanoma
thickness was statistically correlated with a reduction in DSS (HR 13.81[1.78-106.97],
p=0.012) but ANXAI1 expression, age and sex did not (data not shown). Similar results were
found in the univariate analyses for time to metastasis with a high prognostic impact of
tumour thickness on Metastasis Free Survival (MFS) (HR 23.21 [3.09-174.94], p=0.002). The
Kaplan-Meier graph of MFS was represented according to the three previously defined
ANXALI intensities 0, 1 and 2 (Fig. 2B). However, the combination of the parameters in
multivariate analyses showed that changes in ANXA1 expression (from 0 to 1 and from 1 to
2) significantly increased the risk of developing metastases (HR 3.15,[1.03-9.69], p=0.045)
(Table 2). This multivariate analysis excluded the UICC stage, decomposed in two variables

(tumor and node stages) for MFS risk (see Material and methods section).
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Fig. 3: Expression of ANXA1 and FPR in human melanocytes and melanoma cell lines

(A) Immunoblots of human melanocytes and melanoma extracts for ANXA1 expression (upper
panel) indicated that melanocytes expressed a low ANXAI1 level compared to that of melanoma cells.
The number of invading cells was determined in three Matrigel coated chamber experiments.
Different invasion capacities were observed according to melanoma cell lines (lower panel). (B)
Relative gene expression of FPR1 and FPR2 in human melanoma cell lines as calculated using the
relative standard curve method. FPR2 expression was higher than FPRI in all tested melanoma
cultures. Results of gene expression were normalized to the housekeeping gene 26S. PCR efficiency
and target cDNA quantification were determined with standard curves obtained with a 10-fold serial
dilution of FPR1 and FPR2 transfected HL60 cDNA, and normalization was performed with the
expression of 26S (upper panel). Detection by Western blots of FPRs in melanocytes and in different
melanoma cell lines using an antibody recognizing a peptide in common between FPR1 and FPR2
(lower panel).



Résultats et discussions
Implication de I’annexine A1 dans I’invasion du mélanome cutané

Time to metastasis HR  95%CL p-value

Clermont-Fd Hospital 2,97 [0,98-9,04] 0,055

age>50 years 1,06 [0,39-2,85] 0,908
male 0,6  [0,2-1,81] 0,366
breslow>1.5 mm 24,27 [3,12-188,88] 0,002
ANXAL labeling 3,15 [1,03-9,69] 0,045

Table 2: Multivariate analysis for time to metastasis (MFS)

Multivariate analysis was performed by backward elimination procedure to keep in models
only variables with corresponding p-values under 0.2 and was adjusted on center, age, sex
and Breslow index that were forced to stay in models. UICC stage (decomposed in two
variables) did not stay in the model.

ANXAT1 and FPRs expressions were significantly higher in human aggressive melanoma

cell lines

ANXAT expression was investigated in normal human melanocytes and melanomas. Normal
melanocytes expressed low ANXAI1 level than melanoma cells, which exhibit various
ANXALI1 levels (Figure 3A, upper) and possess different abilities to invade matrigel (Fig. 3A,
lower). A Pearson correlation test revealed a significant correlation between ANXA1 amount
and the invasive ability of human melanoma cells (r* = 0.7988, p = 0.041). We then examined
by qRT-PCR and Western blot the presence of FPRs in different melanoma cell lines. qRT-
PCR analysis (Fig. 3B, upper) showed that all tested cells expressed FPR1 and FPR2 (FPR3
could not be detected). After normalisation by 26S, we observed a higher expression of FPR1
in WMI1552C than in other cell lines. Greatest FPR2 expression was observed in M3Dau.
Western Blot analysis using a polyclonal anti-FPRs antibody (Fig. 3B, lower) showed that
melanoma cell lines expressed higher levels of FPRs than melanocytes. In line with previous
observations, FPRs displayed a higher apparent molecular weight (50 to 70 Kda) than native
receptors (38 Kda), owing to FPRs N- glycosylation [35].
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Fig. 4: hANXA1,.56 peptide enhanced in vitro melanoma invasion through FPR

(A) ANXAT1 expression in M3Dau, A375 and WM1552¢ extracellular extracts indicating its presence
in cell culture supernatants. (B and C) Different melanoma cell lines, M3Dau (left), A375 (middle)
and WM1552c¢ (right), were submitted to Matrigel coated chambers in the presence of hANXA1,.26
peptide, FPR agonist (fMLP) and/or antagonist (tBoc) for 6h. The percentage of invasive cells was
determined in three experiments. They showed a significant increase in cell invasion in presence of
fMLP, hANXA1,.56 peptide (B) and a decrease when tBoc was added (C) (* Student’s t test, p<0.05).
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hANXA1,;., promoted in vitro melanoma invasion through FPRs and MMP2 activation

To study ANXA1/FPR axis functionality we selected A375, M3Dau and WM1552c cell lines,
which exhibit higher levels of ANXA1 and expressed FPRs. We first investigated whether
these cell lines released ANXA1l. ANXA1 was readily detectable in the supernatant of

cultured cells (Fig. 4A) in similar amounts to those within the respective cells.

To determine whether FPRs were functional, selected cell lines were incubated either with
fMLP or with human ANXA1,.,¢ peptide and subjected to Matrigel coated Boyden chamber
invasion assay. In the presence of fMLP, we observed a significant increase in the number of
cells able to invade Matrigel (Student’s ¢ test, p<0.05) (Fig. 4 B). However, tBoc, an FPR
antagonist, abrogated this stimulation (Student’s t test, p<0.05) (Figure 4 C) demonstrating
that FPRs were functional in these cell lines. The same observation was made in the presence
of hANXAIl,,¢ peptide, which increased the number of invasive M3Dau, A375 and
WM1552c¢ cells by 4, 2.7 and 1.7-fold respectively. hANXAT ;.6 peptide conferred a more

invasive phenotype to human melanoma cells.

Among all actors implicated in melanoma invasion, we focused our attention on matrix
metalloproteinase 2 and 9 (MMP2 and MMPY). Activities were assessed by gelatin
zymography in M3Dau, A375 and WM1152 conditioned media. Cells incubated with fMLP
and hANXA1,.,6 displayed higher extra cellular MMP2 activity than control cells while tBoc
treatment substantially impaired MMP2 basal activity (Fig. SA). Moreover, tumour grafts
treated with ANXAT1 siRNA and which presented a decrease in pulmonary metastases number
(Fig. 1B) display significantly less MMP2 activity than control ones (Fig. 5B). These findings
show that the proinvasive effect of ANXAT1 was at least partly due to MMP2 activation.

hANXA1,.,6 activated MAP Kinases and STAT3 activation in melanoma cell lines

We next analysed the signalling pathways that were activated following FPR/ANXA1, 2
peptide interaction and led to MMP?2 activation in A375, M3Dau and WM1552c cell lines. It
has been shown that MMP2 activation is tightly and positively regulated by JAK/STAT3
and/or MAPK pathways [36-38]. Since the latter pathways could be induced by FPR
activation [39,40], we used Western blotting with the anti-phospho-specific-abs of each
enzyme to assess whether fIMLP/hANXA 1,56 treatment stimulated STAT3, ERK, JNK and
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Fig. 5: FPRs/hANXAL1 ,.,¢ interaction is followed by an increase in MMP2 activity

(A) M3Dau, A375 and WM1552c cells were treated with fMLP, ANXA1,.,6 or tBoc peptides for 6
hours. The conditioned media were collected and MMP2 activity was determined using gelatin
zymography. The relative histogram shows the quantitative analyses of the intensities of the MMP2
bands from two independent experiments. (B) Protein extracts (50png) from B16Bl6 tumours treated
with control siRNA or ANXAI siRNA were subjected to gelatin zymography for MMP2 activity
determination. Zymogram (left) of three representative extracts for each condition is shown. The
relative histogram (right) shows the quantitative analyses of the intensities of the MMP2 bands of 9
control siRNA tumours and 10 ANXAT1 siRNA tumours (* Student’s t test, p<0.05).
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p38 phosphorylations. For the three cell lines, both fMLP and ANXAT1,,s FPR agonists
increased ERK, p38 and Tyr 705 STAT3 phosphorylation levels (Fig. 6A and Fig. 6B) but no
change in Ser 727 STAT3 phosphorylation state was observed (Supplementary Fig. 1B). An
increase in Thr183/Tyr185 JNK phosphorylation was observed only in M3Dau cell line. In
contrast, A375 and WM1552¢ showed no phosphorylation signal (Supplementary Fig. 1B).

We then examined the effect of ERK, p38 and STAT3 phosphorylation on MMP2 activity
using specific inhibitors for each kinase. As shown in Supplementary Fig. 1C, PD98059,
SB203580 and S31-201, impaired respectively ERK, p38 and Tyr 705 STAT3
phosphorylation in M3Dau, A375 and WM1552c cell lines. When these cell lines were treated
(Fig. 6C) with S31-201 (left) or PD98059 (middle) or SB203580 (right), and challenged with
ANXAT1,,6 peptide, the increase in MMP2 activity induced by ANXA1,,6 was impaired.
Treatment with the three inhibitors together totally inhibited MMP2 activity. Taken together,
these results demonstrate the pivotal role of MAPK and JAK/STAT3 pathways in transducing
signals of FPRs/ANXA 1, 56 peptide interaction.

