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RESUME

Une tumeur est composée de plusieurs sous-populations cellulaires. L'une d’entre elles,
celle des cellules souches tumorales, est a l'origine du développement des tumeurs. Une
des propriétés majeures de ces cellules est la capacité d’entrer dans un état de quiescence.
De ce fait, elles sont résistantes aux thérapies anticancéreuses conventionnelles qui visent
les cellules cyclantes et peuvent ainsi persister pendant de nombreuses années. Ce
phénoméne est appelé dormance tumorale. L’activation de ces cellules souches tumorales
quiescentes conduit a la récidive de la maladie. Le passage de I'état quiescent a I'état activé
serait réversible, cependant les mécanismes responsables ne sont pas encore connus.
Notre hypothése est que les facteurs inflammatoires stimulent la transition des cellules de
I'état quiescent a I'état activé. Dans ce but, nous avons étudié les effets de la principale
cytokine pro-inflammatoire, le TNF, sur le compartiment des cellules souches de mélanome
et leur activation. Pour cela, nous avons utilisé un systeme d’expression, inductible par la
tétracycline, qui nous a permis d’identifier et d’étudier les cellules quiescentes H2B-GFP
positives et cela dans les modeles in vitro des mélanosphéres et des équivalents de peaux
humaines reconstruites, afin de se rapprocher de I'organisation tumorale in vivo. Grace a des
tests fonctionnels, comme la formation de mélanosphéres et de colonies, et diverses
techniques telles que la cytométrie en flux, la microscopie a fluorescence et I'analyse de
I'expression de génes au niveau protéique, nous avons mis en évidence que les cellules
H2B-GFP positives (« label retaining cells ») au sein des mélanospheéres montrent un
enrichissement en marqueurs de cellules souches du mélanome (ABCB5, VEGFR). De plus,
nous avons montré que le TNF agit sur le compartiment des cellules souches. En effet, un
traitement au TNF augmente le pourcentage de cellules exprimant des marqueurs de
cellules souches de mélanome, inhibe la différenciation des cellules de mélanome (inhibition
de I'expression de Melan-A dans les mélanosphéres et diminution de la pigmentation des
équivalents de peau), active les cellules souches quiescentes et induit des effets qui
perdurent aprés le retrait du TNF. Notre étude a montré que ces effets seraient causés par

une activation de la voie PI3SK/AKT par le TNF.

Un grand nombre de données suggérant qu’une sous-population de cellules cancéreuses est
capable d’entrer en quiescence en réponse a une thérapie anticancéreuse, nous avons
également étudié les effets de la premiere thérapie ciblée du mélanome : le vemurafenib, sur
le compartiment des cellules souches. Nos résultats ont montré que le vemurafenib
augmente le compartiment des cellules souches de mélanome (augmentation du
pourcentage de cellules exprimant un marqueur de cellules souches de mélanome : ABCB5)

et induit leur quiescence (augmentation du pourcentage de cellules H2B-GFP+ et en phase

13



GO du cycle cellulaire). Nous avons également montré que le vemurafenib stimule

I'activation de protéines régulant la quiescence des cellules souches.

Nous espérons que nos recherches apporteront de nouvelles connaissances sur les
mécanismes qui contrdlent I'activation des cellules souches cancéreuses quiescentes et

ainsi offrir de nouvelles perspectives pour le traitement du cancer.
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Mon travail de these a porté essentiellement sur les cellules souches tumorales de
mélanome, dont jai étudié la quiescence et l'activation et la relation avec la dormance
tumorale. J'ai accordé un intérét particulier au réle du TNF, une cytokine inflammatoire
majeure, dans ce contrdle, ainsi qu’aux effets de médicaments anticancéreux utilisés dans le
traitement du mélanome. J'ai utilisé diverses approches expérimentales pour ces travaux,
dont le recours au modele de la peau humaine reconstruite in vitro.
J'ai également contribué a des travaux sur les cellules souches normales et tumorales dans
d’autres modéles que la peau.
Il m’a semblé que pour permettre au lecteur de mieux comprendre mes travaux un chapitre
d’introduction s’imposait et devait comporter :
- un rappel de notions essentielles sur I'organisation structurelle et fonctionnelle de la
peau
- une description des mélanocytes, de la mélanogenése et du mélanome
- une partie consacrée aux cellules souches normales et cancéreuses et aux
principales voies de signalisation qui les contrélent
- une partie sur la dormance tumorale

- des notions essentielles sur les liens entre inflammation et cancer

17






Introduction

A - LA PEAU HUMAINE

| — Généralités et fonctions

La peau est un organe complexe qui couvre la totalité du corps. Elle exerce plusieurs
fonctions vitales, dont la principale est la protection contre les agressions physiques,
chimiques et biologiques. Elle contribue aussi au maintien de la température du corps et a la
transmission d’'informations sensorielles (température, toucher, douleur). C’est également un
organe aux propriétés immunitaires trés importantes (Nestle et al., 2009), qui héberge divers
types de cellules immunocompétentes (cellules présentatrices d’antigéne et lymphocytes T).
La peau est organisée en 3 parties: I'épiderme, qui est la couche externe (et ses appendices
associés : les follicules pileux et les glandes sudoripares et sébacées), le derme (séparé de
I'épiderme par la jonction dermo-épidermique) et I'hypoderme, qui est la couche la plus
profonde (figure 1). Les mélanocytes sont présents au niveau de I'épiderme et des follicules
pileux. L’épaisseur de la peau varie selon la localisation, de 50um a 4mm. On observe
également des variations au niveau de la distribution des appendices épidermiques et de la
densité des mélanocytes (Kanitakis, 2002). Embryologiquement, I'épiderme et ses
appendices sont d’origine ectodermique, tandis que le derme et 'hypoderme sont d’origine
mésodermique. Les mélanocytes dérivent des cellules de la créte neurale. Les cellules
souches multipotentes adultes présentes dans le « bulge » des follicules pileux jouent un
réle essentiel dans le renouvellement de I'épiderme suite a une blessure et de ses
appendices. En conditions normales, les cellules souches unipotentes de la couche basale
de I'épiderme sont responsables du renouvellement physiologique de I'épiderme (Ito et al.,
2005).
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Figure 1: La peau et ses appendices (Fuchs & Raghavan, 2002).

La peau est composée de I'épiderme (lui-méme subdivisé en 4 couches : basale, épineuse,

granuleuse et cornée), le derme et 'hnypoderme. On y trouve également des appendices tels

gue les follicules pileux et les glandes sudoripares et sébacées.

Il - L’épiderme

1 - Origine embryonnaire

Au cours de la quatriéme semaine du développement embryonnaire, I'embryon est

totalement recouvert par une assise cellulaire, 'ectoderme, qui prolifére afin de donner

naissance a une nouvelle couche externe, le périderme. La couche sous-jacente devenant

ainsi la couche basale de I'épiderme, qui a la onzieme semaine de développement prolifére

afin de former une couche intermédiaire, remplacée au cinquieéme mois par les trois couches

externes de I'épiderme mature en méme temps que I'élimination du périderme (Fuchs,

2007).
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2 — Structure et fonctions

L’épiderme a pour role de prémunir contre les infections, d’éviter la déshydratation et de
permettre la ré-épithélialisation aprés une blessure. Il constitue une barriére contre les

microbes et les agressions quotidiennes (Fuchs, 2007).

Il s’agit d’un épithélium malpighien stratifié, dérivé de I'ectoderme, non vascularisé, qui est
composé de plusieurs types cellulaires dont la majorité sont des kératinocytes (plus de
80%), les autres cellules étant des mélanocytes, des cellules de Langerhans et des cellules
de Merkel. Son épaisseur varie de 0,06 a 1mm selon la localisation. Il est constitué de 4
couches continues (du bas vers le haut) : la couche basale, la couche épineuse, la couche
granuleuse et la couche cornée (figure 2).

L'épiderme est en constant renouvellement. Pour cela, les kératinocytes basaux,
mitotiquements actifs, se détachent de la membrane basale et migrent vers les couches
supérieures de I'épiderme tout en se différenciant (Blanpain & Fuchs, 2006 ; Blanpain et al.,
2007). lls deviennent ainsi plus denses au niveau de la couche épineuse, se chargent en
granules lipidiques au niveau de la couche granuleuse et finissent par perdre leur noyau et
se chargent en kératine au niveau de la couche cornée, qui représente le résultat final de la
différenciation des kératinocytes (processus durant environ 28 jours) et est formée de
kératinocytes morts complétement différenciés en cornéocytes, constituant la barriére
épidermique et qui seront par la suite éliminés par desquamation (Fuchs, 2007 ; Brohem et
al., 2011). La croissance et le renouvellement de I'épiderme doivent étre soigneusement
contrblés, une prolifération insuffisante provoque un épiderme trop fin et une perte de la
protection, et trop de prolifération engendre des maladies dont le psoriasis et des cancers
(Fuchs, 2007).

Au plan moléculaire, la progression des kératinocytes vers la différenciation terminale
s’accompagne de changements graduels d’expression de divers genes : expression des
kératines 5 et 14 dans les cellules indifférenciées de la couche basale remplacée par celle
des kératines 1 et 10 dans les couches granuleuses et épineuses, expression successive de
la profilaggrine, de la filaggrine et enfin de I'involucrine dans la couche cornée (figure 2). Au
sein de la couche basale se trouvent des cellules souches épidermiques qui produisent une
descendance de cellules d’amplification transitoire qui proliférent puis s’engagent dans la
différenciation selon un modele généralement considéré comme hiérarchique. La voie de
signalisation Notch joue un réle majeur dans la transition des cellules de la couche basale a

la couche épineuse (Hsu et al., 20014).
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Figure 2: Architecture stratifiée de I’épiderme et étapes de la différenciation des
kératinocytes au cours de leur migration de la couche basale a la couche cornée
(Natarajan et al., 2014).

En plus des kératinocytes, I'épiderme contient également des mélanocytes, des cellules de
Langerhans, des cellules dendritiques épidermiques Tyd et des cellules de Merkel. Les
cellules de Langerhans sont des cellules dendritiques, ce sont des cellules présentatrices
d’antigene professionnelles, elles constituent environ 3 a 6% des cellules de I'épiderme. Les
cellules de Merkel possédent des caractéristigues neuroendocrines et épithéliales, elles
semblent fonctionner comme des mécanorécepteurs. Elles se situent au niveau de la couche

basale de I'épiderme (Kanitakis, 2002).

lll - La jonction dermo-épidermique

La jonction dermo-épidermique est une membrane basale complexe synthétisée par les
kératinocytes basaux et les fibroblastes dermiques qui sépare I'épiderme du derme. Elle
possede un réle fondamental de support mécanique pour I'adhérence de I'épiderme au
derme et régule les échanges métaboliques entre les deux compartiments. Elle sert de
support pour la migration des kératinocytes lors de la cicatrisation des plaies et est traversée
par divers types cellulaires (cellules de Langerhans...) au cours de processus

immunologiques et inflammatoires (Kanitakis, 2002).
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IV - Le derme

1 - Origine embryonnaire

Il dérive du mésenchyme primitif sous-jacent a I'ectoderme superficiel. Au troisieme mois de
développement, la jonction dermo-épidermique devient sinueuse et conduit a la formation

des papilles dermiques (Kanitakis, 2002).

2 — Structure et fonctions

Le derme est un tissu conjonctif de soutien, vascularisé, d’épaisseur variable, compressible
et élastique qui soutient et protege I'épiderme, ses appendices et les plexus nerveux et
vasculaires qui le traversent. Il est constitué de plusieurs types cellulaires : des fibroblastes
(cellules fondamentales du derme), des cellules dendritiques et des mastocytes (cellules
mononuclées ayant pour origine la moelle osseuse), des vaisseaux et terminaisons
nerveuses ainsi que d'une matrice extracellulaire composée de collagéne et de fibres

élastiques (Kanitakis, 2002).

Le derme superficiel (ou papillaire) est composé de fibres de collagéne disposées en
faisceaux laches et de fibres élastiques minces perpendiculaires a la jonction dermo-
épidermique. Le derme profond (ou réticulé) est composé de faisceaux de collagene
paralléles a la surface de la peau et d’épaisses fibres élastiques. La majorité (plus de 90%)
des fibres qui constituent le derme sont des fibres de collagéne de type 1 et 3, elles sont
responsables de la résistance mécanique de la peau (Kanitakis, 2002 ; Forni et al., 2012).

V - L’hypoderme

L’hypoderme est un tissu conjonctif lache constitué d’adipocytes, de vaisseaux sanguins, de
nerfs et de fibres de collagéne. Il est impliqué dans l'isolation thermique et la protection
mécanique. Il est également trés souple et permet le glissement de la peau sur les plans
profonds (Kanitakis, 2002).

VI - Les annexes cutanées

L’épiderme comprends des annexes, d’origine ectoblastique, qui sont les glandes cutanées
(glandes sudoripares eccrines et apocrines et glandes sébacées) et les phanéres (poils et
ongles). Les glandes sébacées sont pour la plupart annexées aux poils et constituent les

follicules pilo-sébacés, dont certains sont également annexés aux glandes sudoripares

23



Introduction

apocrines. Les glandes sudoripares eccrines sont, elles, toujours indépendantes des poils.
Parmi ces annexes nous ne décrirons que le follicule pileux du fait de son role essentiel
comme réservoir des cellules souches épidermiques et des cellules souches de mélanocytes

(figures 1 et 3).

Les follicules pileux sont totalement formés au cinquiéme mois du développement. lls sont
constitués a partir d’épaississements de la couche germinative de I'ectoderme qui
bourgeonnent afin de donner naissance a des bourgeons pileux, qui s’enfoncent dans le
derme sous la forme de cordon cellulaire et dont I'extrémité renflée constitue le « bulge », la
réserve de cellules souches épidermiques et mélanocytaires. Les cellules dermiques
environnantes, appelées papilles dermiques, s’invaginent ensuite a l'intérieur du bulbe ou
elles interagissent avec les cellules ectodermiques présentes afin de former la matrice du
poil, responsable de la formation de la tige du poil. La prolifération de cette matrice, vers la
surface de I'épiderme, transforme les cellules dérivées du cordon en gaines épithéliales
interne et externe. Le poil, qui fait saillie a I'extérieur, est ainsi constitué de deux parties : la
racine du poil (partie intra-épidermique) et la tige du poil (partie extra-épidermique). Par la
suite, la gaine épithéliale externe forme un bourgeon secondaire qui s’enfonce dans le
derme afin de former une glande sébacée. De plus, des cellules mésenchymateuses se
transforment en myoblastes au niveau du derme sous-jacent et forment ainsi le muscle
arrecteur du poil. Le cycle de vie des poils est divisé en trois phases : anagéne (phase de
croissance ou le poil s’allonge), catagéne (arrét de l'activité mitotique de la matrice) et
télogéne (phase de repos) aboutissant au remplacement du poil télogéne qui tombe, par un
nouveau follicule anagéne (Fuchs, 2007 ; Forni et al.,, 2012 ; Myung & Ito, 2012). Le
renouvellement de I'épiderme et des poils ainsi que leur pigmentation par les mélanocytes
sont assurés a partir des différents types de cellules souches épidermiques et
mélanocytaires présentes dans le « bulge » du follicule pileux. Les cellules souches du
« bulge » migrent vers la couche basale de I'épiderme et vers la racine du poil. Les cellules
souches du follicule pileux sont également a l'origine de la formation des glandes sébacées
(Tiede et al., 2007 ; Kanitakis, 2002 ; Blanpain & Fuchs, 2014).

VIl - La peau humaine reconstruite in vitro

La peau, malgré sa complexité, est 'un des premiers organes a avoir été reconstruit in vitro.
Le modéle de peau humaine reconstruite consiste a faire pousser des kératinocytes sur un
support de fibroblastes dermiques. La matrice de collagene, apportée par les fibroblastes,
associée a une exposition a I'air, permet d’obtenir une différenciation des kératinocytes et un

développement stratifié de I'épiderme mimant parfaitement la structure de la peau normale.
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L’incorporation de différents types cellulaires, dont les mélanocytes, permet d’obtenir un
équivalent de peau plus proche de la physiologie (Auxenfans et al., 2009 ; MacNeil, 2007). Il
est également possible d’ajouter divers facteurs diffusibles ou d’utiliser des sous-populations
de cellules tumorales éventuellement génétiguement modifiées, dont le réle dans la biologie
de la peau normale ou pathologique peut ainsi étre facilement étudié (Kalish et al., 2009). Ce
modeéle a dans un premier temps été utilisé pour la recherche et la thérapie cellulaire.
Aujourd’hui, il est de plus en plus utilisé afin d’étudier des maladies de la peau, dont les
cancers et notamment le mélanome (Semlin et al., 2011). L’incorporation de cellules de
mélanome dans des équivalents de peau en culture a ainsi été utilisée par quelques équipes
afin d’étudier linvasion tumorale et les interactions des mélanocytes malins avec les

kératinocytes (Eves et al., 2000 ; Li et al., 2011).

Parmi les populations cellulaires présentes dans la peau, il en est une, minoritaire

mais trés importante, ayant un role de protection de I’ADN, il s’agit des mélanocytes.
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B —LES MELANOCYTES, LA MELANOGENESE ET LE MELANOME

| — Les mélanocytes

Les mélanocytes sont la population cellulaire de I'épiderme responsable de la pigmentation
de la peau, des cheveux et des yeux. Ce sont des cellules de forme ovale ou fusiforme, au
noyau basophile et contenant des mélanosomes (organites cytoplasmiques permettant la
synthese de mélanine, pigment naturel). Leur distribution est réguliere entre les
kératinocytes basaux (ratio : 1 mélanocyte pour 10 kératinocytes basaux) et leur densité
varie de 500 & 2 000 cellules par mm? (Kanitakis, 2002 ; Uong & Zon, 2010 ; Cichorek et al.,
2013).

Les mélanocytes dérivent de progéniteurs de la créte neurale, induite pendant la
gastrulation, qui donne naissance a de nombreux types cellulaires dont les ostéocytes, les
chondrocytes ou encore les neurones sensoriels. Ces cellules de la créte neurale,
initialement multipotentes, restreignent leur potentiel de développement en fonction de leur
localisation anatomique et de facteurs intrinseques. Aprés induction, les progéniteurs de la
créte neurale ou cellules souches subissent une transition eépithélium-mésenchyme
permettant leur migration. Par la suite, les cellules souches multipotentes de la créte neurale
se développent en progéniteurs bipotents (cellule gliale ou mélanocyte) puis en précurseurs
non pigmentés : les mélanoblastes (Uong & Zon, 2010 ; Dupin & Sommer, 2012 ; Mort et al.,
2015). Tous les mélanocytes ne proviennent pas directement des cellules souches de la
créte neurale. Certains sont issus de la dédifférenciation de cellules de Schwann en
mélanoblastes. En effet, in vitro, des cellules de Schwann, isolées d’'un embryon, peuvent
étre reprogrammées en mélanocytes ou en myofibroblastes. De plus, le phénotype des
mélanocytes est instable. Privés de leur environnement naturel et en présence de mitogénes
spécifiqgues (EDN3), les mélanocytes sont capables de revenir a leur état ancestral (Dupin,
2011 ; Dupin & Coelho-Aguiar, 2013). Dans les zones dépourvues de follicules pileux, les
mélanoblastes migrent au niveau de la couche basale de I'épiderme, achévent leur
différenciation en mélanocytes et produisent de la mélanine (Kanitakis, 2002 ; Uong & Zon,
2010 ; Cichorek et al., 2013). Dans les régions pourvues de follicules pileux, les
mélanoblastes peuvent également migrer au niveau de ces follicules ou ils sont répartis en
deux populations. La premiére se différencie en mélanocytes et est responsable de la
coloration des cheveux. La deuxieme, localisée dans la partie inférieure permanente des
follicules pileux, n’achéve pas le processus de différenciation et constitue un pool de cellules
souches de mélanocytes (figure 3). Cette population cellulaire est responsable du maintien

du systeme de pigmentation des follicules pileux (Osawa, 2008). Les mélanocytes sont des
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cellules qui proliferent trés lentement et qui résistent a I'apoptose grace a une production

importante de la protéine anti-apoptotique Bcl2 (Yamaguchi et al., 2007). La densité et la

différenciation des mélanocytes sont influencées par I'environnement, notamment les rayons

UV et les facteurs sécrétés par les kératinocytes et fibroblastes voisins (figure 3).
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Figure 3 : Localisation des mélanocytes et des cellules souches de mélanocytes dans

les follicules pileux (Hsu et al., 2014).

Les mélanocytes sont situés dans la couche basale de I'épiderme ainsi qu’au niveau de la

partie la plus inférieure du follicule pileux. Les cellules souches de mélanocytes sont, elles,

situés au niveau du « bulge » du follicule pileux (Nishimura, 2011).
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Il - La mélanogenese

L'une des principales fonctions des mélanocytes est d’assurer la protection des
kératinocytes des rayons UV en produisant de la mélanine grace a la mélanogenése (figure
5). Les rayons UV sont absorbés par la mélanine et leur énergie est convertie en chaleur,
une forme d’énergie moins toxique, réduisant les dégats a 'ADN. Ce processus se déroule
au sein des mélanosomes et aboutit a la synthése de phéomélanine (pigment jaune/rouge)
et/ou eumélanine (pigment photoprotecteur brun/noir) en fonction des substrats et enzymes
présents (Cichorek et al., 2013).

1-La mélanine

La mélanine est un polymére responsable de la coloration de la peau, des cheveux et des
yeux chez I'homme. Il existe deux types de mélanine : I'eumélanine et la phéomélanine

(figure 4). Toutes deux dérivent de la tyrosine.

OH
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Eumelanin Pheomelanin

Figure 4 : Structure de I'eumélanine et de la pheomélanine (Ito & Yakamatsu., 2008).

L’eumélanine est un polymére trés hétérogéne constitué de différents états d'oxydation
d’unités 5,6-dihydroxyindole (DHI) et d'acide 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylique (DHICA) et
d’unités pyrroliques issues de leur clivage par peroxydation. La structure de la phéomélanine

se compose essentiellement d'unités benzothiazine.
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2 — La biosynthese de la mélanine

La mélanogenese débute par la conversion de L-phenylalanine en L-tyrosine par la PAH
(phenylalanine hydroxylase). La tyrosine présente dans les mélanosomes est ensuite
hydroxylée en L-DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) grace a l'activité de la tyrosinase, qui
permet également I'oxydation de la L-DOPA en Dopaquinone (figure 5). La tyrosinase est
une glycoprotéine située au niveau de la membrane des mélanosomes. Elle posséde un
domaine interne (qui contient la région catalytique représentant 90% de la protéine),
transmembranaire et cytoplasmique (d’environ 30 acides aminés) En présence de cystéine,
la Dopaquinone réagit avec la cystéine pour former du 2- ou 5-cysteinylDOPA, qui sera
ensuite oxydé et polymérisé en phéomélanine soluble. En absence de cystéine, la
Dopaquinone subit une cyclisation en Dopachrome, qui soit, perd un groupement acide
carboxylique afin de former le DHI (5,6-dihydroxyindole) qui sera par la suite oxydé et
polymérisé en eumélanine insoluble, soit est converti en DHICA (DHI-2-carboxylic acid) sous
l'action de TYRP2/DCT (Tyrosinase-related protein 2) puis en eumélanine sous l'action de la
tyrosinase et de TYRP1 (Tyrosinase-related protein 1). La peau est ainsi constituée d’'un

mélange de ces différents types de mélanines (Cichorek et al., 2013).
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Figure 5: Les voies de biosynthése menant a la production d’eumélanine et de
phéomeélanine (Ilto & Yakamatsu., 2008).

Les activités de la tyrosinase, de Tyrpl et de Tyrp2, sont impliquées dans la production
d'eumélanine, tandis que la tyrosinase et la cysteine sont nécessaires a la production de

phéomélanine.

3 —La mélanogenése

La mélanogenése se déroule au sein d’organites, formés spécifiquement au sein des
mélanocytes, les mélanosomes. Ces derniers présentent quatre stades de maturation. Les
mélanosomes de stade | (ou pré-mélanosomes) se développent a partir du réticulum
endoplasmique. lls possédent une matrice amorphe et des vésicules internes qui se forment
suite a linvagination de la membrane. Les eumélanosomes de stade |l ont une matrice
fibrillaire organisée et structurée et expriment I'enzyme tyrosinase mais ne synthétisent pas
de mélanine, contrairement aux phéomélanosomes de stade Il, qui eux, en sythétisent déja.

Le dépdt de la mélanine sur la matrice fibrillaire se produit dans les eumélanosomes de
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stade Il et, au stade |V, ces derniers sont entierement mélanisés et leur matrice interne est

masquée par des dépbts de mélanine (Park et al., 2009).

Le processus de synthese de mélanine débute par I'activation de p53 (figure 6). Ce dernier
induit la transcription du géne POMC (proopiomelanocortin), qui sera ensuite clivé en a-MSH
(melanocyte stimulating hormone) et ACTH (adrenocorticotropic hormone). Une fois libérée
par les kératinocytes, 'a-MSH se lie a son récepteur, MC1R (Melanocortin 1 receptor), situé
a la surface des mélanocytes. La liaison de 'a-MSH sur MC1R déclenche une augmentation
de 'AMPc dans les mélanocytes, qui provoque l'activation de la protéine kinase A (PKA), qui
induit la phosphorylation de CREB (CAMP response element), un facteur de transcription.
CREB induit I'expression de MITF (microphatimia-associated factor) qui provoque la
synthese de mélanine a partir de tyrosine dans les mélanosomes (Garibyan & Fisher, 2010 ;
Videira et al., 2013). Ces derniers se dirigent ensuite vers les dendrites des mélanocytes,
grace a l'action de protéines microtubulaires (kinésine et dynéine) et se lient aux filaments
d’actine. Dans I'épiderme, chaque mélanocyte interagit, via ses dendrites, avec 30 a 40
kératinocytes, permettant le transfert des mélanosomes matures vers le cytoplasme des
kératinocytes. Ce transfert peut s’effectuer de différentes maniéres: exocytose,
cytophagocytose, fusion de membranes plasmiques ou transport par vésicules
membranaires (Videira et al., 2013). L’exocytose implique la fusion de la membrane des
mélanosomes avec la membrane plasmigue des meélanocytes suivie de la libération des
mélanosomes dans I'espace intercellulaire et de leur phagocytose par les kératinocytes
voisins. La cytophagocytose est la phagocytose des extrémités des dendrites des
mélanocytes, qui, dans les kératinocytes, fusionnent avec les lysosomes et sont transportés
au niveau supranucléaire ou les membranes des phagolysosomes se rompent et libérent les
mélanosomes. La fusion des membranes plasmiques des kératinocytes et des mélanocytes
crée un espace a travers lequel les mélanosomes sont transférés des mélanocytes vers les
kératinocytes. Enfin, le transport par vésicules membranaires implique I'excrétion de
vésicules contenant des mélanosomes des mélanocytes suivie par leur phagocytose par les
kératinocytes ou leur fusion avec la membrane plasmique des kératinocytes (Park et al.,
2009). Une fois au niveau du noyau des kératinocytes, la mélanine protége leur ADN des

futures expositions aux rayons UV (Garibyan & Fisher, 2010).
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Figure 6 : Récepteurs, ligands et autres facteurs régulant la pigmentation de la peau
humaine (Yamaguchi et al., 2007).
Le comportement des mélanocytes est influencé de maniére positive ou négative par les

kératinocytes épidermiques et les fibroblastes dermiques voisins.

4 — Contrbéle moléculaire de la mélanogenese

Des mécanismes extrinséques régulent la pigmentation de la peau, et notamment les rayons
UV (figure 7). Il existe deux types de pigmentation induite par les UV : les pigmentations
immédiate et retardée. La pigmentation immédiate est causée par les UVA, elle apparait
guelques minutes aprés I'exposition et disparait quelques minutes a quelques jours plus tard
et n’est pas dépendante de 'augmentation de la synthése de mélanine mais a 'oxydation de

la mélanine pré-existante et la redistribution des mélanosomes dans les couches
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supérieures de I'épiderme. La pigmentation retardée se produit trois a quatre jours aprés
I'exposition aux UV (principalement les UVB) et disparait en quelques semaines. Elle résulte
de l'augmentation du niveau de meélanine épidermique, surtout 'eumélanine. L’exposition
aux UV augmente également la prolifération et/ou le recrutement des mélanocytes, le
nombre de dendrites des mélanocytes, le transfert des mélanosomes aux kératinocytes et
les niveaux de TNF et d’IL-1, des cytokines qui inhibent la mélanogenese (Park et al., 2009 ;
Videira et al., 2013 ; Sulaimon & Kitchell, 2003).

UVR
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Figure 7 : Dialogue entre kératinocytes et mélanocytes (Garibyan & Fisher, 2010).
Les rayons UV provoquent le bronzage de la peau et peuvent induire, en cas d’exposition

excessive, une carcinogenese.

La pigmentation de la peau est régulée par différents mécanismes intrinséques. La voie
principale qui contréle la mélanogenese est la voie faisant intervenir POMC et I'a-MSH.
Cependant, une autre voie peut également étre impliquée et fait intervenir KIT et SCF. KIT
est un récepteur a activité tyrosine kinase de type Il qui lie le SCF (Stem Cell Factor) produit
par les kératinocytes (Khaled et al., 2003). Les différentes voies de la mélanogenése
convergent toutes vers MITF (Microphtalmia-associated transcription factor), un facteur de

transcription qui contréle les enzymes de la pigmentation et joue un réle dans le contréle du
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cycle cellulaire et 'apoptose des kératinocytes (figure 8). MITF fait partie de la famille de
facteur de transcription MiT, qui comprend trois autres membres : TFEB (transcription factor
EB), TFE3 et TFEC. L’expression de MITF est restreinte a certains tissus cellulaires
spécifiques, les autres membres de cette famille ont eux une expression plus ubiquitaire. De
plus, MITF est le seul membre fonctionnellement essentiel au développement normal des
mélanocytes (Levy et al., 2006). MITF se lie a des éléments consensus conserves au niveau
des promoteurs des geénes : les M-box (M-(AGTCATGTGCT)) et E-box (E-(CATGTG)). Il
existe neuf isoformes de MITF. L’isoforme MITF-M contréle la transcription de la tyrosinase,
de TYRP1 et DCT dans les mélanocytes (Park et al., 2009). Il régule également d’autres
génes aux fonctions moins définies dont MART1 (melanoma antigen recognized by T-cells)
(Levy et al.,, 2006). L'activité¢ et la stabilité de MITF sont régulées par son état de
phosphorylation. Aprés sa phosphorylation, MITF se lie aux séquences M-box ou E-box afin
d’activer la transcription de génes, cependant sa phosphorylation diminue ensuite sa stabilité
et favorise sa dégradation par le protéasome (Park et al., 2009). MITF est, de plus, un
oncogéne amplifié dans certains mélanomes et régule de maniére transcriptionnelle de
nombreux génes qui contrélent la prolifération et la survie. En effet, TBX2 (T-Box
transcription factor 2), qui induit la répression du promoteur de p19®", est impliqué dans la
pigmentation et est une cible de MITF. MITF est également capable de réguler la
progression du cycle cellulaire en agissant sur I'expression de CDK2. Le geéne anti-
apoptotique BCL2, de méme que HIF1a, p21, p16"™K?
et c-MET sont également des cibles de MITF (Levy et al., 2006).

, I'histone acétyltransférase CBP/p300
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Figure 8 : Les cibles de MITF (Levy et al., 2006).

MITF est impliqué dans linduction de mélanome, la différenciation des mélanocytes, la
progression du cycle cellulaire et la survie. MITF posséde de nombreux génes cibles (fleches
roses) dont certains sont impliqués dans l'arrét du cycle cellulaire (p21, p16™**), la
prolifération cellulaire (TXB2, CDK2), la survie cellulaire (BCL2) ou la différenciation (TYR,
TYRP1, DCT, MART1, AIM-1 et PMEL17). D’autres voies de signalisation (fleches noires)
sont connectées a MITF dont des facteurs de croissance (GF) qui conduisent a I'activation
de récepteurs de tyrosine kinase (TK) suivie d’'une cascade de phosphorylation et de l'a-
MSH.

36



Introduction

Certains facteurs permettent d’inhiber la mélanogenése. Parmi eux, on distingue les
sphingolipides, qui favorisent la dégradation de MITF, ou BMP-4 qui diminue I'expression de
la tyrosinase dans les mélanocytes. Les rayons UV provoquent la synthese, par les
kératinocytes, d’IL-1 et d’ET-1 (endothelin-1), qui ont des effets opposés sur la
mélanogenese. En effet, ET-1 stimule la mélanogeneése et la prolifération des mélanocytes,
tandis que I'lL-1 a I'effet inverse et inhibe également la prolifération de certaines cellules de
mélanome. Une autre cytokine influence également la mélanogenése. Il s’agit du TNF,
présent dans I'épiderme et le derme de la peau humaine saine. Cette cytokine diminue
lactivité de la tyrosinase de maniére dose dépendante et inhibe la prolifération des

mélanocytes (Slominski et al., 2004).

Sous l'effet de mutations, les mélanocytes peuvent subir une transformation maligne

conduisant au développement d’un cancer trés agressif : le mélanome.

Il = LE MELANOME

1 - Epidémiologie

Le mélanome malin est le plus dangereux des cancers de la peau. Il est trés métastatique et
résistant aux thérapies conventionnelles (Shain & Bastian, 2016). Il ne représente que 3%
des cancers de la peau mais est responsable de plus de 75% des décés dus a un cancer de
la peau. En France, le mélanome se situe au 11°™ rang des cancers les plus fréquents, avec
environ 11 000 nouveaux cas diagnostiqués et environ 1 700 déces recencés en 2012
(INCa). L’incidence du mélanome, qui augmente avec I'age, est la plus élevée en Australie
et Nouvelle Zélande. Le mélanome primaire est curable dans 95% des cas, s'il est
diagnostiqué tét (avant l'invasion dans le derme) et aprés exérése chirurgicale, une atteinte
des ganglions lymphatiques diminue ce pourcentage de 50%. En présence de métastases,
le pronostic est trés mauvais avec une médiane de survie de 6 a 9 mois (Foletto & Haas,
2014 ; Schatton et al., 2008 ; Shenenberger, 2012 ; Giblin & Thomas, 2007 ; Tronnier et al.,
2013). Une amélioration récente a fait jour grace a l'introduction des thérapies ciblées et de

limmunothérapie.

2 — Développement

Le mélanome résulte de la transformation maligne de mélanocyte ou de son précurseur
indifférencié (cellule souche de mélanocyte), qui est attribuée, dans plus de 80% des cas, a

des expositions intermittentes aux rayons UV et coups de soleil, particulierement pendant
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l'enfance, et dans 8 a 12% des cas, a une prédisposition génétique (antécédents de
mélanome dans la famille). Les UVA et UVB sont capables de favoriser le développement et
la progression du mélanome, mais seuls les UVB agissent directement sur 'ADN. Les UVA,
qui pénétrent plus efficacement dans la peau, agissent de fagon indirecte en induisant la
production d’espéces réactives de l'oxygéne qui causent des dommages a I'ADN,

provoquant ainsi des mutations (Hoerter et al., 2012).

La classification des mélanomes (déterminée par la classification TNM) s’effectue selon
différents critéres : I'épaisseur de la tumeur (en mm), le degré d’envahissement
ganglionnaire, la présence d’ulcération, la profondeur de pénétration ainsi que la localisation

des métastases (Shenenberger, 2012 ; Schatton et al., 2008).