Discussion

We previously demonstrated that ANXA1 was involved in murine melanoma dissemination
[9]. Here, we reported for the first time a link between ANXA1 content in primary tumours
and melanoma dissemination in two in vivo situations 1) in a preclinical B16B16 model, the
reduction of tumoural ANXAT1 level significantly lowered the number of lung metastases and
i1) in a clinical retrospective human study involving 61 patients, the level of ANXAT labelling
was associated with a risk of melanoma recurrence. Interestingly, in the human study, no
correlation between ANXAT labelling intensity and Breslow index was observed, suggesting
that proliferation is not the major parameter modified by ANXA1 expression. Results from
B16Bl6 model siRNA experimens are in accordance with this observation since decrease in
lung metastase number was not associated with changes in tumour proliferation. While
proliferation promotes melanoma progression, the presence of slow cycling cells [41] or
tumoural intitiating cells [42] has a significant impact on the occurrence of metastasis. In
contrast, a recent study [43], showed that B16 engrafted tumours grew significantly slower in

ANXA1-nul mice than in their wild- type counterparts. The difference with our model could
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A) M3Dau, A375 and WM1552¢ cells were stimulated either with hANXA1,.,6 (10uM) or with
fMLP (10uM). A representative Western blot using antibodies against p-ERK (Thr202/Tyr204), p-
p38 (Thr180/Tyr182) and p-STAT3 (Tyr705) is shown. B) Quantitative analyses of pERK/ERK (left)
pSTAT3 (Tyr705)/STAT3 (middle) and p-p38/p38 (right) from three independent experiments
demonstrating the stimulation of ERK, p38 and STAT3 pathways in M3Dau, A375 and WM1552c¢
cells by hANXAT ;.6 peptide. C) M3Dau, A375 and WM1552¢ cells were treated with 150uM of
S31-201 overnight and/or 10uM of PD98059 and/or SB203580 for one hour and challenged with
hANXA1;.6 (10 uM) for 6 hours. Conditioned media were then subjected to gelatin zymography.
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be explained by the presence of residual tumoural and/or stromal ANXA1, which could be

sufficient to maintain tumour growth but not the spreading processes.

In this report, we observed the presence of FPRs in human melanoma cells. Using specific
agonists (ANXA1,,¢ and fMLP) and an antagonist (tBoc), we showed that these receptors are
active and involved in cell invasion processes. Interestingly, FPRs have been implicated in the
progression of glioblastoma [30] and it was recently shown that primary melanoma FPR
expression correlates with aggressive tumour characteristics [31]. We also observed that FPR
mRNAs were present in greater amounts in the metastatic B16B16 primary tumours than in a
non-metastatic model B16F10, with significant variations in FPR1 (data not shown). In
addition, a co-regulation of ANXAI1 and FPRs by glucocorticoids has been observed in
immune cells [44,45]. Likewise, we observed that FPRs modulated ANXAT1 expression [9]
and that, conversely, ANXA1 siRNA treatment induced a decrease in FPRrs mRNA (data not
shown). These findings suggest that it would be of interest in future studies to investigate a
possible cross-talk between FPR and ANXA1 expression. We also demonstrated in vitro that
human melanoma cell lines secreted ANXAI1. This finding is consistent with results of a
recent in vivo study that showed the presence of ANXAI1 in extra cellular matrix (ECM) of
A375 and MA2 melanoma xenografts [46]. ECM ANXAI in this report was also mainly
secreted by A375 and MA2 tumour cells [46]. We suggest therefore that secreted tumoural
ANXAT1 could bind to FPR in a paracrine or autocrine manner, amplifying the invasion

signals to neighbouring cells.

The invasion process depends not only on tumour cell motility mediated mainly by integrins
but also on extracellular proteases such as MMPs, which degrade ECM and also cleave and
activate growth factors such as TGF-Beta. In the melanoma cell lines we studied, MMP9
exhibited far weaker activity than MMP2 (data not shown), which is consistent with findings
of a previous report on other melanoma cell lines [36]. In the present study, we observe that
reduction in ANXA1 expression in B16BI6 tumours is associated with a decrease of MMP-2
activity and lung metastases number. We also show that extra-cellular hANXAT1,.,6 peptide
stimulates FPRs to enhance MMP2 activity via JAK/STAT3, ERK and p38 pathways. MAPK
pathways has been shown to be involved in the expression of MMPs, indeed ERK regulates

the expression of matrix remodelling proteins such as MMPs , urokinase and integrins [47].
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(A) 300 pmol ANXAT1 and control siRNA were injected in B16B16 tumours at days 11, 14 and 18
which have been obtained after grafting 3x10° cells into C57BL6 mice. For each treatment, 20 mice
were sacrificed at day 23. Proteins were extracted from each tumour. Western blotting analyses
revealed a significant decrease in ANXAI steady state level as quantified by the ANXA1/GAPDH
ratio (* Student’s t test, p<0.05). a.u. arbitrary units . (B) M3Dau, A375 and WM1552¢ cells were
stimulated either with ANXAI1 2-26 (10uM) or with fMLP (10uM). Protein extracts were then
probed by immunoblotting with p-JNK (Thr183/Tyr185) and p-STAT3 (Ser727) antibodies.
Incubation with ANXA1 2-26 peptide led to JNK phosphorylation on M3Dau cell line (A375 and
WMI1552¢ showed no phosphorylation signal). However, no change in Ser 727 STAT3
phosphorylation state was observed. (C) M3Dau, A375 and WM1552c¢ cells were treated with 150uM
of S31-201 overnight or 10uM of PD98059 or SB203580 for 1 hour. Media were then replaced with
inhibitor free media for 6 hours before protein extraction and immunoblotting with p-p38
(Thr180/Tyr182, p-ERK 1/2 (Thr202/Tyr204) and p-STAT3 (Tyr705) antibodies. In the three studied
cell lines, SB203580, PD98059 and S31-201 abrogated, respectively, p38, ERK and STAT3
phosphorylation.
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P38 was also involved in melanoma invasion stimulated by a glanglioside through MMP-2
activity increase [48]. It is known that STAT3 becomes activated by JAK-mediated tyrosine
phosphorylation of a tyrosine residue (Tyr705) and dimerizes [49]. The dimeric STAT3
translocates to the nucleus, where it binds to consensus STAT3 binding sequences within the
promoter region of MMP2 gene and thereby activates its transcription [36]. STAT3 contains a
second phosphorylation site (Ser727), which depends on ERK and p38 phosphorylation
[50,51]. Once STAT3 is phosphorylated at ser 727 site, transcriptional activity is enhanced
[50]. Since no change in the ser 727 STAT3 phosphorylation state was observed, MMP2
activation could occur via two main pathways, JAK/STAT3 (Tyr 705) pathway, and ERK and
p38 phosphorylation-dependent pathway. Other human in vivo studies have confirmed the
involvement of MMP2 in melanoma progression. Indeed, it was shown in vitro that MMP2
played a crucial role in melanoma progression since specific inhibition of this protease
abrogated melanoma cell invasion [52,53]. Another in vivo study on human primary
melanoma, suggested that MMP2 expression is linked with poor prognosis in melanoma
patients [54]. Further, it has been shown that elevated MMP2 increased the risk of melanoma-
specific mortality [55] and that there exists a relation between the expression of MMP2 in

primary melanomas and metastases susceptibility [56].

In conclusion, we demonstrate that ANXA1 plays a pivotal role in melanoma dissemination.
Our findings could be promisingly used in a large cohort investigation of the prognostic value
of ANXAI and FPR in melanoma metastasis. Inhibiting the interaction between ANXA1 and

FPRs in tumours could also have future therapeutic potential.
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Résultats et discussion

Lors de cette étude nous avons montré in vivo que des injections intra-tumorales d’ARN
interférents induisant une diminution du taux stationnaire de la protéine, sont associ¢es de
facon significative a une réduction des métastases pulmonaires dans le systéme B16Bl16. Nous
avons également trouvé dans une étude rétrospective sur deux centres (Clermont-Ferrand,
Saint-Etienne) une corrélation inverse entre le taux d’ANXA1 dans les tumeurs primitives de
61 patients et le délai d’apparition des métastases HR (3.15 [1.03-9.69]).

Nous avons aussi montré in vitro, dans des lignées de mélanome humain, I’existence d’une
corrélation entre le statut en ANXALI et le pouvoir invasif (R*= 0,041). Nous avons ¢galement
montré, par qRT-PCR et par Western blot, que différentes lignées de mélanome (M4Beu, SK-
MEL3, WM1552¢, M3Dau et A375) expriment les FPRs, un récepteur pour ANXA1. De plus
pour 3 de ces lignées (M3Dau, A375 et WM1552¢), ces récepteurs semblent actifs car le
peptide N-terminal synthétique ANXA1,,¢ augmente 1’invasion en Matrigel de ces lignées.
Par ailleurs, le fMLP (peptide agoniste des FPRs) induit une augmentation du taux de cellules
invasives semblable a celle observée avec le peptide ANXA1,.,6 alors qu’en présence de tBoc
(antagoniste des FPRs) I’effet d’ANXA12-26 sur I’invasion est atténué.