Histologiguement, il existe 5 stades de progression du mélanome : nevi bénin sans
modifications dysplasiques, nevi dysplasique, phase de croissance horizontale, phase de
croissance verticale, formation de métastases. (Schatton et al., 2008 ; Shain & Bastian,
2016). Le mélanome se développe initialement dans I'épiderme puis envahit le derme
(Grichnik, 2008).

Le pronostic de survie globale a 5 ans est évalué selon I'indice de Breslow, qui correspond a
I'épaisseur de la tumeur initiale (en mm), ainsi que de l'indice de Clark, qui indique le niveau

d’invasion en profondeur (Schatton et al., 2008).

L’évaluation des lésions cutanées se fait par dermatoscopie, en cas de lésion suspecte, une
biopsie est réalisée. Afin de permettre un diagnostic précoce, une régle dite de « TABCDE »
(Shenenberger, 2012) a été congcue en 1985 puis modifiée en 2004 afin de reconnaitre les
signes suspects, c’est a dire une asymétrie (A), des bords irréguliers (B), un changement de

couleur (C), une augmentation du diameétre (D) et une évolution (E).

Il existe différents types de mélanome (figure 9). Le mélanome d’extension superficielle est
le plus fréquent, il représente 70 a 80% des cas de mélanome. Il est causé par des coups de
soleil importants ou des expositions intermittentes aux rayons UV. |l se présente sous la
forme de grains de beauté irréguliers ou des taches de couleurs noires ou marron et est
caractérisé par une phase de croissance horizontale lente avant de devenir invasif. I
apparait le plus fréquemment sur le cou et la partie supérieure du tronc chez 'lhomme et la
partie inférieure des jambes chez la femme (Bataille, 2013). Le mélanome nodulaire est la
forme qui évolue le plus rapidement. Il représente 4 & 18% des cas. |l peut atteindre toutes
les parties du corps y compris celles non exposées au soleil et touche le plus fréquemment
la téte, le cuir chevelu, le cou et le tronc. Le mélanome de Dubreuilh apparait le plus souvent

chez les personnes agées de 60 a 80 ans. |l représente 5 a 10% des cas et est lié a des
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expositions chroniques au soleil. Il est caractérisé par une évolution lente et se présente
sous la forme de taches pigmentées allant du marron foncé au noir. Enfin, le mélanome
acro-lentigineux se développe sur des zones non exposées au soleil telles que la paume des
mains, la plante des pieds ou sous les ongles. Il apparait sous forme de Iésions foncées
planes puis sous forme de nodules (Schatton et al., 2008 ; Shenenberger, 2012 ; Giblin &
Thomas, 2007 ; Lo & Fisher, 2014).

Figure 9 : Les différents types de mélanome (Lo & Fisher 2014).
A : mélanome d’extension superficielle. B : mélanome de Dubreuilh. C : mélanome nodulaire.

D : mélanome acro-lentigineux.

La transformation des mélanocytes en cellules de mélanome, leur invasion et le
développement de métastases implique un switch phénotypique des cellules, ressemblant a
la transition épithélium-mésenchyme. Ce mécanisme jouerait un réle important dans
'acquisition des propriétés métastatiques dans de nombreuses tumeurs solides en altérant
l'intégrité des jonctions cellule-cellule, en induisant une perte de la polarité et de marqueurs
épithéliaux, résultant en une perte de contact entre cellules voisines. Grace a ce processus,
les cellules tumorales acquiérent un phénotype mésenchymateux et présentent des
propriétés d’invasion et de migration leur permettant d’interagir avec la matrice extracellulaire
et d’envahir les tissus voisins. La transition épithélium-mésenchyme s’accompagne de la
perte d’expression de marqueurs épithéliaux, tel que I'E-cadhérine, et de I'acquisition de
marqueurs mésenchymateux, tels que la N-cadhérine ou I'ostéonectine (SPARC). Plusieurs
répresseurs de I'E-cadhérine ont a ce jour été indentifiés. Il s’agit de SNAIL, un facteur de
transcription, SLUG (SNAI2), ZEB1, ZEB2, E47 (TCF3), TCF4 et Twist. De plus, un des
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mécanismes induisant la transition épithélium-mésenchyme dans de nombreux cancers est
I'activation de la voie de signalisation MAP/ERK, qui active SNAIL afin d’'inhiber I'expression

de 'E-cadhérine et le phénotype de type épithélial (Li et al., 2015).

Dans le mélanome, la perte de I'expression de I'E-cadhérine et I'acquisition de I'expression
de la N-cadhérine et de SPARC sont associées au développement des métastases. De plus,
SPARC active et maintien I'expression de SLUG afin de favoriser I'invasion des cellules de
mélanome. Par la suite SLUG active ZEB1 inhibant ainsi I'expression de I'E-cadhérine.
Cependant, d’autres mécanismes que ceux caractérisés par la transition épithélium-
mésenchyme peuvent également provoquer ce switch de phénotype. En effet, la perte de
'expression de LEF1 et l'acquisition de I'expression de TCF4 sont associées a la
progression tumorale impliquant la transition d’'un phénotype prolifératif a invasif. Le
complexe B-caténine/LEF1 est régulé par la voie de signalisation Wnt et conduit a I'activation
de Mitf (Li et al.,2015)..

3 - La mutation BRAF

La voie RAS/RAF/MEK/ERK est I'une des voies de signalisation clé qui intégre des signaux
extracellulaires. ERK1 et ERK2 sont deux isoformes de sérine/thréonine kinase activées via
la phosphorylation des deux résidus thréonine et tyrosine au sein de leur séquence TEY,
située dans leur domaine d’activation, par la kinase MEK. Une fois activé, ERK phosphoryle
des substrats cytoplasmiques, membranaires et nucléaires, dont la plupart sont des
protéines kinases. RAF peut activer quelques protéines autres que MEK, cependant, le seul
substrat de MEK est ERK, et aucune autre protéine qUERK ne peut activer ses substrats.
Une des principales fonctions d’ERK est d’induire la prolifération cellulaire. En effet, une forte
activité d’ERK, de méme que sa translocation dans le noyau, sont nécessaires tout au long
de la phase G1 du cycle cellulaire afin de permettre I'entrée en phase S. L’étape clé qui
permet aux cellules quiescentes d’entrer en cycle est la formation du complexe Cycline D-
CDK4/6. De méme, linhibition des CKI (inhibiteurs de CDK) est également nécessaire.
L’activation d’ERK permet d’augmenter l'activité¢ des CDK, d’induire I'expression de la
Cycline D1 et d’inhiber les CKI. De plus, une faible activité de RAS conduit a une entrée en
cycle des cellules, tandis qu’une trés forte activité de RAS provoque un arrét du cycle
cellulaire par induction de I'expression d’un inhibiteur du cycle : p21cipl, dont I'accumulation,
par une forte activité d’ERK, inhibe le complexe Cycline E/CDK2 et bloque ainsi I'entrée en
phase S (Chambard et al., 2007).

Dans 50% des cas de mélanome, les cellules cancéreuses présentent une mutation au

niveau du géene BRAF (figures 10 et 11). Cette mutation, présente dans le domaine kinase,
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consiste, dans plus de 80% des cas, en une substitution d’'une valine par un acide
glutamique au niveau du 600°™ codon (BRAF'*F). Le domaine kinase de la protéine mutée
est constitutivement actif donnant ainsi un signal de survie et de prolifération aux cellules
cancéreuses (Foletto & Haas, 2014 ; Lo & Fisher, 2014 ; Regad, 2013 ; llieva et al., 2014,
Hu-Lieskovan et al., 2014). En effet, contrairement a la protéine BRAF WT, la protéine BRAF
mutée est active méme sous forme de monomére et n’a pas besoin de linduction de la
dimérisation par la protéine NRAS-GTP (Spagnolo et al., 2014). Dans 20% des cas il s’agit
d’une substitution d’une valine par une lysine : BRAF'®® et dans 5 & 7% des cas d’une

substitution d’une valine par une arginine : BRAF'**® (Fedorenko et al., 2015).

D’autres mutations sont également retrouvées, notamment la mutation du géne NRAS qui
touche 15 a 25% des patients atteints de mélanome ou encore une amplification de la
protéine AKT3 ou la perte de la protéine PTEN par délétion ou silencing épigénétique
(Sullivan & Fisher, 2014 ; Lo & Fisher, 2014). D’autres mutations affectent des génes
suppresseurs de tumeur tels que CDKN2A et CDK4 ou des génes impliqués dans la
réparation de 'ADN (Regad, 2013).
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Figure 10 : La voie de signalisation MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase)
(Munoz-Couselo et al., 2015).
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BRAF est mutée dans 50% des mélanomes. Dans ce cas, cette kinase, physiologiquement
activée par RAS, se retrouve constitutivement active et induit une prolifération excessive des

cellules.
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Figure 11 : Les voies de signalisation dans le mélanome (Lo & Fisher, 2014).

La voie de signalisation MAPK favorise la croissance cellulaire et la survie et est
constitutivement active dans la plupart des mélanomes. Les membres de la famille RAS sont
activés par des récepteurs de tyrosine kinase (RTK) et des signaux via des protéines
effectrices dont la kinase RAF ou la PI3K. Les oncogenes BRAF et NRAS sont mutés dans
plus de 50% et environ 30% des mélanomes respectivement. La voie de signalisation de c-
KIT est essentielle pour le développement des mélanocytes et est associée aux mélanomes
causés par des expositions chroniques au soleil. MITF, le principal facteur impliqué dans la
régulation des mélanocytes, est exprimé en réponse aux signaux de MC1R, dont la perte
d’expression est associée a une augmentation du risque de développer un mélanome. Les
oncogeéenes et genes suppresseurs de tumeurs identifiés dans le mélanome sont inscrits en

rouge. Les lignes en pointillés représentent des composants de la voie non cités.
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4 - Les traitements

Le traitement est influencé par le stade de la maladie et la présence ou non de métastases
(Marzuka et al., 2015). La difficulté étant le traitement du mélanome métastatique, pour
lequel le seul traitement a été pendant de nombreuses années la chimiothérapie, trés peu
efficace sur ce cancer trés résistant. Le traitement du mélanome métastatique a été
révolutionné par l'introduction récente des thérapies ciblées puis de I'immunothérapie ciblant

les points de contréle immunologiques.

a - Lachirurgie

L’excision chirurgicale est le premier traitement d’'un mélanome. L’indice de Breslow permet
de déterminer la marge de l'excision, qui permet d’assurer la suppression compléte de la
tumeur primaire et des cellules de mélanome résiduelles et ainsi diminuer le risque de
rechute. En cas d’'un indice de Breslow de 1 ou plus, une biopsie du ganglion sentinelle est
réalisée (Shenenberger, 2012). En présence de métastases, un traitement par
chimiothérapie, thérapie ciblée ou immunothérapie est effectué.

b - La chimiothérapie

La premiére chimiothérapie approuvée par la FDA (Food and Drug Administration) en 1975
pour le traitement du mélanome métastatique fut la dacarbazine. Il s’agit d’'un agent alkylant
qui conduit a la dénaturation de 'ADN et a la mort de la cellule. Pendant de nombreuses
années, la dacarbazine a été la premiére ligne de traitement pour les patients atteints de
mélanome métastatique et elle est toujours considérée aujourd’hui comme le choix de
chimiothérapie par défaut pour la plupart des patients atteints de mélanome. Ce traitement
s’accompagne d’effets secondaires importants. Lorsqu’elle est utilisée seule, la dacarbazine
a un taux de réponse partielle ne dépassant pas 25%, un taux de réponse compléete de 5%,
un taux de rémission de moins de 12%, et n’améliore pas la survie. Depuis, d’autres agents
cytotoxiques sont apparus. Le témozolamide, un dérivé de la dacarbazine délivré par voie
orale, présente un taux de réponse similaire dans le mélanome métastatique mais a
'avantage de passer la barriere hémato-encéphalique et est ainsi devenu la premiéere ligne
de traitement pour les métastases cérébrales. Le fotemustine, un autre agent alkylant,
présente un taux de réponse globale plus élevé comparé a la dacarbazine en traitement de
premiére ligne du mélanome métastatique, avec une tendance a I'amélioration de la survie
globale d’ou son approbation comme traitement de premiére ligne en Europe et en Australie
(Foletto & Haas, 2014 ; Tronnier et al., 2013 ; Davey et al., 2016).
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c — Les thérapies ciblées

La découverte de la grande hétérogénéité génétique des mélanomes a permis d’améliorer le
traitement des patients présentant des mutations « drivers » pouvant étre ciblées par des
médicaments spécifiques. La plupart d’entre elles impliquent la voie de signalisation ERK
qui, dans 90% des mélanomes, est activée par des mutations oncogéniques (Munoz-
Couselo et al., 2015). Plusieurs drogues ont a ce jour été approuvees par la FDA pour le
traitement des mélanomes métastatiques non résécables. (Holderfield et al., 2014 ; Menzies
& Long, 2014).

Inhibition de BRAF mutée : le Vemurafenib

Il s’agit d’'un inhibiteur spécifique de la protéine BRAF mutée V600E, approuvé par la FDA en
2011, pour les mélanomes métastatiques (stades 3 et 4) et en cas de rechute du mélanome.
Il est indiqué en monothérapie pour des patients adultes présentant un mélanome

FY69%E  5ous

métastatique aprés confirmation de la présence de la mutation BRA
vemurafenib, la survie sans progression est de 5,3 mois (vs 1,6 mois pour la dacarbazine), la
survie globale est de 13,2 mois (vs 9,6 pour la dacarbazine), le taux de réponse est de 48%
(vs 5% pour la dacarbazine) et conduit & une régression tumorale compléte ou partielle chez
la plupart des patients. Il s’accompagne d’effets secondaires principalement cutanés :
alopécie, éruptions cutanées, kératoses des extrémités, photosensibilité et apparition d’'un
autre cancer de la peau. Si I'effet thérapeutique du vemurafenib est spectaculaire chez les
patients présentant une mutation de BRAF, il est malheureusement transitoire et tous les
patients rechutent, du fait de I'apparition d’'une résistance (Foletto & Haas, 2014 ; Tronnier et
al., 2013 ; Holderfield et al., 2014 ; llieva et al., 2014 ; Lo & Fisher, 2014 ; Spagnolo et al.,

2014 ; Davey et al., 2016).

Cette résistance peut étre intrinséque, causée par la présence de mutations des cellules de
mélanome avant le début du traitement, ou acquise, causée par l'apparition de nouvelles
mutations dans les cellules de mélanome exposées au traitement (Munoz-Causelo et al.,
2015).

Environ 15% des patients traités a l'aide d’inhibiteurs de BRAF ne présentent pas de
régression tumorale compléte du fait d’une résistance intrinséque (Munoz-Causelo et al.,
2015). Les mécanismes impliqués sont 'amplification ou la surexpression de cycline D1 ou

des altérations du gene suppresseur de tumeur PTEN (Munoz-Causelo et al., 2015).
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La plupart des patients qui répondent a la thérapie développeront un mécanisme de
résistance acquise conduisant a la progression de la maladie (Munoz-Causelo et al., 2015).
Cette résistance s’explique dans plus de 70% des cas par une réactivation de la voie des
MAPK médiée par divers mécanismes : mutations sur NRAS (Q61K), amplification de BRAF,
mutations activatrices de MEK1 (C121S et P124L), mutation de MEK2 (Q60P),
surexpression de COT. Plusieurs mécanismes peuvent exister chez un méme patient et au
sein d’'une méme tumeur (Menzies & Long., 2014 ; Holderfield et al., 2014 ; Sullivan &
Fisher, 2014 ; Fedorenko et al., 2015 ; llieva et al., 2014). La résistance peut également étre
causée par une activation d’autres voies de signalisation comme la voie PI3K/AKT,
indépendante de la voie des MAPK, (figure 12) et caractérisée par des mutations d’AKT ou
une perte de PTEN (Munoz-Causelo et al., 2015).
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Figure 12: La résistance acquise aux inhibiteurs de BRAF (Munoz-Couselo et al.,
2015).

Suite a un traitement par un inhibiteur de BRAF, de nombreuses mutations, dépendantes ou
non de la voie des MAPK, peuvent intervenir et provoquer la résistance des cellules au
traitement. La conséquence est une réactivation de la voie des MAPK. De ce fait, d’autres
inhibiteurs, de MEK, de la PI3K, d’AKT... ont été élaborés afin d’empécher I'apparition de

cette résistance.
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La combinaison d’inhibiteurs de BRAF et de MEK : Dabrafenib + Trametinib

Ces combinaisons permettent de retarder I'apparition du phénoméne de résistance et
augmentent I'apoptose des cellules tumorales par rapport a l'utilisation d’'un inhibiteur de
BRAF ou de MEK seul (Menzies & Long., 2014).

Le Dabrafenib est un inhibiteur de BRAF, ayant la méme action que le vemurafenib,
approuvé par la FDA en 2013. Ce traitement serait mieux toléré que le vemurafenib. La
survie sans progression est de 6,9 mois (vs 2,7 mois pour la dacarbazine). Le Trametinib est
un inhibiteur de la kinase MEK1/2, relativement bien toléré, approuvé par la FDA en 2013,
qui agit en aval de BRAF dans la méme voie de signalisation. Il provoque I'apoptose et
diminue la prolifération cellulaire. La survie sans progression est de 4,8 mois (vs 1,5 pour la
dacarbazine). La combinaison du dabrafenib avec le trametinib, pour des patients atteints
d’'un mélanome de stade 3 ou 4, provoque 76% de réponse compléte (vs 54% pour le
dabrafenib seul), une médiane de 9,4 mois de survie sans progression (vs 5,8 pour le
dabrafenib seul) et retarde I'apparition du phénoméne de résistance. Les effets secondaires
observés lorsque le dabrafenib est administré seul diminuent s’il est combiné au trametinib
(Foletto & Haas, 2014 ; Tronnier et al., 2013 ; Menzies & Long, 2014 ; Holderfield et al.,
2014 ; Lo & Fisher, 2014 ; llieva et al., 2014 ; Spagnolo et al., 2014).