Afin d’étudier les voies de signalisation mobilisées par ANXA1>.56, nous avons montré par
Western blot et par zymographie que ’interaction d’ANXA1,,¢ avec les FPRs provoque
I’activation des voies des MAP Kinases (phosphorylation de p38 et ERK) et de la voie
STAT3 (phosphorylation sur la tyrosine 705). Ces phosphorylations sont associées a
I’augmentation des activités MMP2, protéases matricielles impliquées dans les processus
d’invasion, car I’inhibition de ces voies de signalisation par des inhibiteurs spécifiques altére

significativement I’induction de la MMP2 par ANXA1,.5.

III-  Conclusions
Nos résultats suggerent qu’ANXAT1 pourrait constituer un facteur pronostique du mélanome
cutané et une nouvelle cible thérapeutique. Lors de ce travail nous nous sommes focalisés sur
les voies de signalisation engagées suite a la fixation du peptide ANXA1,.56 exogene sur les
FPRs. Cependant, le mécanisme d’activation de ces récepteurs par ANXAI endogeéne n’est
pas parfaitement établi. Le domaine N-terminal d’ANXA1 ne peut étre exposé, et donc

disponible pour interagir avec les FPRs, que lorsque la protéine est associée a la membrane.
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Deux hypothéses ont donc été €émises quant a la possibilité d’interaction entre ANXAT1 et son

récepteur (FPR).

(1) I'interaction entre ANXATI a la surface externe des cellules et les FPRs exprimés

par les cellules cibles se fait de fagon juxtacrine.

(2) le clivage d’ANXA1 au niveau de son domaine N-terminal permettrait de libérer

un peptide pro-invasif lui donnant ainsi la possibilité d’agir de fagon autocrine et paracrine.

Dans la deuxiéme partie de ce travail nous avons essay¢ par des approches de protéomique et
biochimique, de vérifier et de caractériser le clivage d’ANXA1 dans des mod¢les de

mélanome humain.
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Partie II : Expression des annexines et caractérisation du clivage de

I’annexine A1l dans le mélanome

I- Introduction

Nous avons établi I’'implication d’ANXA1 dans 1’acquisition du phénotype invasif par les
cellules de mélanome. La stimulation de I’invasion des cellules de mélanome humain par
ANXALI1 se fait par une cascade de signalisation impliquant la voie MAPK et la voie STAT3
qui permettent I’activation des MMP2. Dans la partie I, nous avons montré, en utilisant un
peptide synthétique (ANXA1,,6) mimant ANXA1, que cette cascade de signalisation
commence par la fixation d’ANXAL1 sur les FPRs membranaires. Cependant, la localisation a
la surface des cellules et/ou le clivage d’ANXA1 n’ont pas été mis en évidence. Cette
localisation et/ou clivage semblent étre cruciaux pour I’interaction de la protéine avec son
récepteur, car ce sont les configurations les plus probables ou le domaine N-terminal de la
protéine est disponible pour interagir avec les FPRs.

Dans un premier temps nous avons recherché par des techniques classiques d’immunoblots et
des approches de spectrométrie de masse la présence du peptide ANXA1,.,6 dans les extraits
protéiques de cultures cellulaires (cellules et surnageants), d’extraits tumoraux de mélanomes
et de sérums de patients. Ces €tudes n’ont pas permis de mettre en évidence ce peptide. Nous
avons également recherché d’autres peptides correspondants aux clivages par différentes
protéases (cf tableau 3, Partie Bibliographie). Cette approche n’a pas non plus donné de
résultats (résultats non présentés). Notre stratégie a alors consisté a analyser I’extrémité N-
terminale d’ANXATI clivée utilisant le s€équencage d’Edman sur des protéines isolées. Pour
cela, nous avons mis au point une approche protéomique pour enrichir des extraits de tumeur
en annexines et notamment en ANXAT1 pleine longueur et clivée. Cette technique a permis
d’une part de déterminer le site de clivage d’ANXA1 dans les lignées de mélanome humain,
et d’autre part, d’établir le profil d’expression des annexines sur les tumeurs correspondantes.
Nous avons également montré, par des approches biochimiques, qu’ANXA1 peut étre
localisée a la surface cellulaire, mais aussi qu’elle peut subir un clivage dans sa partie N-

terminale par une sérine protéase membranaire.
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Figure 1: Evaluation de I’enrichissement en ANXAT1 par précipitation au calcium

Un enrichissement en annexines a été réalisé a partir d’extraits de xénogreffes humaines d’A375,
M3Dau, M4Beu et SK-MEL-3. La présence d’ANXA1 a été testée par Western blot dans les
différentes fractions ¢éliminées (10pg/fraction) lors de cet enrichissement ainsi que dans 10 pg de
précipité de calcium (fraction enrichie).
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3 P! 10
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Figure 2: Profilage des annexines par précipitation au calcium.

Des fractions enrichies (75 pg) en annexines ont été¢ séparées par ¢électrophorese bidimentionnelle
(gamme de pH 3-10). Les gels A (A375), B (M3Dau), C (M4Beu) et D (SK-MEL3) montrent les
annexines identifiées par MALDI-TOF MS pour chaque tumeur. m= murin, h= humain.



Résultats et discussions
Expression des annexines et caractérisation du clivage de I’annexine Al dans le
mélanome

II- Résultats et discussion

1) Enrichissement en annexines de xénogreffes de mélanome humain

Des xénogreffes de mélanome humain (A375, M3Dau, SK-MEL-3 et M4Beu) implantées

chez des souris « nudes » ont été utilisées pour cette étude. Les lignées correspondantes
présentent, in vitro, des pouvoirs invasifs variables, les lignées A375 et M3Dau sont
significativement plus invasives que les lignées SK-MEL-3 et M4Beu (partie I). Afin
d’enrichir les extraits tumoraux en annexines, nous avons utilisé¢ la propriété commune a
toutes les annexines, de se fixer sur les membranes phospholipidiques de fagon calcium
dépendante. Pour évaluer cette procédure, ANXAI a été utilisée comme témoin de présence
des annexines. Le Western blot de la figure 1 montre 1’efficacité d’enrichissement en
ANXALI dans les 4 tumeurs testées ainsi que les faibles pertes observées lors des différentes
étapes du protocole.

Pour chaque tumeur, la fraction enrichie en annexines a été analysée par électrophorese
bidimensionnelle. Aprés coloration au bleu de coomassie, des spots dont la migration (PM et
pl) correspond aux caractéristiques des annexines ont été prélevés. Les protéines de chaque
spot ont été identifiées en réalisant leur carte peptidique par MALDI-TOF MS (voir annexes 1
a 5). Les annexines identifiées sont repérées sur le gel correspondant (Figure 2) et
regroupées dans le tableau 1. Pour chaque tumeur, 8 des 12 annexines ont été effectivement
identifiées. Les poids moléculaires et les points isoélectriques expérimentaux des annexines
identifiées sont en concordance avec les données théoriques sauf pour des formes tronquées
d’ANXAlet A6, ayant respectivement des poids moléculaires de 33 et 35 kDa (Figure 2 et
Tableau 1). Les ANXAI1, A2, A5 et A6 ont des statuts différents selon les lignées de
mélanome étudiées. Seule ’expression des ANXAlet A2 montre in vitro une association avec
le pouvoir invasif des différentes lignées testées (Tableau 1). Ces données renforcent le role
d’ANXAI1 dans les processus d’invasion et de métastase mis en évidence dans la partie L.
ANXA?2 a été tres peu étudiée dans le mélanome. Cependant, des études ont montré son
implication dans I’angiogenese, la migration et I’invasion dans les cancers ovariens (303) et
I’implication de sa forme secrétée dans la progression du cancer du sein (304).

ANXAG a été largement étudiée dans les cancers. Par exemple, la réduction de son expression
a été associ¢e a la propagation du cancer du sein, et la diminution de 1’expression d’ANXA6

est a I’origine de la perte des contacts cellule-cellule et/ou cellule-MEC (305). Par contre, la
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Spots représentatifs/lignée

PM (kDa)/pl (pouvoir invasif in vitro)
Protéine Numéro — Nombre de % de 2375
identifiée d’accession théorique apparent peptides couverture I\/(If)Beu SK'M)E L3 (++++++) (_'m?RT’)I
ANXA1
(entiere) P04083 38,7/6,6 37/6,9 17 55 . . ‘ -
ANXA1 .
(tronquée) P04083 38,7/6,6 33,7/8,8 11 39 m ] oy
ANXA2 P07355 38,6/7,6 36/7,7 20 48 . . . .\
ANXA6
33
(entiére) P08133 75,4/5,4 70/5,5 21 . . . .
ANXA6
(tronquée)  POB133 A 63 Y Y ™ l . -\
ANXA11 P50995 54,3/7,5 57/7,3 12 24 . . . .