Cette amélioration des résultats du traitement par la combinaison de deux thérapies ciblées

est trés intéressante mais ne conduit toujours pas a un contrdle durable de la maladie.

d — L’immunothérapie

Des observations de régressions spontanées, de vitiligos associés au mélanome, d’'une
incidence augmentée en cas d'immunosuppression, ont mis en évidence un lien entre le
systéme immunitaire et le mélanome, d’ou lintérét d’élaborer des traitements permettant
d’induire une réponse immunitaire spécifique ou non. Les premiers d’entre eux furent les
vaccinations, qui induisent une réponse immune spécifique. Malgré les différentes méthodes
utilisées, ces vaccins n’induisent pas de régression tumorale significative et se sont soldés
par des échecs. L’'amélioration des vaccins pour le mélanome est actuellement a I'étude, car
ils pourraient étre combinés aux traitements ciblant les points de contr6le immunologique.
L’interleukine et I'interféron, qui induisent une réponse immune non spécifique, ont montré
guelques cas de réponses tumorales et de survie a long terme. Cependant, leur utilisation

est associée a une toxicité trés importante.

L’avancée majeure de [limmunothérapie a été le développement d’un anti-CTLA4

(Cytotoxique T Lymphocyte Antigen-4) l'ipilimumab. Le CTLA-4, qui est exprimé a la surface
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des lymphocytes T activés, intéragit avec B7, a la surface des cellules présentatrices
d’antigéne, afin d’aboutir a un signal d’inactivation vis-a-vis du lymphocyte T. L’Ipilimumab,
un anticorps monoclonal IgG1, bloque le CTLA-4 et léve ainsi le frein inhibiteur physiologique
de la réponse immune et restaure 'activation des lymphocytes. L’lpilimumab a été approuvé
par la FDA en mars 2011 pour les mélanomes métastatiques (stade 3 ou 4) et en cas de
rechute précédemment traitée a l'aide d’une autre chimiothérapie. Des études ont montré
gue la survie globale est de 11,4 mois et I'apparition d’'un plateau de la courbe de survie a 3
ans de traitement de 22% qui se maintient a dix ans. Le patient vivant trois ans apres le
traitement par ipilimumab sera probablement vivant a cing et sept ans. De plus, la durée de
la réponse n'est pas associée a un facteur pronostique connu ni au statut mutationnel de
BRAF. Ce traitement s’accompagne d’effets secondaires touchant la peau, le tube digestif, le
foie et l'axe hypothalamo-hypophysaire. La plupart sont des manifestations cutanées
modérées. Des diarrhées de grade 3-4 touchent 5 & 20% des patients et ont été
responsables de déces dans le premier essai pivot. Les cancérologues ont d( apprendre a
maitriser ces nouveaux effets secondaires parfois gravissimes et mortels. Un autre anticorps
monoclonal anti-CTLA-4 a également été développé, il s’agit du Tremelimumab, un anticorps
monoclonal 1gG2 dont le développement a été interrompu suite aux résultats négatifs en
essai de phase Il (Routier et al., 2014 ; Foletto & Haas, 2014 ; Menzies & Long, 2014 ; Hu-
Lieskovan et al., 2014 ; Marzuka et al., 2015 ; Davey et al., 2016).

Le succes de lipilimumab a été suivi par le développement d’'une autre immunothérapie, les
inhibiteurs du récepteur PD-1 et de son ligand PD-L1. PD-1 est exprimé a la surface de
certains lymphocytes, son principal ligand, PD-L1, est exprimé a la surface des cellules
tumorales. La liaison de PD-L1 a PD-1 entraine [inactivation des lymphocytes T,
essentiellement au sein des tissus périphérigues, et notamment au niveau des métastases.
Les inhibiteurs de PD-1 et de PD-L1 ont pour objectif de réactiver ces lymphocytes afin de
restaurer une réponse immune anti-tumorale. Deux anti-PD-1 sont actuellement disponibles,
il s’agit du pembrolizumab et du nivolumab. La durée de réponse du Nivolumab a une
médiane de 2 ans et la survie a 1 an est de 62%. Le pembrolizumab, approuvé par la FDA
en 2014, présente un taux de réponse de 34%, et s’éléve a 40% chez les patients non
préalablement traités par ipilimumab. La survie sans progression est de 5,5 mois, le taux de
survie a un an est estimé a 69% et a 18 mois de 62%. Pour ces deux anticorps, un plateau
de survie durable est observé chez les patients qui répondent. Il est plus important qu'avec
lipilimumab. Des anticorps dirigés contre PD-L1 sont en cours de développement et
présentent des effets encourageants (Routier et al., 2014 ; Menzies & Long, 2014 ; llieva et
al., 2014 ; Spagnolo et al., 2014 ; Davey et al., 2016).
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e — Association thérapeutique

La découverte de mutations, telle que BRAF'*¢, a permis le développement de thérapies
ciblées induisant une forte réponse chez la majorité des patients mais de courte durée. La
combinaison de thérapies ciblées permet d’augmenter la survie globale mais des
mécanismes de résistance se mettent en place et ne permettent pas d’éradiquer la maladie.
La révolution des traitements par immunothérapie, telle que lipilimumab, permet d’induire
une réponse durable mais seulement chez une fraction de patients. La combinaison de
lipilimumab et du nivolumab a montré un taux de survie a un an de 85% et a deux ans de
79%, un taux de réponse tumorale de 41% et une réponse durable. Cependant, les effets
secondaires, et notamment ceux de grade 3, sont beaucoup plus élevés (62% des patients)
par rapport a leur utilisation en monothérapie. L’avenir des traitements se tourne maintenant
vers la combinaison de thérapie ciblée et d’'immunothérapie (figure 13). Des essais cliniques
testant la combinaison : vemurafenib et ipilimumab sont en cours. Le but étant d’'augmenter

le plateau observé sur la courbe de survie de Kaplan-Meier (Sharma & Allison, 2015).
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Figure 13: Amélioration de la survie sans progression grace aux combinaisons
thérapeutiques (Sharma & Allison, 2015).

Représentation de la courbe de survie de Kaplan-Meier avec des thérapies ciblées (ligne
bleue) par rapport aux thérapies standard (ligne violette), indiquant une amélioration de la
survie globale médiane, mais le manque de réponses durables ; amélioration de la médiane
de survie globale et des réponses durables dans une fraction des patients traités avec la
thérapie de point de contréle immunitaire (ligne verte) ; possibilité d'amélioration de la survie

globale médiane des réponses durables pour la majorité des patients dans le cadre d'un
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traitement combiné avec des thérapies ciblées et les thérapies de point de contrble

immunitaire (ligne rouge).

Certaines cellules de mélanome, responsables du développement de la maladie, ne
sont pas éliminées par les traitements anticancéreux. Ces cellules sont des cellules
souches tumorales qui possédent les mémes propriétés que les cellules souches

normales.
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C — LES CELLULES SOUCHES

| — Les cellules souches normales

1 - Propriétés fondamentales

Modele hiérarchique classique : cellules souches et différenciation terminale

Dans le modéle hiérachiqgue dominant depuis plusieures décennies, le développement et le
renouvellement des tissus différenciés se font a partir des cellules souches, une sous-
population de cellules indifférenciées relativement rares, non spécialisées, ayant la capacité
de s’autorenouveller et de se différencier en cellules spécialisées (Schatton & Frank, 2008).

Cette différenciation est considérée dans la plupart des cas comme terminale et irréversible.

Il existe quatre catégories de cellules souches. Parmi elles, on distingue les cellules
souches totipotentes, qui sont issues des premiéeres divisions de I'ceuf fécondé et qui sont
capables de générer tous les types cellulaires de l'organisme. Les cellules souches
pluripotentes ou embryonnaires, qui dérivent de la masse cellulaire interne de I'embryon au
stade blastocyste, sont capables de générer les trois feuillets embryonnaires: le
mésoderme, I'endoderme et [I'ectoderme. Ces cellules ont une capacité
d’autorenouvellement illimité et constituent les précurseurs des différentes lignées cellulaires
des organes adultes (O’Connor & Crystal, 2006). Les cellules souches multipotentes
peuvent, quand a elles, générer plusieurs types cellulaires mais sont spécifiques d’un tissu
donné (figure 14). Enfin, les cellules souches unipotentes sont capables de se différencier en
un seul type cellulaire (Sell, 2004 ; Lang et al., 2013 ; Schatton & Frank, 2008 ; Li & Clevers.,
2010 ; Shahriyari & Komarova, 2013).

Parmi les quatre types de cellules souches existantes, seules les cellules souches
totipotentes et pluripotentes sont présentes au stade embryonnaire, les cellules souches

multipotentes et unipotentes sont, elles, présentes chez I'adulte (Amabile & Meissner, 2009).
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Figure 14 : Les cellules souches embryonnaires et somatiques (O’Connor & Crystal,
2006).

L’embryon est le résultat des divisions du zygote diploide. Le stade blastocyste est
caractérisé par la présence des masses cellulaires externe et interne. Les cellules souches
embryonnaires sont issues de la masse cellulaire interne du blastocyste. En culture, elles
sont capables de s’autorenouveller sans se différencier et peuvent se différencier en tous les
types cellulaires de 'endoderme, du mesoderme et de I'ectoderme, grace a I'utilisation de
signaux appropriés. In utero, le blastocyste et les trois feuillets embryonnaires sont formés
au cours de la gastrulation. Les cellules souches somatiques sont présentes dans de
nombreux tissus feetaux et postnataux. Elles sont également capables de s’autorenouveller
et, en présence des signaux appropriés, de se différencier dans divers types cellulaires de

'organe a partir duquel elles sont dérivées.

Une des principales propriétés des cellules souches est leur capacité d’autorenouvellement
(figure 15). Il s’agit d’'un processus par lequel une cellule souche se divise de maniére
symétriqgue ou asymétrique afin de générer une ou deux cellules souches ayant un potentiel

de développement similaire a celui de la cellule mére (He et al., 2009).
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Figure 15: La division symétrique et asymétrique des cellules souches (Shahriyari &
Komarova, 2013).

Dans le cas d’'une division asymétrique, une cellule souche produit une cellule souche et une
cellule destinée a se différencier. En cas de division symétrique, une cellule souche produit

deux cellules souches ou deux cellules destinées a se différencier.

Au cours d’une division asymétrique, la cellule mére polarisée se divise perpendiculairement
a son axe de polarité et les composants cellulaires ne sont pas distribués de maniere égale
entre les deux cellules filles qui sont donc différentes (une cellule souche et une cellule qui
va se différencier). Dans le cas d’'une division symétrique, la cellule mére se divise
parallelement a son axe de polarité et les deux cellules filles sont ainsi identiques, ce qui
conduit & la formation de deux cellules souches ou de deux cellules différenciées (Siller &
Doe, 2009 ; Knoblich, 2008).

La capacité d’autorenouvellement est essentielle aux cellules souches afin d’augmenter leur
nombre au cours du développement, de maintenir leur nombre dans les tissus adultes et de

restaurer leur pool aprés une blessure (He et al., 2009).

L’autorenouvellement des cellules souches se fait via la machinerie du cycle cellulaire. La
voie p16"™“3-CDK4/6-Rb-E2F est la principale voie régulatrice de la transition G1-S. En effet,
p16™42 est un puissant inhibiteur du cycle cellulaire qui se lie et inactive le complexe Cycline
D-CDK4/6 et dont l'expression augmente avec I'dge, diminuant ainsi la capacité
d’autorenouvellement. Dans les cellules souches, Bmil inhibe p16 "™, La perte d’expression
de Bmil conduit a des défauts de I'autorenouvellement pouvant entrainer des anomalies de

développement, un vieillissement avancé ou un cancer (Fuchs & Chen, 2013).
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La deuxiéme propriété fondamentale des cellules souches est de produire des cellules qui

vont se différencier.

Les cellules souches ont également des capacités de différenciation, de reprogrammation et
présentent une grande plasticité. Au cours du processus de différenciation cellulaire, les
cellules deviennent de plus en plus spécialisées, restreignent simultanément leur potentiel
de développement et cessent de proliférer. Chez les mammiferes, la différenciation est
considérée comme unidirectionnelle et le processus de reprogrammation ou
transdifférenciation, observé depuis longtemps dans des espéces plus primitives, reste un
phénomene rare (Amabile & Meissner, 2009).

Plasticité et reprogrammation cellulaire

Le dogme du caractére irréversible de la différenciation terminale a été complétement remis
en cause par la démonstration qu’il était possible de reprogrammer entierement des cellules
différenciées (Jaenisch & Young, 2008 ; Sanchez-Alvarado & Yamanaka, 2014), en utilisant
deux grandes approches expérimentales:

- Le transfert de noyaux de cellules épithéliales différenciées dans des ovocytes
énucléés a permis de montrer que ces noyaux pouvaient étre entierement reprogrammés et
revenir a I'état embryonnaire, puisque les cellules obtenues pouvaient conduire a la
formation d’embryons puis d’animaux viables. Cette technique d’abord appliquée en 1962 au
modéle des amphibiens par Gurdon, le premier a avoir démontré la possibilité de ce
« clonage reproductif », a ensuite été étendue en 1997 aux mammiféres avec le clonage
d’'une brebis, suivi de celui de nombreuses autres espéces. Cette méthode spectaculaire ne
se prétait pas a I'élucidation des mécanismes moléculaires impliqués dans la réacquisition

de la totipotence par les cellules différenciées.

- La reprogrammation in vitro de cellules différenciées, par transfection de genes
conduisant a la production de cellules pluripotentes induites (iPSC). Les équipes de
Takahashi et Yamanaka ont en effet démontré en 2006 qu’il est possible de reprogrammer
des fibroblastes murins en cellules souches pluripotentes induites grace a lintroduction de
guatre facteurs de transcription : Oct4, Sox2, KlIf4 et c-Myc a l'aide d’un vecteur rétroviral qui
permet leur transfection simultanée et efficace. Il en est de méme pour les fibroblastes
humains grace aux mémes facteurs de transcription : Oct4, Sox2, Klf4 et c-Myc ou Oct4,
Sox2, Nanog et Lin28. Les cellules souches pluripotentes induites présentent des similitudes

avec les cellules souches embryonnaires d’'un point de vue morphologique, moléculaire et
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fonctionnel, elles possedent un caryotype normal et expriment des genes caractéristiques

des cellules souches embryonnaires (Okita et al., 2008).

Les nombreux travaux qui ont suivi ont confirmé l'intérét majeur des iPSC. La possibilité de
reprogrammer les cellules en iIPSC a suscité un énorme intérét, par la révolution
conceptuelle qu’elle a apportée et par les perspectives qu’elle ouvre, tant sur le plan de la

thérapie cellulaire que sur celui de la compréhension des mécanismes du cancer :

- Au plan conceptuel c’est la démonstration de la réversibilit¢ du phénotype des
cellules différenciées. Obtenue de maniere artificielle par I'expression de génes transfectés
pour produire les iPSC, il semble quelle puisse se produire aussi dans certaines
circonstances in vivo dans des tissus adultes ou des cellules différenciées pourraient se
dédifférencier en cellules souches. Il a ainsi été montré qu’aprés destruction des cellules
souches adultes de la crypte intestinale ou des voies respiratoires, des cellules souches se

formaient a partir des cellules différenciées voisines (Stange et al., 2013 ; Tata et al., 2013).

- L'utilisation des iPSC ouvre des perspectives fascinantes pour la thérapie cellulaire
mais il est apparu que certains facteurs de transcription et mécanismes impliqués dans la

reprogrammation le seraient aussi dans la tumorigenése.

Quiescence et activation des cellules souches

Une des propriétés fondamentales des cellules souches adultes est leur quiescence
réversible. Ces cellules qui ont un potentiel d’autorenouvellement tres élevé se divisent en

fait rarement et cette caractéristique est trés utilisée pour les détecter in vitro et in vivo.

L’activation des cellules souches les fait entrer en cycle cellulaire. Le contrble de cette
activation est crucial pour assurer 'lhoméostasie des cellules souches et la production des
cellules différenciées. Le cycle cellulaire actif et la quiescence sont deux états fonctionnels

de la cellule trés imbriqués.

Les figures 16 et 17 résument les connaissances essentielles sur le cycle cellulaire, sa
régulation et ses relations avec la quiescence (Orford et Scadden, 2008 ; Rumman et al.,
2015).
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Figure 16 : Le cycle cellulaire (Orford & Scadden, 2008).

Le cycle cellulaire est constitué de quatre phases : G1, S, G2 et M. La progression du cycle
cellulaire est trés régulée grace a deux points de contrdle, au niveau des transitions G1/S et
G2/M, et au point de restriction qui divise la phase G1 en deux et au dela duquel les cellules
s’engagent dans le cycle. Avant ce point de restriction, les cellules peuvent également sortir
du cycle et entrer en phase GO, une phase de quiescence. La fin de phase G1 est
caractérisée par I'activation du complexe cycline E-CDK2 et I'hyperphosphorylation du gene
suppresseur de tumeur rétinoblastome (RB). La transition du début a la fin de phase G1 est
régulée par les complexes cycline D/CDK4 et cycline D/CDK6 et I'inactivation de la protéine
RB.
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Figure 17 : Le cycle cellulaire et la quiescence (Rumman et al., 2015).

Chaque phase du cycle cellulaire (G1, S, G2 et M) est régulée par des complexes cycline-
CDK (cyclin-dependent kinase). En phase G1, au dela du point de restriction (R), les cellules
s’engagent dans le cycle, avant ce point de non retour, elles peuvent sortir du cycle et entrer
en quiescence (phase GO0). Les mécanismes régulant I'entrée ou la sortie de quiescence
sont mal connus. Cependant, p27, p130 et CDK2 peuvent étre utilisés comme marqueurs de

I'état de quiescence et, selon de récentes études, p21 régulerait I'entrée en GO.