Tableau 1: Les différentes annexines identifiées par MALDI-TOF MS
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Figure 3: Mise en évidence de ’ANXAG6 tronquée

(A) Peptides d’ANXAG6 détectés par MALDI-TOF MS apres digestion tryptique, permettant de
caractériser la protéine tronquée. (B) Extraits cellulaires d’A375 révélés par des anticorps
reconnaissants la partie C-terminale (gauche) ou N-terminale (droite) d’ANXAG6. (C) Des cellules A
375 ont été incubées pendant 18 heures en présence d’inhibiteurs de protéases (3,4
dichloroisocomarin 50 uM, E64 20 uM, pepstatine A 2 mM, 1,10 phénanthroline 75 puM).
L’expression d’ANXAG6 a été ensuite analysée dans chaque échantillon par Western Blot.
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forme tronquée de cette protéine n’a jamais été observée. L’analyse des peptides d’ANXAG6
tronquée générés par traitement des spots correspondant par la trypsine, a montré un
recouvrement de la moiti¢ C-terminale de la protéine (Figure 3A) dans les tumeurs SK-
MEL3, M3Dau et A375. Nous avons confirmé la présence d’ANXA6 tronquée dans la lignée
cellulaire A375. L’immuno-blot avec un anticorps spécifique a la partie C-terminale de la
protéine (Figure 3B) a montré la présence de 3 bandes immuno-réactives. Ces trois dernicres
sont approximativement a 70, 68 et a 35 kDa. L’isoforme de ’ANXAG6 a 68 kDa a ¢été¢ déja
observée et il a ét¢ démontré que cette annexine provient d’un épissage alternatif de I’ARNm
(306). Cependant, I’ANXAG6 tronquée avec un poids moléculaire apparent de 35 kDa n’a pas
été observée jusqu’a présent. De plus, 1’utilisation d’un anticorps reconnaissant la partie N-
terminale de la protéine ne montre aucune bande immuno-réactive a 35 kDa (Figure 3B). Ce
résultat confirme ce qui a été observé dans les tumeurs quant a la présence d’une forme
tronquée d’ANXA6. Afin de vérifier que I’ANXAG6 tronquée n’est pas issue d’un clivage de la
protéine pleine longueur, des cellules A375 ont été maintenues en culture en présence de
différents inhibiteurs de protéases, le 3,4 dichloroisocomarin, ’E64, la pepstatine A et la 1,10
phénanthroline. Les protéines ont ensuite ¢ét¢ analysées par Western Blot avec un anticorps
reconnaissant la partie C-terminale de ’ANXAG6. Aucun inhibiteur n’a d’effet sur la présence
d’ANXAG6 tronquée dont la quantité reste constante (Figure 3C). Ces résultats permettent de
poser I’hypotheése qu’un épissage alternatif de ’ARNm de la protéine est a 1’origine de cette
forme d’ANXAG®.

La forme tronquée d’ANXA1 a déja été observée dans des conditions physiologiques et en
particulier dans différentes lignées cellulaires du systtme immunitaire (voir tableau 3,
bibliographie) et également dans le cancer colorectal (307). Nous avions montré ’existence
de la protéine a 33KdA dans les lignées B16 (194), ici nous montrons que cette forme clivée
est retrouvée dans les mélanomes humains en culture et xénogreffes. Si des protéases clivant
ANXAL1 ont pu étre identifiées dans certaines conditions physiologiques et pathologiques,
aucun ¢lément n’est disponible pour le clivage d’ANXA1 dans le mélanome. Pour la suite de

I’étude nous nous sommes focalisés sur la caractérisation du clivage d’ANXA1.
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Figure 4: ANXALI clivée est plus présente dans les lignées de mélanome les plus invasives

A) Immuno-blot avec un anticorps reconnaissant la partie C-terminale d’ANXA1 sur des extraits
cellulaire A375, M3Dau et WM1552¢. B) Histogramme montrant le nombre de cellules invasives
ayant traversé le matrigel.
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2) Caractérisation du clivage ’ANXA1

a) Association entre ANXAT clivée et invasion
Pour confirmer la présence d’ANXA1 clivée dans des lignées cellulaires de mélanome, un
Western blot a ét¢ réalisé sur des extraits protéiques de cellules A375, M3Dau et WM1552¢
(Figure 4A). Les trois lignées montrent la présence de deux bandes immuno-réactives a
environ 37 et a 33 kDa et qui correspondent respectivement a ANXAT enticre et clivée. Etant
donné que I’anticorps utilisé reconnait la partie C-terminale de la protéine et que 1’utilisation
d’un anticorps spécifique a la partie N-terminale ne révele qu’une seule bande (voir partie 1),
on peut conclure qu’ANXA1 est clivée dans sa partie N-terminale. Compte tenu de la trés
faible quantité d’ANXAI1 clivée dans les fractions enrichies obtenues a partir des tumeurs
M4Beu et SK-MEL-3 (Figure 2 et Tableau 1), le Western blot sur les extraits protéiques de
ces lignées cellulaires n’a montré que la présence d’ANXAL1 entiére (résultat non présenté).
Par ailleurs, le niveau d’expression d’ANXA1 clivée tout comme celui de la forme enticre est
associée in vitro au pouvoir invasif de ces trois lignées (Figure 4B). Compte tenu de ce
résultat et du fait que le domaine N-terminal d’ANXAT1 ne peut étre exposé que lorsque la
protéine est associée a la membrane (246), une hypotheése a été émise : ’interaction entre
ANXAT1 a la surface externe des cellules et les FPRs des cellules voisines se fait de facon
juxtacrine. Le clivage d’ANXA1 dans son domaine N-terminal pourrait libérer un peptide

pro-invasif lui permettant également d’agir de fagon autocrine et paracrine.

b) Détermination du site de clivage d’ANXA1

Selon la lignée cellulaire et selon la protéase mise en jeu, ANXAI peut €tre clivée a
différentes positions dans sa partie N-terminale (cf tableau 3, Partie Bibliographie). Par
exemple, elle peut étre clivée apres la phénylalanine 7 par ADAM-10, apres le tryptophane 12
par la cathepsine D, apres ’alanine 11, les valines 22 et 36 par la PR3, apres la lysine 26 par
la calpaine et apres la lysine 29 par la plasmine. Du fait des différents sites de clivage
qu’ANXA1 peut avoir, la masse du peptide libéré serait variable.

Afin de déterminer le site de clivage d’ANXA1 dans le mélanome et de déterminer la masse
théorique du peptide ANXAT1 libéré, un séquengage N-terminal par dégradation d’Edman a
¢été réalisé sur ANXAI clivée provenant des tumeurs A375 et M3Dau. L’analyse a révélé les

séquences KvGGPG et X»GGPG pour les tumeurs A375 et M3Dau respectivement
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Figure 5 : Le clivage d’ANXAL1 se produit apres la serine 28

Des fractions enrichies de tumeurs A375 et M3Dau ont été séparées par électrophorése
bidimensionnelle puis transférées sur des membranes PVDF. Les spots correspondant & ANXAI1
clivée ont été prélevés et un séquencage N-terminal par dégradation d’Edman a été réalisé.
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Figure 6 : ANXALI est clivée par une protéase a sérine dans la lignée A375

(A) Un enrichissement en annexines a été réalisé a partir d’extraits protéiques de xénogreffes et de cellules
A375. 50 ng de chaque préparation ont été séparés par électrophorése bidimensionnelle (gamme de pH 3-10).
Les annexines identifiées par MALDI-TOF MS sont présentées sur les gels. m= murine, h= humaine.

(B) Expression d’ANXAI1 testée par Western Blot dans des cellules A 375 aprés incubation pendant 18
heures en présence de 3,4 dichloroisocomarin (50 pM), E64 (20 puM), pepstatine A (2 mM), 1,10
phénanthroline (75 pM);

(C) Expression d’ANXAL1 testée par Western Blot dans des cellules A 375 apres incubation en présence
d’antipaine (250 pM), trypsine inhibiteur (100pM), TPCK (250 uM), aprotinine (30 uM), chymostatine (250
uM) ou benzamidine (600 pM).
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(Figure5). Ces résultats démontrent que le clivage se produit aprés la sérine 28, un site

différent de ceux décrits jusqu’a présent.

c) Détermination de la classe de protéases responsable du clivage d’ANXA1
La caractérisation du clivage d’ANXAI a été effectuée sur la lignée cellulaire A375, car c’est
la lignée qui présente le plus de clivage d’ANXAL. Le profil des annexines dans les fractions
enrichies des cellules A375 est semblable a celui des tumeurs correspondantes (figure 6A).
En particulier ANXATI clivée migre au méme poids moléculaire apparent (33 kDa) et au
méme point isoélectrique (8,8) dans les deux échantillons, ce qui suggere que le clivage dans
les tumeurs et dans les cellules est réalisé par la méme protéase.
Dans le but de déterminer la classe de protéases responsable du clivage d’ANXAI, des
cellules A375 ont été maintenues en culture en présence de différents inhibiteurs de protéases.
Apres traitement par 3,4 dichloroisocomarin, E64, pepstatine A et 1,10 phénanthroline (voir
tableau 1 de la partie Matériels et méthodes) une analyse du clivage d’ANXA1 a été
effectuée par Western Blot sur les extraits protéiques. Par comparaison avec le controle, seule
la condition 3,4 dichloroisocomarin montre une diminution évidente du signal correspondant
a la forme clivée de la protéine (Figure 6B). Ce résultat permet de conclure qu’une protéase a
sérine est responsable du clivage d’ANXAI.
Une série d’inhibiteurs de protéases a sérine, dont le spectre d’inhibition est plus limité que
celui du 3.4 dichloroisocomarin, a été testée. TPCK, benzamidine, chymostatine, antipaine et
aprotinine ont été testées. L’expérience s’est déroulée dans les mémes conditions que
précédemment et le clivage d’ANXA1 a été analysé par Western Blot.
Comme le montre la figure 6C, pour les conditions TPCK, trypsine inhibiteur, antipaine,
benzamidine et aprotinine, le signal correspondant a ANXA1 clivée est considérablement
diminué alors qu’aucun effet n’est observé pour les conditions chymostatine et trypsine

inhibiteur. Cela confirme qu’une sérine protéase est a 1’origine du clivage d’ANXA1

d) Localisation subcellulaire du clivage d’ANXAI
Afin de vérifier la localisation d’ANXA1 sur la membrane plasmique, nous avons utilisé la
propriété de cette protéine a se lier aux membranes phospholipidiques de fagon calcium

dépendante. Pour cela, les cellules A375 ont été incubées dans un milieu de culture contenant
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Figure 7 : ANXALI clivée se trouve exclusivement a la surface cellulaire

(A) Procédure expérimentale pour 1’¢tude de IANXA1 associée a la surface cellulaire.

(B) Les cellules A375 ont été incubées pendant une heure avec un milieu de culture contenant ou non
de ’EGTA (2mM). La présence d’ANXALI a été ensuite étudiée dans le lysat cellulaire et dans le
surnageant par Western Blot.
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Figure 8 : La sérine protéase responsable du clivage d’ANXA1 est localisée au niveau
membranaire

(A) Les fractions membranaire et cytoplasmique ont été¢ préparées comme décrit dans matériel et
méthodes. Ce fractionnement a été évalué en analysant la présence d’EGFR et d’Actine par Western
Blot. WL = extrait brut, CYT = fraction cytoplasmique, MEM = fraction membranaire.

(B) L’ANXAI1 recombinante (portant un tag histidine) a été incubée 60 minutes avec la fraction
membranaire ou le surnageant en absence ou en présence de 3,4 dichloroisocomarin, ou avec une
fraction dénaturée par chauffage a 95°C. La protéine recombinante a été récupérée ensuite a 1’aide de
billes magnétiques et le clivage a été évalué par Western Blot.
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de PEGTA (chélateur de calcium). La présence d’ANXA1 a été étudiée dans I’extrait
cellulaire et dans le surnageant correspondant par Western Blot.

La présence d’EGTA permet de chélater le calcium, de dissocier ANXAL et de la libérer dans
le surnageant (Figure 7A). Le surnageant contenant ’EGTA montre effectivement plus
d’ANXAI1 que le surnageant t¢émoin (Figure 7B : blot du haut), ce qui démontre la présence
d’ANXAL entiére et clivée a la surface cellulaire. De plus, la distribution d’ANXA1 clivée est
modifiée en fonction de la présence d’EGTA et elle est retrouvée uniquement au niveau du
surnageant (Figure 7B). Ce résultat montre qu’ANXAT1 clivée se trouve exclusivement a la
surface des cellules et démontre que le clivage se produit apres la localisation de la protéine a

la surface cellulaire.

Il est donc possible d’émettre deux hypothéses quant a la localisation de la protéase

recherchée. Pour pouvoir interagir avec ANXA1, la protéase est
e soit co-localisée avec ANXAT1 au niveau membranaire

e soit secrétée pour avoir acces a la surface cellulaire

e) Localisation de la protéase responsable du clivage d’ANXA1

Sur des culots cellulaires A375, un fractionnement sub-cellulaire a été réalisé afin de séparer
les protéines membranaires des protéines cytoplasmiques. Ce fractionnement a €té évalué en
analysant par Western Blot la présence d’EGFR et d’actine qui sont respectivement des
marqueurs membranaires et cytoplasmiques, protéines que I’on retrouve effectivement dans
les fractions correspondantes (Figure 8A).

Nous avons ensuite examiné la contribution des serine protéases membranaires et
extracellulaires dans le clivage d’ANXAL1. Pour cela, ANXAI recombinante, portant un tag
histidine, a été incubée avec la fraction membranaire ou avec le milieu conditionné résultant
de la culture des cellules A375 en présence ou en absence de 3,4 dichloroisocomarin. La
protéine recombinante a ensuite été purifiée a I’aide de billes magnétiques grace a son tag
histidine et le clivage a été évalué par Western Blot.

La figure 8B montre qu’en présence de la fraction membranaire, ANXA1 est clivée. Par
contre, en présence d’une fraction dénaturée (95°C pendant 10 minutes) ou pré-incubée avec

le 3,4 dichloroisocomarin, aucun effet n’a été observé. Ceci confirme que le clivage observé
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Figure 9 : Fractionnement des protéases membranaires des cellules A375 clivant ANXA1

La fraction membranaire des cellules A375 (30ug) a été séparée par SDS/PAGE dans des conditions
non dénaturantes. Le gel a ensuite été lavé par une solution de triton X-100 (1%) pour renaturer les

protéines, puis il a été€ coupé en 21 fractions (A).

Chaque fraction a été incubée avec 50 ng d’ANXA1 recombinante pendant 24 heures a 4°C puis 24
heures a 37°C. Le clivage ’ANXAL a été ensuite analysé dans chaque échantillon par Western blot

(B).

Protéase

Nature Fraction
sous unité a de la peptidase de maturation mitochondriale métalloprotéase 8,10,11,12
aminopeptidase cytoplasmique métalloprotéase 8,10
sous unité 2 du cytochrome bcl métalloprotéase 8,11,12
dihydrolipoamide déshydrogénase mitochondriale serine protéase 9,10,11
nicaline non homologuée 9,10, 11
Lysosomal Pro-X carboxypeptidase sérine protéase 10
CAAX prenyl protease 1 métalloprotéase 12
sous unité B de la peptidase de maturation mitochondriale métalloprotéase 12
trypsine 3 sérine protéase 12

Tableau 2: protéases identifiées dans les fractions d’intérét

Cinquante pg de protéines membranaires de la lignée A375 ont été séparées par SDS/PAGE. Les
bandes d’intérét (correspondantes aux fractions 8, 9, 10, 11 et 12) ont été excisées et traitées avec la
trypsine pour I’identification des protéines par LC-MS/MS. L’analyse des protéines identifiées et la

sélection des protéases a été effectuée par la base de donnée MSDA.
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est di a une sérine protéase. Par ailleurs, aucun effet n’a été observé sur le clivage d’ANXA1
en présence du milieu conditionné résultant de la culture des cellules A375 (Figure 8B).Ces
résultats montrent que le clivage d’ANXAI1, dans la lignée A375, se produit sous ’action

d’une sérine protéase membranaire.

f) Identification de la protéase responsable du clivage d’ANXAL1

Deux échantillons protéiques de la fraction membranaire des cellules A375 ont été séparés en
paralléle par SDS/PAGE dans des conditions natives. Apres électrophorese, les protéines ont
été renaturées et le gel a été divisé horizontalement en 21 fractions (Figure 9A). Pour le
premier échantillon, chaque fraction a été¢ incubée avec ANXA1 recombinante. Le clivage a
été ensuite évalué par Western blot. Les fractions 8, 9, 10, 11 et 12 ont la plus forte activité de
clivage d’ANXA1 (Figure 9B). Les fractions correspondantes du deuxieme échantillon ont
¢été analysées en LC-MS/MS afin d’identifier les protéases présentes. Plusieurs protéases ont
¢t¢ mises en évidence, parmi celles-ci la peptidase mitochondriale, la sous unité 2 du
cytochrome bcl, la dihydrolipoamide déshydrogénase mitochondriale, la CAAX prenyl
protease 1 et ’aminopeptidase cytoplasmique ne semblent pas étre responsables du clivage
d’ANXATI du fait de leur localisation subcellulaire (mitochondrie et cytoplasme) et de leur
nature (métalloprotéase) (Tableau2). Deux sérine protéases ont été identifiées, la trypsine 3 et
la Lysosomal Pro-X carboxypeptidase. Cette carboypeptidase clive les protéines du coté C-
terminal d’une proline et la trypsine 3 clive du coté C-terminal d’une lysine/arginine. Leur
spécificité n’est donc pas celle observée ici.