Les éléments essentiels du contréle du cycle cellulaire sont bien connus. Le cycle cellulaire
est contrélé par I'activation et I'inhibition coordonnées d'une famille hétérodimérique de
sérine/thréonine protéine kinase, composée de sous-unité cycline catalytique dépendante de
kinase (CDK), et de sous-unité cycline régulatrice. L’activité des CDK repose sur la présence
de cyclines spécifiques dont I'expression varie au cours de la progression du cycle cellulaire
(Boyer & Cheng, 2008).

Les transitions des phases G1 a S et des phases G2 a M sont tres régulées (Cheung &
Rando, 2013). En effet, ces deux points de contrble sont régis par des cyclines dépendantes
de kinases (CDK2 pour la transition G1/S et CDK1 pour la transition G2/M). En plus de ces
points de contrle, une combinaison de signaux intrinseques et extrinséques régulent le
passage du début a la fin de la phase G1, il s’agit du point de restriction (R), découvert en
1974 par Pardee, qui divise la phase G1 en deux, une phase dépendante de mitogénes
(début de la phase G1) et une phase indépendante de mitogenes (fin de la phase G1). En
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général, les cellules doivent étre stimulées par des sighaux mitogéniques (par exemple des
facteurs de croissance solubles) pour passer la phase G1 et entrer dans le cycle cellulaire.
Le point R est le point de non retour pour les cellules aprés lequel elles s’engagent a entrer
dans le cycle cellulaire et ou les stimuli mitogéniques ne sont plus nécessaires. En absence
de stimulation mitogénique, les cellules peuvent sortir du cycle cellulaire au début de la
phase G1 (avant le point de restriction) et entrer en phase GO. La transition début/fin de la
phase G1 est régulée par les complexes cycline D/CDK4 et cycline D/CDK6 qui fonctionnent
via des mécanismes enzymatiques et non enzymatiques afin d’'inactiver partiellement RB et
activer I'expression de la cycline E. Aprés avoir atteint un niveau seuil d’activité du complexe
cycline E/CDK2, la protéine RB est totalement inactivée par hyperphosphorylation et I'activité
des complexes cycline D/CDK4 et cycline D/CDK6 n’est plus nécessaire pour que la
transition G1/S se produise (Orford & Scadden, 2008). Des signaux antiprolifératifs peuvent
bloquer I'activité des CDK en induisant I'expression de deux familles d’inhibiteurs de cyclines
dépendantes de kinase (CKI) qui se lient aux CDK ou aux dimers CDK/cyline directement,
inhibant ainsi leur activité kinase (Boyer & Cheng, 2008). Il existe deux familles de CKI qui
régulent la transition en G1. Les membres de la famille Ink4 sont des inhibiteurs directs des
complexes du début de la phase G1 (cycline D/CDK4 et cycline D/CDKE6) et les membres de
la famille CIP/KIP (p21, p27 et p57) sont des inhibiteurs directs du complexe de fin de phase
G1 (cycline E/CDK2). Ces inhibiteurs ralentissent ou préviennent la transition a travers le

cycle cellulaire en bloquant I'activité de ces complexes (Orford & Scadden, 2008).

La quiescence cellulaire est connue depuis longtemps, mais son contréle est encore

imparfaitement compris.

La mise en évidence de I'état de quiescence date de 1951 grace a des travaux d’Howard et
Pelc. Ces derniers ont utilisé des techniques de marquage radioactif afin d’étudier le temps
de réplication de 'ADN pendant la division cellulaire et ont défini les 4 phases du cycle
cellulaire. Le concept de la quiescence vient de I'observation du fait que toutes les cellules
dans une population ne proliferent pas toutes a la méme vitesse. Dans les tissus
somatiques, certaines cellules se divisent continuellement tandis que d’autres ne proliférent
pas au cours de 'homéostasie mais sont capables de répondre a des stimuli externes et
peuvent rentrer de nouveau en cycle et proliférer, il s’agit des cellules souches (Cheung &
Rando, 2013).

En effet, le profil du cycle cellulaire des cellules souches adultes est caractérisé par une
prédominance de cellules en phase GO et cela pour une longue durée (Boyer & Cheng,

2008). Cependant, la phase de quiescence est réversible (Sang et al., 2008).
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La quiescence permet de prévenir I'épuisement du pool de cellules souches et contribue
ainsi a protéger ces derniéres d’éventuelles mutations qui pourraient causer une
transformation maligne (Wilson et al., 2008). Elles s’activent et proliférent uniquement afin de
compenser une éventuelle perte de cellules (Cheung & Rando, 2013). Dans le systeme
hématopoiétique, il existe plusieurs pools de cellules souches plus ou moins quiescentes, les
plus quiescentes étant les cellules qui présentent le plus grand potentiel de reconstitution a

long terme et ne sont mobilisées qu’en cas de perte massive des autres compartiments.

Les cellules souches quiescentes sont caractérisées par un niveau d’ARN trés bas et
n’expriment pas de marqueur de prolifération tel que le Ki67 (Blanpain et al., 2004). Des
marqueurs de quiescence sont également utilisés. Il s’agit de marqueurs qui se diluent a
chaque division cellulaire. La rétention de marqueur constitue une indication de I'état de
qguiescence. En effet, les cellules incorporent le marqueur, se divisent et plus elles se
divisent plus elles diluent le marqueur. De ce fait, les cellules quiescentes ou se divisant trés
lentement retiennent le marquage pour une longue période (BrdU, thymidine tritiée, H2B-
GFP). De plus, les cellules quiescentes expriment trés faiblement les génes impliqués dans
la réplication de I'ADN et la progression du cycle cellulaire, en revanche, elles surexpriment
certains génes impliqués dans la régulation de la transcription. Une signature moléculaire

spécifique de I'état quiescent des cellules souches a été proposée (Cheung & Rando, 2013).

La quiescence des cellules souches est contrdlée par des facteurs intrinséques (p53, FOXO,
ATM, HIFla, NFATcl, Fbw7, PTEN, PML et des miRNAs) et extrinseques venant du
microenvironnement de la niche (hypoxie, pH, conditions métaboliques). En effet,
l'interaction des cellules souches avec leur niche est cruciale pour le maintien a long terme
de la quiescence (Li & Bhatia, 2011). Un concept trés intéressant est celui de la quiescence
comme état suspendu (« poised » en anglais) sensible a tous ces facteurs qui contrblent la

balance « quiescence-activation » des cellules souches.

2 — Les cellules souches adultes dans la peau

La peau est le siege de plusieurs populations de cellules souches adultes capables de
s’autorenouveller et de générer un tissu, elles ne se divisent que trés rarement et possedent
des marqueurs spécifiques a leur surface. Il s’agit des cellules souches de la créte neurale
pluripotentes, des cellules souches épidermiques multipotentes et des cellules souches de
mélanocytes (Schatton & Frank, 2008). Ces cellules souches sont situées dans le « bulge »
au niveu de la gaine externe des follicules pileux, sous la glande sébacée. Elles
s’autorenouvellent afin de maintenir leur nombre constant et migrent, tout en se différenciant,

soit vers le follicule pileux, soit vers la glande sébacée, soit vers I'épiderme, afin de former
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des follicules pileux, des glandes sébacées ou I'épiderme respectivement (Lander et al.,
2012).

Les cellules souches peuvent subir une transformation maligne et dans ce cas étre

responsables du développement de cancer.

Il - Les cellules souches cancéreuses

1 - Mise en évidence

De nombreuses données ont montré I'existence d’'une sous-population cellulaire au sein des
tumeurs : celle des cellules souches cancéreuses, qui est a l'origine du développement des
cancers. Ces cellules présentent des caractéristiques des cellules souches normales, elles
sont capables de s’autorenouveller et de se différencier. Elles résistent aux thérapies
conventionnelles et sont responsables des rechutes et de la formation des métastases
(Tirino et al., 2013 ; Islam et al., 2015).

Ces cellules ont pour la premiére fois été mise en évidence dans le modéle leucémique
grace aux travaux de Bonnet et Dick en 1997. En effet, ils ont montré que seule la sou-
population de cellules au phénotype CD34+CD38- était capable d'initier une leucémie dans
des souris immunodéficientes NOD/SCID et de reproduire I'hétérogénéité cellulaire de la
tumeur initiale (Bonnet & Dick, 1997). Dans les cancers solides, elles ont pour la premiére
fois été mise en évidence dans le cancer du sein par le groupe d’Al-Hajj en 2003 (Al-Hajj et
al., 2003). Elles ont été identifices et isolées grace a I'expression de maqueurs
phénotypiques : CD44+CD24-. Elles ont depuis été mises en évidence dans de nombreux

autres cancers solides.

Le premier modéle de développement tumoral décrit est le modéle stochastique. Ce dernier
stipule que toutes les cellules (différenciées ou non) peuvent conduire a la formation de
tumeurs par accumulation de mutations et prolifération incontrélée. Cependant, la
découverte des cellules souches cancéreuses et le fait qu’il est difficile pour les cellules
différenciées d’accumuler des mutations, car elles se divisent moins et ont une durée de vie
plus courte que les cellules souches, a permis d’établir un autre modéle de développement
tumoral : le modéle hiérarchique (figure 18). Selon ce modeéle, seule une sous-population
cellulaire, celle des cellules souches cancéreuses, est capable d’initier la formation de
tumeurs, de proliférer de maniére indéfinie et de donner naissance a toutes les cellules de la
masse tumorale. Dans la réalité, ces deux modeéles coexistent (Tirino et al., 2013 ; Islam et
al., 2015 ; Lang et al., 2013).
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Les cellules souches cancéreuses ne dérivent pas uniguement de cellules souches normales
qui accumulent de nombreuses mutations au cours de leur longue durée de vie (figure 19).
Elles peuvent également dériver de cellules progénitrices ayant subi des mutations et qui se
dédifférencient et acquiérent des propriétés de cellules souches (Tirino et al., 2013 ; Islam et
al., 2015 ; Visvader, 2011).

hierarchical model stochastic model

only a subset of cells has the ability all cells have some ability for
for self-renewal and multipotential self-renewal and multipotential
through intrinsic properties through intrinsic and extrinsic signals

Figure 18 : Cellule d’origine et évolution des cellules souches cancéreuses (Visvader,
2011).

La hiérarchie cellulaire normale comprend des cellules souches qui produisent des
progéniteurs communs qui donnent tous les types cellulaires matures constituant un tissu
particulier. La cellule d'origine d’'une tumeur particuliére peut étre un progéniteur commun,
cependant l'accumulation de mutations épigénétiques par une cellule au sein de la
population aberrante au cours de la progression néoplasique peut entrainer I'apparition de
cellules souches cancéreuses. Dans ce modele, seules les cellules souches cancéreuses

sont capables d’initier la formation d’'une tumeur.
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Figure 19: Modele de croissance et progression des cellules souches cancéreuses
(Lang et al., 2013).

Au sein d’'une tumeur, les cellules se divisent de fagon symétrique ou asymétrique de
maniere a produire des progéniteurs pour permettre la croissance tumorale. Dans le modéle
hiérarchique, seules les cellules souches cancéreuses ont la capacité de former des
tumeurs. Dans le modéle stochastique, toutes les cellules cancéreuses ont la capacité de
former des tumeurs en fonction des facteurs présents (facteurs de croissance, protéines

extracellulaires).

Les cellules souches cancéreuses ont été mises en évidence dans divers types de

cancer dont le mélanome.

2 — Les cellules souches cancéreuses dans le mélanome

La présence de cellules présentant des propriétés de cellules souches a été mise en
évidence dans le mélanome par de nombreux groupes (Schatton et al., 2009). Ces cellules
sont impliquées dans l'initiation et la progression du mélanome, la chimiorésistance ainsi que
la rechute. Elles sont capables de s’autorenouveller et de se différencier en différents types
cellulaires (Parmiani, 2016 ; Regad, 2013).

Leur caractérisation a reposé principalement sur l'utilisation de marqueurs de surface parmi
lesquels on distingue le CD133. Seules les cellules CD133+ sont capables de former des
tumeurs dans des souris immunodéprimées, ainsi que des mélanosphéres. De méme,
'expression de pompes d’efflux de type ABC, tel qu’ABCB5 (qui leur confére la propriété de
chimiorésistance), I'expression du CD20 (un marqueur des cellules B) ou de p75 (un

marqueur des cellules de la créte neurale) sont liées aux cellules souches de mélanome.
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Cependant, I'expression de ces marqueurs s’est montrée variable en fonction des conditions
expérimentales conduisant a une remise en question de l'existence des cellules souches
cancéreuses dans le mélanome par certains auteurs (Quintana et al., 2008). L’expression de
ces marqueurs est en fait un phénoméne dynamique d’ou I'impossibilité d’établir des
marqueurs absolus pour ces cellules (Boiko et al., 2010). De plus, des travaux du groupe de
Roesch ont montré que les cellules tumorales présentent une grande plasticité et que la
présence d'une sous-population de cellules tumorales cyclant trés lentement est
indispensable au développement du mélanome dans la durée. Ces cellules présentent des
caractéristiques fonctionnelles de cellules souches (Roesch et al., 2010).

[l - La Niche

Le maintien et la survie des cellules souches sont régulés par le microenvironnement : la
niche (Jones & Wagers, 2008). De nombreuses niches ont été identifiées dans un grand
nombre de modeles dont I'organisation et le role dans la régulation de I'activité des cellules
souches font I'objet d’excellentes revues. Au niveau de la peau, la niche des follicules
pileux : le « bulge » se situe au niveu de la gaine externe des follicules pileux, sous la glande
sébacée. La niche est composée de cellules souches, de cellules de soutien, de la matrice
extracellulaire, de vaisseaux sanguins et de fibres nerveuses (figure 20). Cependant, toutes
les niches ne poséedent pas tous ces composants (Fuchs et al., 2004). La niche régule divers
processus biologiques des cellules souches tels que la prolifération, la migration, la
différenciation ou le mode de division : symétrique ou asymétrique (Lander et al., 2012). De
plus, la niche aide a assurer 'homéostasie des tissus tout en empéchant la tumorigénése
(Goulas et al., 2012). Le maintien de la niche est permis grace aux interactions entre les

cellules souches et les cellules environnantes.
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Figure 20: Composition et fonctions de la niche des cellules souches (Jones &
Wagers, 2008).

La niche est une structure complexe et dynamique qui recgoit et transmet des signaux via des
médiateurs cellulaires et acellulaires. Elle est composée de cellules souches, de cellules
stromales, de facteurs solubles, de la matrice extracellulaire, d’'un réseau vasculaire, et de

composants pour I'adhérence cellulaire.

De nombreuses études ont mis en évidence les propriétés des niches dans le contréle des
cellules souches. En effet, des signaux provenant de la niche permettent de réguler
'autorenouvellement, la survie et le maintien des cellules souches (Jones & Wagers, 2008).
Il s’agit de composés biochimiques, des chimiokines, des cytokines, des facteurs de
croissance, des protéases, des molécules d’adhérence (sélectines et intégrines) et des
molécules de la matrice extracellulaire (Chen et al, 2011). Les caractéristiques
physicochimiques de [lenvironnement créé par la niche (pH, hypoxie, conditions

métaboliques) influent également sur les cellules souches. Les cellules souches ont besoin
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d’'une niche comme support pour la viabilité, comme support pour contréler leur activité ainsi

gue pour coordonner les différents compartiments cellulaires (Lander et al., 2012).

Des dérégulations au sein de la niche peuvent étre la cause de diverses pathologies telles
gu’une dégénération des tissus, un vieilissement ou une tumorigénése (Jones & Wagers,
2008).

Les cellules souches cancéreuses, comme les cellules souches normales, ont besoin d’un
environnement particulier afin de maintenir leur activité. Les niches cancéreuses ou
métastatiques doivent s’organiser rapidement. Les cellules tumorales peuvent préparer a
distance leur niche. Pour cela elles sécrétent tout ce dont elles ont besoin pour leur niche ou
incitent 'environnement a le faire. Certains facteurs sécrétés ou interactions moléculaires au
sein de ces niches sont directement adoptés des niches de cellules souches normales. Dans
certains cas, les cellules souches tumorales peuvent rechercher et détourner des niches de
cellules souches normales déja établies. Dans le cancer de la prostate, il a été observé que
des cellules cancéreuses ont formé des micrométastases au sein de niches de cellules
souches hématopoiétiques dans la moelle osseuse et de ce fait, entrent en compétition avec
les cellules souches hématopoiétiques pour les interactions avec la niche. La niche
cancéreuse peut également contribuer a la résistance des cellules souches cancéreuses aux
thérapies conventionnelles. Cibler les niches cancéreuses ou métastatiques et perturber les
effets stimulants qu’elles fournissent constituerait un nouveau moyen de prévenir ou de
traiter la maladie métastatique (Lander et al., 2012).

De nombreuses voies de signalisation sont impliquées dans la régulation et le contréle de
lactivité des cellules souches dans leur niche. Certaines voies de signalisation sont
spécifiques de certaines niches, d’autres sont communes notamment celles régulant les
cellules souches. Les plus étudiées sont les voies Wnt, Notch et Hedgehog. Ces voies de
signalisation ont fait 'objet d’études visant a établir de nouveux traitements anticancéreux

mais se sont soldés par des échecs.

IV — Caractérisation

Différentes méthodes permettent d’identifier et d’isoler les cellules souches. Il s’agit de

'expression de margeurs de surface et des tests fonctionnels.
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1 - Les Marqueurs de surface

La plupart des protocoles d’enrichissement en cellules souches reposent sur I'expression par
ces derniéres d’antigénes de surface pouvant étre marqués a l'aide d’anticorps conjugués a
des molécules fluorescentes et isolées par FACS (Challen & Little, 2006). Cependant,
beaucoup de ces marqueurs sont tissus spécifiques et dépendent de I'état physiologique de
la cellule. Il est indispensable d’utiliser d’autres techniques, comme des tests fonctionnels,

afin d’identifier et isoler les cellules souches.