Une autre protéase, la nicaline a été mise en évidence (voir annexe 6). Il s’agit d’une protéase
membranaire dont la spécificité n’est pas définie (308). Cette protéine est présente dans trois
des cinq fractions actives. Toutes ces observations suggerent que la nicaline serait la protéase

recherchée.

III-Conclusions

Dans cette partie, nous avons pu mettre au point une approche protéomique permettant
d’analyser simultanément, dans des xénogreffes de mélanome humain, I’expression de 8 des
12 annexines. Cette technique a permis d’une part d’identifier une forme tronquée d’ANXA6
qui n’a jamais décrite jusqu’a présent, d’autre part, de s€quencer la forme clivée d’ANXAL.

Les analyses de séquengage ont révélé un nouveau site de clivage d’ANXA1 situé apres la
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sérine 28. De plus, les fractionnements subcellulaires d’extraits protéiques et 1’utilisation
d’inhibiteurs de protéases ont permis de montrer qu’une sérine protéase membranaire est
responsable de ce clivage. Enfin, les analyses LC-MS/MS ont mis en évidence, la nicaline,

comme un candidat potentiel responsable de la coupure d’ANXAI.

Ces résultats ont permis d’améliorer nos connaissances sur le mode d’action d’ANXAT1 dans
le mélanome cutané et plus particuliérement son clivage. La confirmation de I’implication de
la nicaline dans le clivage d’ANXA1 serait un point clé pour la recherche du (des) peptide(s)
natif(s) d’ANXAI. D’autre part, des travaux supplémentaires sont requis pour déterminer

I’origine et le role d’ANXAG6 tronquée, notament dans la cancérogenése.

108






DISCUSSION

ET CONCLUSION
GENERALES
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Le mélanome cutané est un cancer trés agressif avec un pronostic trés défavorable. Sa
dangerosité provient de sa capacité a former des métastases. Une fois sous sa forme
métastatique, le taux de survie a 5 ans reste trés faible et ne dépasse pas 5% (309, 310). En
France, il est parmi les cancers les plus mortels et son incidence élevée en a fait un enjeu de
santé¢ publique. Bien que de nouvelles stratégies prometteuses pour le traitement du mélanome
aient été développées, a ce jour, les options thérapeutiques sont limitées. Cependant, le
diagnostic précoce du mélanome rend possible la gestion de la pathologie. En effet, le
mélanome de stade I ou II localisé dans le site primitif de la Iésion et n’ayant pas encore
métastasé est curable par exérese chirurgicale. Le mélanome cutané souffre par ailleurs d’un
manque de marqueurs pronostiques efficaces qui faciliteraient la prise en charge des patients.
L’indice de Breslow correspondant a 1’épaisseur de la tumeur primitive, reste pour I’heure, le
critere pronostique le plus fiable. Toutefois, 15% des patients avec un faible indice de
Breslow (< Imm) développent des métastases (311). Ce dernier point a motivé différentes
¢tudes pour identifier de nouveaux marqueurs d’agressivité tumorale qui permettraient
d’affiner la valeur pronostique de I’indice de Breslow et d’améliorer ainsi la prise en charge
des patients.

L’identification des acteurs moléculaires de I’invasion du mélanome cutané est I’un des axes
de recherche de I’équipe. Le mélanome se développe dans 1’épiderme pendant la phase RGP
puis acquiert des propriétés invasives lui permettant d’envahir le derme pendant la phase
VGP. Au niveau du derme, les cellules de mélanome peuvent étre en contact avec les
vaisseaux sanguins et lymphatiques pour disséminer et former des métastases a distance.
Ainsi I’invasion du derme est la toute premiere étape qui mene a la formation de métastases.
Cette invasion est due a un ensemble de dérégulations moléculaires qui permettent aux
cellules de se détacher de leur environnement primitif, de dégrader les composants de la JDE
pour envahir et proliférer au sein du tissu dermique. Dans le laboratoire, deux lignées de
mélanome murin dérivant I'une de I’autre mais ayant des capacités invasives différentes, ont
¢été sélectionnées : B16BI16 est capable de former des métastases pulmonaires spontanément a
partir d’une tumeur primitive, alors que B16F10 n’en forme pas. Les profils d’expression
protéique des deux lignées sont trés proches et toute protéine montrant une expression
différente pourrait étre potentiellement impliquée dans la transition de la phase RGP vers la
phase VGP. Une étude protéomique comparative a été réalisée sur ces deux lignées ainsi que
sur les tumeurs correspondantes. Parmi les protéines différentielles identifiées, ANXA1 est

surexprimée dans la lignée agressive B16Bl6. De plus, I’inhibition de I’expression d’ANXA1
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par siRNA diminue significativement le pouvoir invasif in vitro de la lignée B16Bl16 (194).
Toutes ces données indiquent qu’ANXAT1 pourrait jouer un rdle clé dans les processus de
dissémination du mélanome et qu’elle pourrait étre un marqueur pronostique de ce dernier. Le
but de ce travail était d’une part de valider les données obtenues sur les modeles murins dans
les modeles humains et d’autre part d’étudier le role et le mécanisme d’action d’ANXA1 dans

I’invasion du mélanome cutané humain.

I- Role d’ANXAL1 dans la dissémination du mélanome cutané
1) Etudes in vivo
Nous avons montré dans deux études in vivo qu’il existe une corrélation entre le statut en
ANXAI dans la tumeur primitive et la susceptibilit¢ de développer des métastases. Dans le
mode¢le B16, la diminution de 1’expression d’ANXA1 par siRNA dans la tumeur primitive
réduit significativement le nombre de métastases. Et par ailleurs, dans une étude clinique
rétrospective sur 61 patients, le statut en ANXA1 dans la tumeur primitive est associé au
risque de développer des métastases. Ces données suggerent qu’ANXA1 pourrait étre un
facteur pronostique du mélanome cutané, cependant une étude sur une large cohorte est
requise pour valider sa valeur pronostique. L’absence de corrélation entre 1’indice de Breslow
et le statut en ANXAL lors de 1’étude clinique montre qu’ANXAT1, indépendamment de la
prolifération, joue un réle dans I’invasion tumorale. Cela a été confirmé par 1’absence d’effet
sur la prolifération tumorale lors de I’inhibition de 1’expression d’ANXA1 dans le mode¢le
B16. Yi.M et al ont montré que les tumeurs B16 dans des souris KO pour ANXA1 ont une
agressivité atténuée mais aussi une croissance et une vascularisation diminuée par rapport aux
souris contrdles (312) ce qui suggeére qu’ANXA1 localisée dans le stroma jouerait un role
important dans la progression tumorale. Dans 1’étude réalisée au laboratoire sur les tumeurs
B16, nous pouvons supposer qu’ANXA1 tumorale/stromale résiduelle, apres traitement avec
les siRNA, serait suffisante pour maintenir la croissance tumorale tout en diminuant
significativement le nombre de métastases. Cependant, lors d’une étude plus récente, une
équipe a utilis¢é un modele de xénogreffes qui permet donc de différencier les protéines
stromales des protéines tumorales. Les auteurs ont comparé les protéines exprimées par les
tumeurs A375 et les tumeurs MA-2 ainsi que les stromas associés, les cellules MA-2 dérivant
des cellules A375, mais ayant une capacité plus importante a former des métastases. Il en est

conclu que seule ’ANXAI1 tumorale contribue a 1’acquisition du pouvoir invasif par la
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tumeur (313). L’ensemble de ces données montrent, selon le modele, les roles variés
d’ANXAT1 sur la prolifération, I’angiogénése et I’invasion du mélanome.

Dans notre étude rétrospective, I’expression d’ANXA1 est un facteur indépendant de ’indice
de Breslow, il est tout a fait intéressant de tester sa valeur pronostique sur des tumeurs de
faible épaisseur, tumeurs pour lesquelles I’indice de Breslow est moins performant. Une étude
clinique rétrospective incluant 63 patients avec des tumeurs primitives d’épaisseur inferieure a

1 mm est en cours de réalisation.

2) Etudes in vitro

Les données obtenues in vivo impliquent ANXA1 dans la dissémination du mélanome. Nous
avons recherché le(s) mécanisme(s) pouvant étre responsable(s) de I’invasion du mélanome.
La stimulation de I’invasion en chambre de boyden de 3 lignées de mélanome (A375, M3Dau,
WMI1552c) par le peptide ANXAIL ,5, est en faveur de la présence d’un récepteur
membranaire médiant le signal ANXA1. Les FPRs ont une affinité pour ANXAT1 et pour le
peptide N-terminal de la protéine (314). Plusieurs études ont montré que 1’augmentation du
taux d’ANXAT1 lors du processus de cancérogenese est souvent accompagnée par 1’expression
des FPRs par les cellules cancéreuses (191, 192, 307). Nous avons montré par qRT-PCR et
par Western blot, pour les cing lignées de mélanome humain testées, la présence des FPRs.
De plus, nous avons observé que le statut en FPRs dans ces lignées est plus ¢levé que dans les
mélanocytes. Ce résultat est en accord avec la comparaison de I’expression des FPRs dans des
naevi et dans des biopsies de mélanome humain (195).

De la méme facon que le peptide tMLP, agoniste des FPRs, ANXA1 ;56 stimule I’invasion
des cellules A375, M3Dau et WM1552c en Matrigel. Cependant, en présence de tBoc,
antagoniste des FPRs, les effets du fMLP et d’ANXA1 ;56 sur ’invasion sont atténués. Ces
données démontrent que 1’effet pro-invasif d’ANXA1 est transduit par les FPRs. Chakravarti
et al (195) ont également observé que les tumeurs primitives expriment significativement plus
de FPRs que les 1ésions métastatiques. Cela suggere, avec les données obtenues dans notre
étude in vivo, que I'interaction ANXAI-FPR joue principalement un role dans I’invasion
précoce du mélanome cutané.

Le processus d’invasion cellulaire dépend d’une part de la motilité cellulaire qui est médiée
principalement par les intégrines, d’autre part, par les protéases secrétées qui permettent de
dégrader les composants de la MEC et d’orienter I’invasion cellulaire. Les MMPs et en

particulier les MMP2 ont été décrites comme des protéases clés dans ’invasion et dans la
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transition de la phase RGP a la phase VGP du mélanome (167, 171). De plus, dans le
cholangiocarcinome, la surexpression d’ANXAIl a ¢été associée a une élévation de
I’expression des MMP2 (315). Par zymographie, nous avons démontré que (1) I’inhibition de
I’expression d’ANXAT1 par siRNA dans les tumeurs B16BI16 est associée a la diminution de
I’activité des MMP2 et au nombre de métastases, (2) en présence d’ANXA1 ;.6 ou de fMLP,
dans 3 lignées cellulaires humaines de mélanome, 1’activit¢ des MMP2 est augmentée alors
qu’en présence de tBoc cette activité est diminuée. Ces résultats démontrent qu’ANXA1
stimule I’invasion cellulaire et la propagation du mélanome, en moins, par 1’activation des
MMP2.

Nous avons donc voulu identifier les voies de signalisation intracellulaires faisant le lien entre
la stimulation des FPRs par ANXAL et I’activation des MMP2. 1l a ét¢ démontré que le gene
de MMP2 est sous le contrdle des voies MAPK et JAK/STAT3 (74, 93, 316). Puisque ces
voies peuvent étre stimulées par les FPRs, nous avons analysé le degré de phosphorylation
d’ERK, JINK, p38 et STAT3 (sur le résidu serine 727 et tyrosine 705) en présence d’ANXA1
226 et de fTMLP. Pour les 3 lignées cellulaires testées, 1’activation des FPRs par ANXAT ;.
ou fMLP stimule la phosphorylation d’ERK, p38 et STAT3 (sur la tyrosine 705), et
I’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de ces protéines inhibe 1’activation des MMP2 par
ANXALI ;6. Ces résultats permettent de conclure que ces voies participent a la transduction
du signal permettant d’activer les MMP2 suite a la stimulation des FPRs. FPR2, récepteur
d’ANXAI, est connu pour sa capacité a induire des signaux biologiques opposés. Les
propriétés anti-inflammatoires d’ANXA1 et de LXA4 (lipoxin A4), qui induisent I’apoptose
des neutrophiles et I’efferocytose des macrophages, sont induites par FPR2 (317-319). De
plus, les effets pro-inflammatoires de cathelicidin-associated antimicrobial peptide (LL-37) et
de serum amyloid protein A (SAA) sont induits par le méme récepteur et permettent
I’activation des leucocytes et leur recrutement au niveau du site d’inflammation (320-322).
Une ¢étude récente s’est focalisé sur ce point et a démontré que FPR2 peut se trouver sous
forme d’homodimeére ou d’héterodimére avec FPR1 ou FPR3. Selon le dimére formé, des
voies de signalisation spécifiques sont engagées suite a I’activation de FPR2 par un agoniste.
En particulier, I’héterodimere FPR1/FPR2 est I'unique dimere capable d’activer la kinase
JNK (323). Dans notre étude, nous avons observé que la phosphorylation de JNK en présence
d’ANXATI ;.56 ou de fTMLP se produit uniquement dans la lignée M3Dau. Cela suggere que,
contrairement a A375 et WM1552¢, la formation de I’héterodimére FPR1/FPR2 a la surface

des cellules M3Dau est possible.
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Figure 1: schéma des voies de signalisation activées par ANXA1

La fixation d’ANXAT1 sur les FPRs induit la voie STAT3 et la voie MAPK (p38 et ERK).
L’activation de ces voies va stimuler I’expression et la sécrétion des MMP2.
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Il est déja établi que STAT3 est phosphorylé par la kinase JAK sur la tyrosine 705. Cette
phosphorylation induit la dimérisation et la translocation nucléaire de STAT3 (324). Au
niveau nucléaire, STAT3 se lie au promoteur du géne MMP2 et stimule sa transcription (93).
STAT3 posseéde un deuxieme site de phosphorylation (serine 727) qui dépend de la
phosphorylation d’ERK et de p38 (325, 326). Quand cette phosphorylation se produit,
I’activité transcriptionnelle de STAT3 est augmentée (326). Puisqu’aucune modification du
degré de phosphorylation de STAT3 sur la serine 727 n’a été observée en présence des
agonistes des FPRs, I’activation des MMP2 pourrait se produire par le biais de deux voies. La
voie JAK/STAT3 et une voie dépendante d’ERK et de p38 (Figure 1). Cette hypothése est
renforcée par 1’observation que 1’inhibition d’ERK, p38 et STAT3 a un effet plus marqué sur
I’activité des MMP2 que I’inhibition de STAT3 seule.

II- Mode d’action d’ANXA1
1) Externalisation d’ANXAI

Pour qu’ANXAI1 puisse interagir avec les FPRs qui sont a la surface des cellules, il faut
qu’elle soit externalisée. Il est établi qu’ANXA1 est une protéine qui se lie a la membrane de
facon Ca®" dépendante. La fonction biologique de la protéine est portée par sa partie N-
terminale, et son interaction avec les FPRs se fait par le biais de son domaine N-terminal.
Sous sa forme soluble, et donc non liée a la membrane, le domaine N-terminal est enfoui au
niveau du cceur de la protéine et n’est pas accessible pour interagir avec son récepteur.
Cependant, nous avons observé qu’ANXAI est secrétée par les trois lignées cellulaires
étudi¢es (A375, M3Dau et WM1552¢c). De plus, nous avons observé une relation entre
ANXAL1 extracellulaire et le pouvoir invasif des lignées étudiées. Sachant que le milieu
conditionné contient aussi bien des protéines secrétées que des exosomes, nous pouvons
émettre I’hypothése qu’ANXA1 observée correspond a une forme exosomale. En effet, la
méme observation a ¢té¢ effectuée lors d’une ¢étude des protéines exosomales de lignées
cellulaires de mélanome au pouvoir invasif différent, les exosomes provenant d’une lignée
cellulaire de mélanome hautement invasive contiennent significativement plus d’ANXAT1 que
ceux d’une lignée peu invasive (327). Par ailleurs, il a ét¢ montré qu”’ANXA1 peut se trouver
a la surface des exosomes et qu’aprés sécrétion et fusion des exosomes avec la membrane
plasmique cellulaire, ANXA1 peut se trouver a la surface des cellules (328, 329). Ce
mécanisme pourrait expliquer le mode d’externalisation d’ANXAT1 depuis le cytoplasme

jusqu’aux surfaces cellulaires dans les cellules de mélanome (Figure 2). Le méme mécanisme
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Figure 2: schéma hypothétique de I’externalisation d’ANXA1

ANXALI se trouve a la surface des exosomes. Apres fusion des vésicules de sécrétion avec la
membrane cytoplasmique, les exosomes sont secrétés. Apres la fusion des exosomes aux membranes
cytoplasmiques des cellules sécrétrices ou des cellules environnantes, ANXAT se trouve a la surface
cellulaire.
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a ¢té attribué pour I’externalisation d’ANXAG6 dans des lignées cellulaires de cancer du sein

(305).

2) Interaction d’ANXA1 endogene avec les FPRs

Par des approches protéomiques nous avons montré, dans différentes lignées de mélanome,
qu’ANXAT1 peut se trouver sous une forme clivée dans sa partie N-terminale. En utilisant la
propriété d’ANXAL1 a se lier aux membranes phospholipidiques de fagon Ca”" dépendante,
nous avons montré¢ dans la lignée A375 qu’ANXA1 peut étre localisée a la surface des
cellules, et qu’ANXAL clivée n’est présente qu’au niveau membranaire. Cela suggere que:

e ANXAI entiére peut interagir de facon juxtacrine avec les FPRs des cellules

environnantes.

¢ un clivage pourrait se produire pour libérer un peptide pro-invasif et interagir de facon

paracrine avec les FPRs des cellules distantes.