2 — Les tests fonctionnels

Les Label Retaining Cells (LRC)

Une des propriétés des cellules souches est qu’elles sont la plupart du temps dans un état
de quiescence. De ce fait, des techniques ont été développées afin de mettre en évidence et
d’isoler les cellules cyclant trés lentement. L’incorporation d’analogues de nucléotides,
comme la thymidine tritiée (*H-T) ou le bromodéoxyuridine (BrdU), dans I'ADN des cellules
en phase S du cycle cellulaire permet de mettre en évidence les cellules qui proliférent trés
peu. Des composés lipophiles peuvent également étre utilisés, comme le Dil, le PKH6 ou le
PKH26, qui sont des molécules fluorescentes utilisées pour marquer la membrane des
cellules. Ces différents marqueurs sont dilués a chaque division cellulaire, seules les cellules
qui ne se divisent pas ou trés peu les gardent, ce sont des label retaining cells (Tirino et al.,
2013). Cette technique présente I'avantage de pouvoir étre utilisée in vitro et in vivo. Des
discussions récentes ont remis en cause la pertinence de cette technique pour détecter tous
les types de cellules souches car certaines d’entre elles se diviseraient activement (Barker et
al., 2007). En réalité, des cellules souches peuvent étre actives tandis que d’autres se

divisent trés rarement et constituent la réserve de cellules souches.

Le tracage génétique

Cette technique permet d’identifier tous les descendants d’'une cellule. Elle fournit des
informations sur le nombre de descendant de la cellule initiale, leur localisation et leur état de
différenciation. Cette technique a permis de mettre en évidence le fait que certaines cellules

souches peuvent étre actives et se divisent (Barker & Clevers, 2010).

66



Introduction

La clonogénicité (CFU)

L’étude de l'autorenouvellement des cellules souches est permise grace a leur capacité a
former des colonies in vitro. Ce test consiste a ensemencer des cellules isolées a faible
densité dans des conditions qui favorisent la prolifération. En général, les colonies dérivées
de cellules souches présentent une taille supérieure aux colonies dérivées de cellules non

souches (Tirino et al., 2013).

La Formation de sphéres (SFU)

Ce modéle a été créé pour I'étude des cellules souches nerveuses et est maintenant utilisé
pour I'étude des cellules souches de nombreux tissus. Seules les cellules souches sont
capables de proliférer dans un milieu dépourvu de sérum et forment des sphéres. Cela
permet d’enrichir et d’étudier la population des cellules souches normales et tumorales. De
plus, la formation de sphéres permet de recréer un environnement qui mime l'organisation
3D des tumeurs (Tirino et al., 2013).

La Side Population

Les cellules souches sont capables d’exclure des colorants vitaux car elles possédent des
transporteurs membranaires de la famille des pompes ABC. Cette augmentation de
I'exclusion de colorants, tels que le Hoechst 33342 ou la Rhodamine 123, permet d’identifier
une sous-population cellulaire : la side population présentant des caractéristiques de cellules
souches (Dontu et al., 2003 a et b). Il existe 49 membres dans la famille des pompes ABC
dont une dizaine est impliquée dans I'efflux de xénobiotiques et la résistance aux thérapies

actuelles (Tirino et al., 2013).

L’activité aldéhyde déshydrogenase

Les cellules souches présentent une forte activité enzymatique de [laldhéyde
déshydrogenase (ALDH). L’ALDH est une isoenzyme cytosolique impliquée dans la
détoxification des aldéhydes intracellulaires par oxydation et conversion du rétinol en acide
rétinoique. Elle est également impliquée dans la résistance a certains agents

chimiothérapeutiques (Tirino et al., 2013).
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Qu’implique I’existence de cellules souches cancéreuses d’un point de vue clinique ?

V - Signification médicale des cellules souches cancéreuses

Les cellules souches cancéreuses étant a I'origine des cancers, leur implication clinique est,

de ce fait, trés importante (Lobo et al., 2007).

En effet, les traitements actuels manquent de spécificité envers les cellules tumorales. lls
montrent une relative efficacité a éliminer la plupart des cellules cancéreuses se divisant
rapidement mais ne sont pas capables d’éradiquer les cellules souches cancéreuses qui, de
ce fait, reforment des tumeurs aprés le traitement (Lobo et al., 2007 ; Mueller et al., 2009 ;
Dylla et al., 2008).

Les cellules souches cancéreuses résistent a la chimiothérapie grace a plusieurs
mécanismes : la quiescence, leur capacité de réparation de I'ADN, la diminution de

'apoptose ou encore I'expression de transporteurs de type ABC (Dean, 2009).

Les taitements actuels ne permettent pas d’éliminer toutes les cellules cancéreuses (figure
21). Une combinaison de traitements ciblant toutes les sous-populations cellulaires, y
compris celle cyclant lentement, est essentielle afin d’éviter une nouvelle croissance
tumorale et empécher ainsi une rechute (Li et al., 2008). Cependant, il est difficile d’effectuer
un criblage d’agents anticancéreux sur la population des cellules souches cancéreuses du
fait de la rareté de ces cellules et de la difficulté de les maintenir en culture (Pattabiraman &
Weinberg, 2014).
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Figure 21: Thérapies conventionnelles vs thérapies ciblant les cellules souches
cancéreuses (Reya et al., 2001).

Les thérapies classiques éliminent les cellules n'ayant pas la capacité de s’autorenouveller
et ayant une capacité de prolifération limitée. Les cellules souches cancéreuses ne sont pas
éliminées suite a ce traitement et conduisent a la formation de nouvelles tumeurs et ainsi a la
récidive de la maladie. Cependant, les nouvelles stratégies ciblant les cellules souches

cancéreuses, empéchent la formation de nouvelles tumeurs et les rechutes.

De nouvelles approches consistent a cibler les voies de signalisation clé des cellules
souches cancéreuses. En effet, les cellules souches cancéreuses et les cellules souches
adultes normales ont des propriétés communes c’est pourquoi cibler les voies de
signalisation activées par Wnt, Notch ou Hedgehog, qui sont des voies essentielles pour
lautorenouvellement des cellules souches normales, constitue une nouvelle approche
encourageante car leur inactivation pourrait permttre I'élimination des cellules souches

cancéreuses (Pattabiraman & Weinberg, 2014 ; Takebe et al., 2015).

Actuellement, on compte plus de 60 essais cliniques en cours qui testent l'efficacité

d’anticorps ou de molécules a éliminer les cellules souches cancéreuses (Kaiser, 2015).

Les cellules souches tumorales résistantes aux traitements sont responsables des

rechutes qui peuvent apparaitre quelques mois a quelques années aprés la fin du
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traitement. Cette période pendant laquelle les cellules souches tumorales sont

indétectables est appelée : dormance tumorale.
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D - LA DORMANCE TUMORALE

| — Notions générales

La dormance tumorale est un phénomeéne clinique qui correspond au temps entre la fin du
traitement anticancéreux, et la disparition de la tumeur primaire, et la récidive de la maladie,
locale ou a distance (causée par la formation de métastases). Au cours de cette période,
plus ou moins longue, les cellules tumorales résiduelles sont disséminées dans I'organisme
et demeurent indétectables et asymptomatiques. L’état de dormance est un état réversible.
Par des mécanismes qui a ce jour demeurent inconnus, ces cellules dormantes résiduelles
entrent en prolifération et sont ainsi responsables de la rechute de la maladie, une des
principales cause de déces de patients atteints de cancer (Aguirre-Ghiso, 2007). Il existe
trois circonstances pour lesquelles les cellules tumorales utilisent la dormance pour survivre
et s’adapter : la dormance de la tumur primaire, la dormance métastatique et la dormance
induite par les thérapies anticancéreuses. Dans les tumeurs primaires, les cellules
cancéreuses alternent entre périodes de prolifération et périodes de quiescence afin
d’acquérir sufisamment de mutations génétiques et de modifications épigénétiques
nécessaires a leur transformation maligne. La dormance métastatique permet de fournir aux
cellules tumorales disséminées le temps nécessaire a leur adaptation a un nouvel
environnement. Enfin, suite a un traitement anticancéreux, les cellules tumorales peuvent
entrer en dormance afin de survivre et sont ainsi responsables des rechutes a leur sortie de

dormance.

La dormance tumorale est fréquemment observée dans différents cancers dont le
mélanome. En effet, plusieurs douzaines d’études ont mis en évidence des rechutes de
mélanome plusieurs années aprés l'exérése de la tumeur primaire. L'une d’entre elle a
montré que parmi les 1907 patients en rémission depuis plus de dix ans d’'un mélanome
localisé traité par excision chirurgicale, 217 d’ente eux, soit 11% ont rechutés. Cela montre
gue bien que le cancer ait été diagnostiqué a un stade précoce, les patients ne sont pas
guéris et une récidive peut apparaitre plusieurs années plus tard, confirmant la présence de
cellules souches tumorales dormantes (Ossowski & Aguirre-Ghiso, 2010). Un autre fait
montrant que les cellules de mélanome peuvent persister dans un état de dormance
prolongé provient d'un case report dans lequel deux receveurs de transplantation rénale, qui
ont obtenu un rein provenant du méme donneur, ont développé un mélanome au niveau de
la transplantation. Il s’est avéré qu'un mélanome de 2,6 mm d'épaisseur avait été
diagnostiqué et excisé chez le donneur 16 ans avant la transplantation. Le donneur était

considéré comme guéri durant les 15 années qui ont suivi I'excision chirurgicale (Strauss &
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Thomas, 2010). Ces données indiquent que des cellules de mélanome ont persisté dans un
état dormant dans les reins du donneur pendant 16 ans et que, suite a leur tansplantation
chez deux receveurs traités par des immunosuppresseurs, les cellules sont sorties de
dormance. D’autres cas de transfert de mélanome ont été reportés chez 26 receveurs

d’organes dont 21 d’entre eux ont développé un mélanome (Mackie et al., 2003).

De nombreuses études ont démontré trois principaux mécanismes de dormance tumorale
(figure 22). Deux d’entre eux impliquent une dormance de la masse tumorale, il s’agit de la
dormance angiogénique et de 'immunosurveillance. Le troisieme mécanisme implique une

dormance cellulaire ou quiescence (Aguirre-Ghiso, 2007).
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Figure 22 : Mécanismes biologiques de la dormance tumorale (Yeh & Ramaswamy,
2015).

La dormance tumorale est la période de temps, aprés le traitement, ou les cellules
résiduelles sont indétectables. Les trois mécanismes de dormance tumorale sont: la
quiescence cellulaire, la dormance angiogénique et la dormance immunologique. La
progression du cancer est possible lorsque les cellules quiescentes entrent en cycle
cellulaire. Dans le cas de la dormance d’'une masse tumorale, la progression du cancer est
induite lorsque les cellules échappent au systéme immunitaire ou aprés le switch

angiogénique.
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La dormance angiogénique

Au dela d’'une certaine taille, la masse tumorale a besoin d’'un important apport en oxygéne
et nutriments que la vascularisation présente ne peut lui fournir et doit donc induire le
processus d’angiogenése (Wang & Lin, 2013). Seulement, lorsque les cellules tumorales ne
sont pas capables de recruter des vaisseaux sanguins afin de favoriser la
néovascularisation, la tumeur n’obtient pas les nutriments nécessaires a sa prolifération et
en conséquence, le nombre de cellules éliminées par apoptose est égal au nombre de
cellules en division. De ce fait, la masse tumorale n’augmente pas et la dormance
angiogénique se met en place jusqu’au switch angiogénique ou la tumeur devient capable de
répondre a I'hypoxie et dinduire une néovascularisation. Cet arrét de la dormance
angiogénique est contrdlé par la balance entre les facteurs pro-angiogéniques, tels que le
VEGF, et antiangiogéniques, tels que la Thrombospondine (Chen et al., 2014 ; Aguirre-
Ghiso, 2007 ; Senft & Ronai, 2016).

La dormance immunologique

Le systéme immunitaire joue également un rdle dans le contrble de la croissance tumorale
via 3 processus distincts : élimination, équilibre et échappement. Des études ont montré que
le systéme immunitaire est capable de cibler et d’éliminer la plupart des cellules tumorales
avant qu’elles ne deviennent cliniquement symptomatiques (élimination). Certaines d’entre
elles ne sont pas éliminées, cependant, leur croissance est limitée par le systéme
immunitaire d’'ou un état d’équilibre et de maintien de ces cellules tumorales en dormance
(équilibre). Aprés une longue période d’interactions constantes entre I'immunité et les
cellules tumorales, 'immunogénicité des cellules tumorales dormantes peut étre modifiée,
conduisant au processus d’échappement. Les cellules tumorales commencent a proliférer et
causent la rechute (Aguirre-Ghiso, 2007 ; Wang & Lin, 2013).

La dormance cellulaire

La dormance cellulaire est caractérisée par un arrét des cellules tumorales en phase GO du
cycle cellulaire, elles sont donc dans un état de quiescence. L’arrét du cycle est réversible et
dans certaines conditions (induction par des facteurs de croissance, des cytokines...), elles
sont capables d’entrer de nouveau en cycle et de proliférer (Wang & Lin, 2013). Il existe
différents mécanismes controlant I'entrée et la progression en phase G1 du cycle cellulaire.
Certains impliquent l'activation de CDK (cyclines dépendantes de kinases) spécifiques
associées a des cyclines qui permettent, par la suite, la progression du cycle cellulaire en

phases S, G2 et M. L’inhibition de deux voies de signalisation activées au cours de
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'oncogénése (PISK/AKT et RAS-MEK-ERK/MAPK) joue également un réle important dans la
dormance cellulaire (figure 23). Des travaux d’Aguirre-Ghiso ont montré que l'inhibition de la
voie RAF-MEK-MAPK(ERK) et l'activation de voies de signalisation impliquées dans le
stress, dont la voie p38 MAPK, peuvent induire une dormance cellulaire. En effet, un ratio
ERK/p38 élevé induit une prolifération tandis qu’un ratio ERK/p38 faible induit une dormance
dont la durée varie en fonction de [l'environnement (Aguirre-Ghiso, 2007 ; Yeh &
Ramaswamy, 2015 ; Giancotti, 2013). Toutefois, ces mécanismes semblent étre dérégulés
dans les cellules de mélanome qui n’entrent pas en quiescence malgré une forte expression
de p38 (Ossowski & Aguirre-Ghiso, 2010). De plus, la quiescence des cellules souches
cancéreuses, négatives pour le marqueur de prolifération Ki67 et pour les marqueurs
apoptotiques, contribue a leur survie en réponse aux agents anticancéreux conduisant ainsi
a une rechute (Wang & Lin, 2013 ; Senft & Ronai, 2016).
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Figure 23: Les voies de signalisation de la dormance cellulaire (Yeh & Ramaswamy,
2015).
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La dormance cellulaire est influencée par une combinaison de signaux internes et externes.
La signalisation des récepteurs des intégrines joue un r6le important dans le maintien de la
progression du cycle cellulaire en induisant I'activation des voies RAS-ERK/MAPK et
PIBK/AKT. L’inhibition de la signalisation des intégrines est un facteur important de la
dormance cellulaire et peut étre influencée par la composition de la matrice extracellulaire.
La signalisation intrinséque par la voie de stress uPAR/p38 peut également induire la
dormance cellulaire par inhibition de la voie MAPK.

La dormance tumorale, dont on comprend mieux les mécanismes, apparait comme une
nouvelle caractéristique du cancer qui s’ajoute a celles déja décrites par Weinberg (Hanahan
& Weinberg, 2000). Cependant, la dormance est un phénotype complexe que les chercheurs
tentent de modéliser mathématiquement afin d’en améliorer notre compréhension (Chen et
al., 2014).

A I'état de dormance, les cellules sont insensibles aux drogues anticancéreuses actuelles qui
ciblent les cellules en prolifération. De plus, des données suggérent que la dormance
pourrait étre initiée par des interactions entre des ARN non codants et des modifications
épigénétiques (Crea et al., 2015) d’ou I'échec des thérapies atuelles a éradiquer la maladie.
Les opportunités thérapeutiques qui émergent de la compréhension de la dormance
tumorale incluent la possibilité d’induire et/ou de maintenir les cellules tumorales dormantes
et d’'induire la mort cellulaire des cellules tumorales dormantes résiduelles en ciblant leurs
mécanismes de survie et de résistance. En effet, la question est de savoir si sortir les
cellules tumorales de leur état de dormance peut faciliter leur élimination avec des thérapies
classiques jusqu’ici incapables d’arréter définitivement leur progression. Les cellules
tumorales disséminées résiduelles sont génétiquement hétérogénes et leur sortie de
dormance augmenterait les mécanismes génétiques et épigénétiques leur permettant de
résister aux thérapies. De plus, la sortie de dormance des cellules tumorales semble induire
une récidive tumorale plus rapide dans des systémes expérimentaux. De ce fait, maintenir
les cellules tumorales disséminées dormantes ou les éradiquer dans leur état de dormance

semble étre une stratégie alternative moins risquée (Sosa et al., 2014).

L’existence d’un lien entre la dormance tumorale et les cellules souches cancéreuses a été
proposée aux vues de certaines caractéristiques que possedent les cellules souches
normales qui sont partagées par les cellules souches cancéreuses et qui pourraient
expliquer la formation des métastases. En effet, les cellules tumorales disséminées sont la
plupart du temps dans un état de quiescence et sont responsables de la formation de
tumeurs. Des caractéristiques qui rappellent celles des cellules souches tumorales (Aguirre-
Ghiso, 2007).
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Il — Voies de signalisation régulant la quiescencel/activation des cellules

souches tumorales

De nombreux régulateurs des cellules souches et de la quiescence/activation ont été décrits,
parmi eux on distingue : la voie de signalisation PI3K/AKT, et un de ses effecteurs FOXO3A,
et la voie p38 MAPK.

1 - Lavoie PISK/AKT

La voie PI3K joue un role important dans de nombreuses fonctions cellulaires telles que le
métabolisme cellulaire, la prolifération, la progression du cycle cellulaire et la survie (figure
23). La PI3K est activée par des facteurs de croissance et des inducteurs de I'angiogenése
tels que le VEGF. Des amplifications et des mutations de la PI3K sont fréquentes dans
divers types de tumeurs solides. Des altérations génétiques des molécules en amont et en
aval de la PI3K, telles que des récepteurs de tyrosines kinases ou AKT respectivement, sont
également fréquemment observées dans les cancers. La voie de signalisation de la PI3K
régule la croissance tumorale par I'activation d’AKT et d'autres cibles (Jiang & Liu, 2009).

Les PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) sont des protéines regroupées dans trois classes : |,
Il et lll, en fonction de leur structure, leurs substrats, leur distribution, leur mécanisme
d’activation et leurs fonctions. La classe | joue un rOle vital dans la régulation de la
prolifération cellulaire, la croissance et la survie initiée par de nombreux facteurs de
croissance et de survie. Cette classe | est elle-méme subdivisée en deux classes : IA et IB.
Les PI3K de la classe IA sont activées par des récepteurs de tyrosine kinase (RTK) tandis
qgue celles de la classe IB sont activées par des récepteurs couplés a des protéines G
(GPCR). La classe IA comprend des hétérodiméres composés d’'une sous-unité catalytique,
la p110, et d’'une sous-unité régulatrice, la p85, et utilise le phosphatidylinositol, le PIP
(phosphatidylinositol-4-phosphate) et le PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-biphosphate) comme
substrats. De plus, il existe trois isoformes de la sous-unité p110 : p110a, p110p et p1103, et
trois isoformes de la sous-unité p85: p85a, p85B et p85y. La classe IB comprend des
hétérodimeéeres composeés de la sous-unité catalytique p1108 et d’'une sous-unité régulatrice
p1l01 ou de ces homologues p84 ou p87PIKAP. La classe Il des PI3K inclue : PI3KC2aq,
PIBKC2B et PI3KC2y qui utilisent le phosphatidylinositol et le PIP comme substrats. La
classe Ill est composée d’hétérodiméres de sous-unités catalytique et régulatrice qui utilisent

uniquement le phosphatidylinositol comme substrat (Jiang & Liu, 2009).

AKT (ou PKB) est une des plus importantes cibles de la PI3K. Il existe trois isoformes
d’AKT : AKT1, AKT2 et AKT3, codées par des genes différents mais montrant des
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homologies de séquence. Le produit de la PI3SK : PIP3, se lie a AKT qui est de ce fait recruté
a la membrane cellulaire et se lie a PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1) via leurs
domaines PH (plekstrin homology). Par la suite, PDK1 phosphoryle et active AKT au niveau
de son domaine kinase. Une fois activée, AKT se dirige vers le cytoplasme ou le noyau ou
elle phosphoryle, active ou inhibe de nombreuses cibles afin de réguler diverses fonctions
dont le métabolisme cellulaire, la synthese de protéines, la survie cellulaire/inhibition de
'apoptose et la progression du cycle cellulaire (Jiang & Liu, 2009 ; Mogi et al., 2003).

L’'activation de la PI3K est impliquée dans l'oncogenése. En effet, de nombreuses
dérégulations de la PI3K ou de ses cibles sont trés fréquemment retrouvées dans de
nombreux cancers. De plus, la surexpression et l'activation d’AKT sont également
impliquées dans la carcinogenese. La PI3K transmet des signaux oncogéniques a AKT afin
de réguler la tumorigenése a travers plusieurs cibles. En effet, AKT active la voie NFkB par
la phosphorylation d’'IKKa/B. De plus, AKT régule la prolifération et la croissance tumorale en
favorisant la progression dans le cycle cellulaire. AKT inhibe la transcription de génes
inhibiteurs du cycle cellulaire induite par FOXO et favorise la transition G1/S (Jiang & Liu,
2009).

2 - FOXO

Les protéines FOX (Forkhead Box) sont caractérisées par la présence d’'un domaine de
liaison a 'ADN « forkhead ». On dénombre 50 protéines FOX, regroupées dans 19 familles
(FOXA a FOXS) sur la base d’homologie de séquence dans et en dehors du domaine
« forkhead ». Les protéines FOX régulent des génes impliqués dans la progression du cycle
cellulaire, la prolifération, la différenciation, le métabolisme, la sénescence, la survie ou
'apoptose. Des dérégulations des protéines FOX sont impliquées dans [initiation et la

progression de cancer ainsi que dans la résistance a la chimiothérapie (Lam et al., 2013).

La sous-classe « O » est la plus étudiée des sous-familles de protéines FOX. Ce sont des
régulateurs de la prolifération cellulaire et de la survie (figure 23). Elle est constituée de
quatre membres : FOXO1, FOXO3A, FOX0O4 et FOXO6. Tous sont exprimés par une grande
variété de cellules, excepté FOXO6, qui est uniquement exprimé par les cellules nerveuses.
Les protéines FOXO, et particulierement FOXO3A, agissent en aval de plusieurs voies
oncogéniques dont ERK, IKKB ou PI3K/AKT, qui séquestrent FOXO au niveau du
cytoplasme et induisent sa dégradation. A 'opposé, la phosphorylation de FOXO par AMPK
(AMP-activated protein kinase), CDK2 (cyclin-dependent kinase 2), JNK (c-Jun N-terminal
kinase) ou p38 MAPK, favorise sa translocation dans le noyau et augmente sa capacité de

régulation de I'arrét de la prolifération, de la différenciation ou de la mort cellulaire. D’autres
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modifications post-traductionnelles peuvent affecter FOXO. |l s’agit de la méthylation ou de
'acétylation provoquant la translocation cytoplasmique et la dégradation de FOXO. Au
contraire, la déacétylation de FOXO permet I'activation de génes spécifiques conférant une

résistance au stress oxydant et aux agents anticancéreux cytotoxiques (Lam et al., 2013).

Les protéines FOXO sont des régulateurs négatifs du cycle cellulaire. L’'une des premiéres
fonctions de FOXO est de participer a la régulation de la transition de la phase G1 a la phase
S du cycle cellulaire, en induisant une inhibition des cyclines de type D, par augmentation de
la transcription de répresseurs de ces cyclines. Par exemple, la surexpression des formes
nucléaires actives de FOXO1 et FOXO3A inhibe I'activité de CDK4 et induit un arrét en
phase G1. Au contraire, une forte activité de la voie PI3K/AKT, associée a une inhibition de
FOXO, induit 'expression de cycline D1 et des complexes Cycline D1-CDK4/6 et une entrée
précoce en phase S. La régulation de I'expression des cyclines D n’est pas le seul
mécanisme par lequel FOXO contréle la transition G1/S. En effet, FOXO peut également agir
au niveau des inhibiteurs de cyclines dépendantes de kinase (CKI). Par exemple, FOXO
peut provoquer une augmentation de la transcription de p21°"* et de p27*** (Ho et al., 2008).

FOXO contrle également la transition G2/M du cycle cellulaire. En effet, I'activation de
FOXO3A au cours de la phase S provoque un arrét du cycle en G2/M. De plus, les protéines
FOXO induisent I'expression de geénes tels que : cycline B ou polo-like kinase, qui sont trés
importants pour la progression en phases G2 et M. De méme, la surexpression de FOXO1

diminue I'expression de génes essentiels a la transition G2/M (Ho et al., 2008).

L’activation des protéines FOXO conduit a une entrée des cellules en phase GO du cycle
cellulaire, tandis que son inactivation, par activation d’AKT, provoque I'entrée des cellules en
cycle cellulaire et leur prolifération (Kops et al., 2002). En effet, dans les cellules souches
hématopoietiques, AKT est inactif et les protéines FOXO, localisées dans le noyau de ces
cellules, maintiennent leur quiescence. Suite a une stimulation par des cytokines, AKT
devient actif et provoque I'export des protéines FOXO dans le cytoplasme des cellules, qui

sortent de quiescence (Miyamoto et al., 2007).

Une dérégulation de FOXO3A peut provoquer une perturbation de la différenciation pouvant
conduire au développement de certains cancers (Ho et al.,, 2008). Dans le modéle des
leucémies myéloides chroniques, une étude a montré que les inhibiteurs de tyrosine kinase
induisent un arrét des cellules leucémiques en phase G1 via l'inhibition de la voie PI3K/AKT
et la réactivation des potéines FOXO. L’inactivation des protéines FOXO dans les cellules
leucémiques provoque leur entrée en cycle et permet leur apoptose en réponse a des

inhibiteurs de tyrosine kinase (Pellicano et al., 2014).
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3 — Lavoie p38MAPK

La famille des MAPK (mitogen-activated protein kinase) est divisée en trois groupes: la
sous-famille ERK (extracellular-signal-regulated kinases), la sous-famille JNK (c-Jun N-
terminal kinases) et la sous-famille p38 MAPK. Cette derniere est impliguée dans
linflammation, 'apoptose, et joue un réle important dans la réponse cellulaire a des signaux
externes, en particulier le stress. Elle est activée par des stress environnementaux ou des
cytokines pro-inflammatoires liées a l'inflammation, telles que le TNF ou l'lL-1 (Oeztuerk-
Winder & Ventura, 2012 ; Nebreda & Porras, 2000 ; Adam et al., 2009).

Il existe quatre isoformes de p38 MAPK, divisées en deux sous-groupes, selon leur profil
d’expression, leur spécificité de substrat et leur sensibilité aux inhibiteurs pharmacologiques.
Le premier sous-groupe est composé de p38a et p38B, exprimés de fagcon universelle, et le
deuxieme comprend p38y et p38d, au profil d’expression tissu-spécifique. Toutes sont
activées par la kinase MKKG6. D’autres kinases peuvent les activer, notamment MKK3, qui
active p38a, p38y et p38d, ou MKK4, qui active uniqguement p38a. Les substrats de p38 sont
essentiellement des protéines kinases et des facteurs de transcription. L’activation de la voie
p38 MAPK par des cytokines ou un stress cellulaire favorise l'inhibition de la croissance
cellulaire et induit 'apoptose. Les différentes isoformes ont des fonctions redondantes,
spécifiques ou opposées en fonction du type cellulaire et de la nature du stimulus. De plus,
l'activation de p38 est nécessaire a linhibition d’oncogénes, son inactivation permet la
progression tumorale (Oeztuerk-Winder & Ventura, 2012 ; Nebreda & Porras, 2000 ; Adam
et al., 2009).

L'isoforme p38a est le membre le plus abondant de cette famille. Il est essentiel au
développement embryonnaire et intervient dans de nombreuses fonctions cellulaires dont : la
prolifération, la différenciation, la mort cellulaire, la migration ou la réponse au stress, via
divers mécanismes comme la régulation de la transcription, la synthése de protéines, la
stabilisation d’ARNm ou le remodelage de la chromatine. Au niveau de la peau, p38 régule la
caspase 14 afin de permettre la différenciation des kératinocytes (Oeztuerk-Winder &
Ventura, 2012).

Un autre facteur a prendre en compte, en plus de tous ces régulateurs et voies de
signalisation, est I'inflammation. En effet, la principale cause de développement d’'un
mélanome est I’exposition aux rayons UV, qui provoquent des mutations ainsi que la

production d’un environnement inflammatoire.
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E — INFLAMMATION ET CANCER

| - Notions générales

L’inflammation, un mécanisme de défense de I'hbte, est une réponse immédiate du corps a
une lésion tissulaire causée par une infection microbienne ou d’autres stimuli nocifs.
L’inflammation aigué est caractérisée par une vasodilatation, une fuite de la vascularisation
et une infiltration de lymphocytes au niveau du site de linfection, afin d’éliminer le
pathogéne, et est suivie d’'une phase de réparation des tissus endommagés. L’inflammation
aigué a un réle bénéfique contre les infections et les Iésions. Cependant, une résolution
inadéquate de l'inflammation ou des réactions inflammatoires incontrélées provoquent un
état d’'inflammation chronique, qui constitue un facteur de développement de cancer (Kundu
& Surh., 2012).

Une minorité de cancers sont causés par des mutations germinales. La majorité d’entre eux
(90%) sont liés a des mutations somatiques et a des facteurs environnementaux, la plupart
du temps associés a une inflammation chronique. En effet, plus de 20% des cancers sont
liés a des infections chroniques, 30% sont attribués au tabac et aux polluants inhalés (silice
et amiante) et 35% sont attribués a des facteurs alimentaires (Grivennikov et al., 2010).

Il existe plusieurs types d’inflammation, qui different par leurs causes, leurs mécanismes,
leurs issues ou leurs intensités, et qui peuvent favoriser le développement et la progression
de cancer. Parmi elles, on distingue les infections bactériennes, comme celle d’Helicobacter
pylori qui est associée au développement de cancers gastriques et de lymphomes de la
mugqueuse gastrique, celles des Bacteroides liées au développement de cancers du colon, et
les infections parasitaires, comme celle de Schistosoma liée au développement de cancer de
la vessie. On distingue également les infections par des virus, comme celui de I'hépatite B
(HBV) ou C (HCV), qui augmentent le risque de carcinomes hépatocellulaires en conduisant
les cellules hépatiques a surexprimer des géenes qui favorisent I'apparition du cancer. Enfin, il
existe d’autres types d’inflammations chroniques qui précédent le développement tumoral et
qui peuvent étre causées par des dérégulations de I'immunité ou de I'auto-immunité. Il s’agit,
par exemple, de maladies inflammatoires de l'intestin qui augmentent le risque de cancers
colorectaux. Cependant, toutes les maladies inflammatoires chroniques n’augmentent pas le
risque de développer un cancer, certaines d’entres elles, comme le psoriasis, réduisent ce
risque (Grivennikov et al., 2010 ; Tanno & Matsui., 2011).

L’existence d’un lien entre le cancer et I'inflammation a pour la premiére fois été décrite en

1863 par Rudolf Virchow. Ses observations selon lesquelles les cellules inflammatoires
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infiltrent les tumeurs 'ont conduit a I'hypothése selon laquelle le cancer provient de sites
inflammatoires (discuté in Landskron et al., 2014). Depuis, de nombreuses études ont
démontré un lien entre le cancer et I'inflammation grace a diverses évidences. Tout d’abord,
les maladies inflammatoires augmentent le risque de développer plusieurs types de cancer
et les anti-inflammatoires non stéroidiens diminuent le risque de développement et la
mortalité de certains cancers. Des cellules inflammatoires et immunitaires, des chimiokines
et des cytokines sont présentes dans le microenvironnement de toutes les tumeurs
humaines dés les premiers stades de développement, jusqu’a la formation des métastases.
De plus, cibler les médiateurs de l'inflammation (des chimiokines ou des cytokines, comme
le TNF ou IL-1B), des facteurs de transcription clés (NFkKB ou STAT3), ou des cellules
inflammatoires, diminue lincidence et la propagation des cancers, tandis que la
surexpression de cytokines inflammatoires favorise le développement de tumeurs
(Mantovani et al., 2008). De plus, les cellules immunitaires affectent les cellules tumorales
via la production de cytokines, de chimiokines, de facteurs de croissance, de
prostaglandines, d’espéces réactives de I'oxygéne et d’espéces réactives de l'azote et la
plupart des tumeurs solides déclenchent une réponse inflammatoire intrinséque qui conduit a
un environnement protumorigeéne. Enfin, les radiations et la chimiothérapie, en causant la
mort par nécrose des cellules tumorales et des tissus environnants, déclenchent a leur tour

une réaction inflammatoire (Grivennikov et al., 2010).

La connexion entre I'inflammation et le cancer consiste ainsi en deux voies (figure 24) : une

voie extrinséque et une voie intrinséque (Mantovani et al., 2008).
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Figure 24 : Les voies reliant 'inflammation et le cancer (Mantovani et al., 2008).

La voie intrinséque est activée par des mutations génétiques et cause une néoplasie. Elle
implique I'activation d’oncogénes et linhibition de génes suppresseurs de tumeur. Les
cellules ainsi transformées produisent des médiateurs inflammatoires générant un

environnement inflammatoire au niveau de la tumeur. En ce qui concerne la voie
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extrinséque, les conditions inflammatoires et infectieuses augmentent le risque de
développer un cancer. Les deux voies convergent et provoquent une activation de facteurs
de transcription (NFkB, STAT3, HIFla) dans les cellules tumorales. Ces facteurs de
transcription coordonnent la production de médiateurs de I'inflammation dont des cytokines,
des chimiokines ou la cyclooxygénase-2. Ces facteurs recrutent et activent des leucocytes.
lIs activent les mémes facteurs de transcription dans les cellules inflammatoires, stromales et
tumorales, provoquant une forte production de médiateurs de l'inflammation, générant ainsi

un environnement tumoral inflammatoire.

Les mécanismes par lesquels I'inflammation contribue a la carcinogenése sont : I'induction
d'une instabilit¢ chromosomique, des altérations de modifications épigénétiques, une
augmentation de la prolifération cellulaire, une diminution de I'apoptose, une stimulation de
la néovascularisation intratumorale et une invasion a travers la membrane basale associée a
la tumeur favorisant la formation de métastases. Au cceur de ces processus biochimiques,
on retrouve une expression élevée, une surproduction ou une activité anormale de divers
médiateurs de l'inflammation tels que : des cytokines, des chimiokines, la cyclooxygenase-2,

des prostaglandines ou de 'oxyde nitrique (Kundu & Surh., 2012 ; Mantovani et al., 2008).

Une fois la tumeur établie, le microenvironnement renforce l'inflammation chronique. En
effet, le microenvironnement tumoral est composé de cellules de limmunité innée
(macrophages, neutrophiles, mastocytes, cellules dendritiques et natural killer), de cellules
de 'immunité adaptative (lymphocytes T et B), de cellules cancéreuses et de leur stroma
(fibroblastes, cellules endothéliales, péricytes et cellules mésenchymateuses) qui
communiquent entre elles par des contacts directs ou via la production de cytokines et de
chimiokines qui agissent de maniére autocrine ou paracrine afin de contréler la croissance
tumorale. L’expression des divers médiateurs de I'immunité, de méme que I'abondance et
I'état d’activation des différents types cellulaires du microenvironnement tumoral déterminent
si 'immunité anti-tumorale se met en place ou si l'inflammation va favoriser la formation de

tumeurs (Grivennikov et al., 2010 ; Raposo et al., 2015).