Afin de caractériser ce clivage, nous avons soumis la protéine clivée de deux lignées de
mélanome a une dégradation d’Edman. Dans les deux lignées, le clivage d’ANXA1 se produit
apres la serine 28. A notre connaissance, ce site de clivage d’ANXAT1 n’a jamais été décrit.
Par des approches biochimiques, nous avons montré que ce clivage est réalis¢ par une sérine
protéase membranaire. Apres fractionnement des protéines membranaires en 21 fractions,
nous avons mis en évidence une activité protéolytique d’ANXAI1 dans 5 fractions. Les
identifications par LC-MS/MS ont révélé la présence d’une protéase membranaire, la nicaline,
dans 3 des 5 fractions analysées. La nicaline est une protéine qui a été identifiée en 2004 par
comparaison de séquence avec la nicastrine (308). La nicastrine est un composant du
complexe gamma-secrétase. Ce complexe clive Notch, lorsqu’il est activé, au niveau
membranaire (330). Il permet aussi le clivage de 1’amyloid precursor protein (APP) et la
libération du peptide amyloid (Ab) qui va s’accumuler au niveau du cerveau de patients
atteints d’Alzheimer (331, 332). Bien que la nicastrine posséde un domaine amino peptidase,
son role dans le complexe gamma-secrétase est d’assurer 1’assemblage des différents
composants (330). La nicaline présente une homologie de séquence avec la nicastrine au
niveau du domaine aminopeptidase. Cependant, le role qui lui a été attribué jusqu’a présent,
est la formation d’un complexe avec NOMO. Le complexe nicaline/NOMO a été identifié,

dans le zebrafish, comme un antagoniste de la voie de signalisation Nodal pendant la
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structuration du mésendoderme (308). L’activité protéolytique proprement dite mise en

évidence dans le mélanome serait donc une fonction nouvelle pour la nicaline.

Des ¢études supplémentaires pour documenter la présence de cette protéine dans les lignées de
mélanome ainsi que les conséquences d’une incubation de celle-ci avec ANXA1 permettront
de confirmer ou d’invalider cette possibilité. Lors d’une étude récente, il a été observé que la
PR3 et I’¢lastase clivent I’extrémité N-terminale d’ANXA1 (ANXAl,.5) au niveau de
plusieurs sites (333). Cela suggéere que la détermination du site de clivage d’ANXAT1 pourrait
ne pas étre suffisante pour déterminer la masse exacte du (des) peptide(s) libéré(s). La
confirmation de I’implication de la nicaline dans le clivage d’ANXA1 pourrait étre un outil
trés intéressant pour la détection du (des) peptide(s) ANXAIL. En effet I’incubation de la
protéase recombinante avec la fraction enrichie en ANXAT1, dans un premier temps, nous
permettera de déterminer la masse des peptides ANXAT1 libérés et la recherche de ces masses,
dans un deuxiéme, nous permettera de détecter ces peptides dans des échantillons biologiques

(surnageant cellulaire, tumeurs.....).

Ces travaux ont montré qu’ANXA1l a une valeur pronostique du mélanome cutané. La
compréhention de son mode d’action et I’identification des voies de signalisation qu’elle
gouverne ouvrent des perspectives pour de nouvelles stratégies thérapeutiques. Au
laboratoire, différentes stratégies de vectorisation pour la détection et le traitement du
mélanome ont été développées. Parmi ces vecteurs, différentes molécules ciblant efficacement
la mélanine ont été synthétisées. Coupler ces vecteurs avec des inhibiteurs de la nicaline ou
avec le tBoc ou encore avec un anticorps anti ANXAI serait interessant pour tester la valeur

thérapeutique d’ANXA1 dans modele pré-clinique.

III-  Conclusions
Ce travail de theése a permis de mettre en évidence I’implication d’ANXAT1 dans I’invasion du
mélanome cutané. ANXAT1 peut étre externalisée a la surface des cellules de mélanome ou
elle peut interagir de fagon juxtacrine avec les FPRs des cellules avoisinantes. ANXA1 peut
étre clivée par une sérine protéase membranaire permettant la libération d’un peptide pro-
invasif qui pourrait agir de fagon paracrine avec les FPRs des cellules distantes. Les
différentes approches cherchant a mettre en évidence le peptide ANXA1 ;.56 ainsi que d’autres
peptides N-terminaux n’ont pas €été concluantes. Nous avons identifié un site non décrit

jusqu’alors aprés la sérine 28, la recherche du peptide correspondant devra étre entreprise.

116



- ANXA1 o ca*

Z 3 Invasion . Peptide ANXA1

Clivage par une
' EPR sérine protéase

Invasion

Invasion

Figure 3: Mode d’action d’ANXAT1 pour la stimulation de ’invasion cellulaire

ANXALI est externalisée a la surface cellulaire. Sous sa forme enticre elle interagit de fagon
juxtacrine avec les FPRs des cellules voisines. Le clivage d’ANXAI1 par une sérine protéase
membranaire permettrait de libérer un peptide pro-invasif qui va interagir de fagon autocrine et
paracrine avec les FPRs.
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Nos résultats montrent cependant que 1’interaction d’ANXAT1 extracellulaire, mimée par le
peptide ANXAT1 ,.,6, avec les FPRs induit la voie MAPK et STAT3 qui vont par la suite
augmenter 1’activit¢é des MMP2 extracellulaires. Les MMP2 vont permettre la dégradation de
la MEC et I’invasion cellulaire.

L’ensemble de ces résultats constitue un argument pour prouver ’intérét d’ANXA1 comme
¢ventuel marqueur pronostique, capable d’indiquer a un stade précoce le potentiel invasif de
la tumeur. Le site de clivage mis en évidence pourra €galement envisager de nouvelles
investigations en spectrométrie de masse pour mettre en évidence le peptide ainsi généré. Ces
résultats suggerent aussi I’intérét d’utiliser ANXA1 comme une cible thérapeutique visant a

bloquer I’invasion du derme avant I’apparition des métastases.

L’ensemble de ces travaux confortent le role dynamique de la matrice extracellulaire sur le
comportement des cellules ; dans le cas particulier du mélanome 1’invasion du derme, depend
de la dégradation du collagene IV, qui peut étre clivé par les MMP2. La presence de peptides
ANXAI ou de la protéine elle-méme, peut participer au processus d’invasion précoce du
mélanome. De nombreuses autres protéines de la MEC sont également des acteurs de ce
mécanisme, il s’agit de proteines secrétées, ou encore localisées dans les exosomes ou encore
participant au dégradome. Les peptides en interagissant avec des partenaires membranaires
peuvent en effet induire de nombreuses modifications en termes de proliferation ou encore de
forme cellulaire. La compréhension des mécanismes d’invasion doit comprendre 1’étude du
peptidome extracellulaire (matrisome) et/ou du dégradome. C’est dans ce contexte que les
peptides de I’annexine Al mais également d’autres annexines (annexine A6) pourraient étre

spécifiquement étudiés.
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Annexe 1 : Identification d’ANXA1 entiére et clivée par MALDI-TOF/MS
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Annexe 4 : Identification d’ANXAG6 enticre et tronquée par MALDI-TOF/MS
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Annexe 5 : Identification d’ANXA7 et ’ANXA11 par MALDI-TOF/MS
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Fraction9
. - : # Peptides
Accession Description 2Coverage 2# Peptides 2# PSMs Score A2 [Coverage A2 A2 # PSM A2 # AAs MW [kDa] calc.pI
K7EMW4 Nicalin OS=Homo sapiens 4,09 1 1 489 54,8 7,49
Protein Group I
Sequence # PSMs Accessions Modifications| MH+ [Da] A2 IonScore A2 [Exp Value A2
QTQAASASQGSASAAEVLLR 1 K7EMW4 1946,86057 | High
Fraction 10
. L : # Peptides
Accession Description 2Coverage 2# Peptides 2# PSMs Score A2 [Coverage A2 A2 # PSM A2 # AAs MW [kDa] calc.pl
K7EMW4 Nicalin OS=Homo sapiens 10,22 3 5 489 54,8 7,49
Protein Group I
Sequence # PSMs Accessions Modifications| MH+ [Da] IonScore A2 [Exp Value A2
QTQAASASQGSASAAEVLLR 3 K7EMW4 1946,69390 High
TATANGFQMVTSGVQSK 1 K7EMW4 1727,68732| High
AVSDWLIASVEGR 1 K7EMW4 1403,17756 High
Fraction 11
. - : # Peptides
Accession Description 2Coverage 2# Peptides 2# PSMs Score A2 [Coverage A2 A2 # PSM A2 # AAs MW [kDa] calc.pI
K7EMW4 Nicalin OS=Homo sapiens 4,09 1 1 489 54,8 7,49
Protein Group e
Sequence # PSMs Accessions Modifications| MH+ [Da] IonScore A2 [Exp Value A2
QTQAASASQGSASAAEVLLR 1 K7EMW4 1946,86057 | High

Annexe 6 : Mise en évidence de la nicaline dans les fractions 9,10 et 11 par LC/MS-MS
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