Il - Les cytokines et le TNF

Parmi les facteurs qui sont impliqués dans le lien entre linflammation et le cancer, on
distingue les cytokines. Ces derniéres sont des protéines de faible poids moléculaire qui
régulent plusieurs processus physiologiques : la prolifération, la survie, la migration
cellulaire, la mort, la différenciation et la réponse immunitaire. Certaines d’entre elles
stimulent ou aggravent l'inflammation, d’autres atténuent la réponse inflammatoire. De plus,

elles participent a la formation de tumeurs. En effet, en réponse a une inflammation, des
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cytokines sont sécrétées par des cellules immunitaires et inflammatoires provoquant une
activation de facteurs de transcription (NFkB, STAT3, AP-1) dans les cellules pré-malignes
afin d’'induire des génes qui stimulent la prolifération cellulaire et la survie. De plus, la
production de facteurs de croissance et de cytokines sont capables de conférer un
phénotype de cellules souches et d’augmenter le pool de cellules souches (Grivennikov et
al., 2010 ; Kundu & Surh., 2012 ; Landskron et al., 2014 ; Tanno & Matsui., 2011).

La principale cytokine pro-inflammatoire décrite est le TNF. La superfamille du TNF (Tumor
Necrosis Factor) est composée de 19 ligands et de 29 récepteurs jouant un grand nombre
de réles différents dans le corps. Tous les membres de cette famille présentent une activité
pro-inflammatoire, notamment par I'activation du facteur de transcription NFkB, certains ont
également un réle dans la différenciation. La plupart d’entre eux possédent des effets a la
fois bénéfiques et potentiellement dangereux. Le TNF est, par exemple, lié a la prolifération
et la différenciation des cellules B en condition physiologique, mais il est également impliqué
dans une grande variété de maladies, dont les cancers, les troubles cardiovasculaires,

neurologiques, pulmonaires, métaboliques et auto-immuns (Aggarwal et al., 2012).

Les membres de cette famille sont : le TNF (TNFa étant identique au TNF), lymphotoxine-
B, CD40L, FasL, CD30L, 4-1BBL, CD27L, OX40L, TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing
ligand), LIGHT, RANKL (receptor activator of NFkB ligand), TWEAK (TNF-related weak
inducer of apoptosis), APRIL (a proliferation-inducing ligand), BAFF (B-cell activating factor),
VEGI (vascular endothelial cell-growth inhibitor), EDA-A1 (ectodysplasin A), EDA-A2 et
GITRL. Ces différents ligands et leurs récepteurs sont exprimés par diverses cellules du
systeme immunitaire. Cependant, d’autres types cellulaires les expriment également, en

conditions physiologiques et pathologiques (Aggarwal et al., 2012).

Le terme « tumor necrotizing factor » fut pour la premiére fois utilisé en 1962 pour l'activité
de régression tumorale de sarcome 37 induite par le sérum de souris traitées a l'aide d’un
polysaccharide Serratia marcescens. Cette activité fut attribuée au TNF en 1975 par
Carswell (Carswell et al., 1975).

Les récepteurs de la superfamille du TNF sont classés en deux catégories : ceux possédant
un domaine de mort intracellulaire et ceux qui ne le possédent pas. Ce domaine de mort,
composeé de 45 acides aminés, est nécessaire au recrutement d’autres protéines permettant
d’induire la mort cellulaire. Six récepteurs possédent ce domaine de mort. Il s’agit de TNFR1
(ou DR1), Fas (ou DR2), DR3 (récepteur de VEGI), DR4 (récepteur de TRAIL), DR5
(récepteur de TRAIL) et DR6. Les récepteurs possédant le domaine de mort sont exprimés
par la plupart des cellules, ceux ne le possédant pas sont exprimés par un nombre restreint

de types cellulaires. En ce qui concerne les deux récepteurs du TNF, TNFR1, qui possede
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un domaine de mort, est exprimé par tous les types cellulaires tandis que I'expression de
TNFR2, sans domaine de mort, est limitée aux cellules immunitaires, endothéliales et
nerveuses (Aggarwal et al., 2012 ; Nenu et al., 2015).

Le TNF peut se présenter sous deux formes, I'une soluble, l'autre transmembranaire. Une
fois lié a son récepteur, le TNF peut induire cing signaux différents dont I'activation de:
NFkB, des voies apoptotiques, ERK, p38 MAPK et JNK (Aggarwal et al., 2012).

La liaison du TNF a son récepteur TNFR1 induit le recrutement de la protéine TRADD
(TNFR-associated death domain) grace a son domaine de mort (figure 25). La protéine
TRADD recrute ensuite la protéine FADD (Fas-associated protein with death domain) ce qui
conduit a une activation séquentielle des caspases 8 et 3 et a I'apoptose. Le TNF peut
également activer les mitochondries afin de libérer des ROS, le cytochrome C et Bax,
conduisant a I'activation des caspases 9 et 3 et a 'apoptose. De maniére paradoxale, le TNF
peut activer NFKB qui, a son tour, régule I'expression de protéines associées a la survie
cellulaire et a la prolifération. L’activation de NFkB par le TNF est permise par le recrutement
de TNFR1, TRADD, TRAF2/TRAF5 (TNFR-associated factor 2/5), RIP (receptor interacting
protein), TAK1 (TGF-B-activated kinase 1), IKK (IKB kinase), la phosphorylation,
l'ubiquitination et la dégradation d’lIkBa (inhibitor of nuclear factor-kBa) et enfin, la
translocation nucléaire de NFkB (p50 et p65). Les effets pro-inflammatoires du TNF sont
médiés via des protéines régulées par NFkB telles que : I'lL-6, I'lL-8, I'lL-18, des chimiokines
ou la cyclooxygénase-2, tous des médiateurs de l'inflammation. Le TNF peut également
induire sa propre expression grace a I'activation de NFkB. Il peut aussi induire la prolifération
cellulaire via l'activation d’autres facteurs de transcription tels qu’AP-1, grace au recrutement
de TNFR1, TRADD, TRAF2, MEKK1 (MAP/ERK kinase kinase 1), MKK7 (MAP kinase
kinase 7) et JNK. La voie p38 MAPK peut aussi étre activée par le TNF via TRADD, TRAF2
et MKK3. La liaison du TNF a son récepteur TNFR2 permet d’activer les voies NFkB et
MAPK via la liaison directe de TNFR2 a TRAF2 (Aggarwal et al., 2012 ; Nenu et al., 2015).
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Figure 25: Activités induites par les membres de la superfamille du TNF: pro-
inflammatoires et mort cellulaire (Croft et al., 2013).

Les membres de la superfamille du TNF (TNFSF), sous formes soluble ou
transmembranaire, se fixent sur leurs récepteurs (TNFRSF) et induisent des signaux de

survie et d’'inflammation (a) ou I'apoptose (b).

Bien qu’il posséde une activité anti-tumorale, son activité pro-inflammatoire puissante
empéche son administration systémique a des patients atteints de cancer. Il peut toutefois
étre utilisé en clinique. Il est notamment utilisé dans le traitement de sarcomes des tissus
mous et de mélanomes des membres, a l'aide d'une technique appelée la perfusion de
membre isolé. Cette technique consiste a dériver chirurgicalement la circulation sanguine
d’'un membre ce qui permet d’interrompre tous les échanges ente la circulation sanguine du
membre et le reste du corps. De fortes doses de TNF et de chimiothérapie sont ensuite
administrées dans la circulation du membre isolé, évitant ainsi les effets secondaires
(Aggarwal et al., 2012 ; Deroose et al., 2011 ; Hoekstra et al., 2014).

L’implication de la superfamille du TNF dans diverses pathologies humaines fait d’elle une
cible pour le développement de nouvelles thérapies. En effet, les anti-TNF constituent I'une

des premieres thérapies par anticorps monoclonaux ayant montré un réel succes. Plusieurs
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antagonistes dirigés contre des membres da la superfamille du TNF ou de ces récepteurs

sont a ce jour approuveés par la FDA et d’autres en sont encore aux phases cliniques.

Ces agents, au départ développés pour traiter les maladies inflammatoires de I'intestin, sont
maintenant utilisés dans le cas darthrite psoriasique, de rectocolite hémorragique, de
polyarthrite rhumatoide, de spondylarthrite ankylosante ou de la maladie de Crohn. Il s’agit
de I'Etanercept, une protéine de fusion (récepteur du TNF-p75) soluble, de I'Infliximab, un
anticorps anti-TNF chimérique (souris-humain), de I'Adalimumab et du Golimumab, des
anticorps monoclonaux anti-TNF humanisés, et du Certolizumab, un fragment Fab pégylé
d’un anticorps monoclonal du TNF humanisé. Le ciblage du TNF est un succés considérable

dans les maladies auto-immunes induites par I'inflammation (Croft et al., 2013).

Est-ce que le TNF est une cible dans les cancers ? |l semblerait qu’a faible concentration, il
présente des effets pro-tumoraux dans des modeles expérimentaux, qui n'‘ont pas été

confirmés chez 'homme, et qu’a forte concentration, il présente une activité anti-tumorale.

Il semblerait que les patients traités a l'aide d’anti-TNF pour une maladie inflammatoire
chronique présenteraient un risque plus élevé de développer un cancer. En effet, il a été
reporté plusieurs cas de patients atteints d’'une maladie inflammatoire chronique traités a
l'aide d’anti-TNF et qui ont développé un mélanome. Les méta-analyses réalisées indiquent
gue cette surincidence reste modeste, mais nécessite un suivi des patients (Croft et al.,
2013 ; Piérard-Franchimont et al., 2011 ; Lebrec et al., 2015 ; Kouklakis et al., 2013 ;
Fellermann, 2013). Néanmoins, une question se pose : que se passe-t-il dans les cellules

tumorales ?

Dans le modéle du cancer du sein, le TNF a pour effet d’activer de nombreuses voies de
signalisation (p38, ERK ou NFkB) et de générer des cellules au phénotype CD44+/CD24-,
un phénotype associé aux cellules souches dans ce modéle (Bhat-Nakshatri et al., 2010). De
plus, les cellules cancéreuses de sein répondent au TNF en induisant des caractéristiques
de cellules souches via un mécanisme impliquant la surexpression de SLUG. De méme, le
traitement des cellules de cancer du sein au TNF augmente leur capacité a former des
sphéres (Storci et al., 2010).

Dans le cas du mélanome, les cellules cancéreuses expriment une grande variété de
cytokines, de chimiokines et de leurs récepteurs dont le niveau d’expression et le role
changent avec la progression du mélanome. Une étude de Moretti et al a démontré que les
nevi et mélanomes primaires de moins d’un millimétre d’épaisseur expriment de faibles
guantités de TNF, TGF-B, IL-8 et c-kit, tandis que les mélanomes a des stades avancés
expriment en tres grande quantité : I'lL-1a, I'lL-1B, I'lL-6, I'IL-8, le TNF, le TGF-B, le GM-CSF,
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le SCF et leurs récepteurs. De plus, les cellules de mélanomes expriment des récepteurs
chimiotactiques tels que : CXCR1, CXCR2, CXCR4, CCR2, CCR7 et CCR9 et sécrétent des
chiomioattractants neutrophiles: CXCL1-3, CCL2, CXCL8 et CCL5. Au sein du
microenvironnement tumoral, les cellules de mélanome produisent du TGF-§3, du bFGF et du
PDGF qui induisent une rapide prolifération des fibroblastes. A leur tour, les fibroblastes
produisent une série de facteurs de croissance, tels que I'lGF-1, lHGF (hepatocyte growth
factor), le bFGF et le TGF-B qui favorisent la croissance et la prolifération des cellules de
mélanome (Melnikova & Bar-Eli., 2009).

Il serait ainsi intéressant d’étudier le lien entre le TNF et la quiescence des cellules souches

au niveau expérimental.
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Obijectifs de la thése

L’intérét du groupe est focalisé sur I'étude des mécanismes moléculaires qui contrdlent la
quiescence et I'activation des cellules souches tumorales, et sur les liens existant entre les
cellules souches tumorales quiescentes et la dormance tumorale, dans le modéle du

mélanome.

L’existence des cellules souches cancéreuses a été mise en évidence dans la plupart des
cancers dont le mélanome. Ces cellules présentent une capacité d’autorenouvellement et de
production de cellules différenciées, cyclent lentement et sont seules capables de générer
des tumeurs. Leur caractérisation repose essentiellement sur [l'utilisation de marqueurs
phénotypiques dont I'expression est un phénoméne dynamique (Boiko et al., 2010 ; Roesch
et al., 2010 ; Hoek et Goding, 2010 ; Touil et al., 2013).

Les facteurs impliqués dans le contréle du passage réversible de I'état quiescent a I'état
activé, des cellules souches tumorales cyclant lentement, sont trés mal connus, mais
appartiendraient au microenvironnement tumoral. En effet, I'inflammation chronique, et en
particulier les cytokines inflammatoires et des chimiokines, joue un role important dans
l'activation des voies de signalisation stimulant les cellules souches cancéreuses, l'initiation
et la progression tumorale. Cependant, les mécanismes en cause restent trés mal connus.
Un acteur trés important de linitiation tumorale est le TNF, une cytokine pro-inflammatoire
majeure. Mieux comprendre comment les voies de I'inflammation chronique agissent sur le
comportement des cellules souches tumorales est essentiel pour développer de nouvelles

stratégies de prévention et de traitement des cancers.

Notre laboratoire a déja démontré I'existence de cellules souches tumorales dans une lignée
de mélanome établie a partir d’'une tumeur humaine, et I'exploration des mécanismes
impliqués dans le contréle de leur activation a montré I'implication de la voie PI3K/AKT (Touil
et al, 2013). De plus, le groupe a également construit un modéle murin de dormance

tumorale du mélanome (Touil et al., in press).

La premiére partie de mon projet vise donc a étudier les effets du TNF sur la dormance et
I'activation des cellules souches tumorales quiescentes dans le mélanome, et cela dans les
modeles en trois dimensions des mélanosphéres et de la peau humaine reconstruite in vitro,
plus pertinents, ainsi que les voies de signalisation impliquées dans les effets induits par le
TNF. Nous nous sommes également intéressés a I'évaluation des effets des anticancéreux
sur les cellules souches cancéreuses quiescentes et activées et les voies de signalisation
mises en jeu. Par ailleurs, une étude in vivo, qui teste les activités tumorigéniques et
métastatiques des différentes sous-populations de cellules de mélanome ainsi que les effets

induits par le TNF, a également été mise en place.
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L’expérience aquise au cours de cette étude m’a permis de participer a d’autres projets de
'équipe visant tous a étudier le contréle de la quiescence/activation des cellules souches
dans le mélanome ainsi que dans d’autres modéles cellulaires, et qui sont abordés dans la

deuxiéme partie de la thése.
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Résultats

A. Article n°1: Transient TNF regulates the self-renewing capacity
of stem-like label-retaining cells in sphere and skin equivalent

models of melanoma
(Cell Commun Signal. 2014 Sep 17;12:52)
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Résultats

Il est désormais bien établi que I'inflammation favorise le risque de développer un cancer,
dont le mélanome, cependant les mécanismes impliqués ne sont pas connus. Le but de
notre étude était d’étudier les effets d’un facteur pro-inflammatoire, le TNF, sur la quiescence
des cellules souches de mélanome, responsables du développement tumoral et de la
formation de métastases, dans les modéles en trois dimensions des mélanosphéres et de la

peau humaine reconstruite in vitro.

Grace a l'utilisation d’'une protéine de fusion inductible par la tétracycline, I'histone 2B-GFP,
permettant de suivre les divisions cellulaires, nous avons mis en évidence la présence de
cellules souches de mélanome quiescentes/slow cycling GFP+ dans nos lignées cellulaires
de mélanome. Nous avons également déterminé que le TNF, la principale cytokine pro-
inflammatoire, augmente le pool de cellules souches de mélanome GFP+ (label retaining
cells) dans le modéle des mélanospheéres. De plus, ces cellules expriment des marqueurs de
cellules souches de mélanome, dont ABCB5 et CD271, ont la capacité de s’autorenouveller
mais pas celle de se différencier, comme le montre la diminution de I'expression de Melan-A
dans les mélanospheres et la perte de la pigmentation des équivalents de peau. Ces
changements perdurent de nombreuses générations aprés I'exposition au TNF. De maniére
intéressante, le phénotype indifférencié peut étre inversé par Il'utilisation d’'un inhibiteur de la
voie de signalisation PI3K/AKT, le LY294002, qui de plus, entraine une diminution du
compartiment des cellules souches de mélanome. Ces données suggérent que le TNF
maintien les cellules souches de mélanome dans un état primitif et contrble leur plasticité.
Une voie de signalisation responsable de cet effet est la voie PI3K/AKT, qui est impliquée

dans la régulation des cellules souches dans de nombreux autres systemes.

Cette étude nous a ainsi permis de mettre en évidence que le TNF cible le compartiment des
cellules souches de mélanome quiescentes/slow cycling et favorise 'augmentation du pool
de cellules souches de mélanome via la voie de signalisation PI3K/AKT. Cet effet du TNF est
maintenu et transféré aux descendants des cellules souches de mélanome quiescentes/slow
cycling, méme en l'absence de TNF, suggérant ainsi qu'une exposition transitoire aux
facteurs inflammatoires induit des changements cellulaires et moléculaires, aux

conséquences fonctionnelles, persistants longtemps apres la suppression de I'inflammation.
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B. Résultats complémentaires

|. Effets du TNF sur la quiescence/activation des cellules souches de

mélanome

Dans le modele des équivalents de peau, nous avons mis en évidence que les cellules,
issues des équivalents de peau reconstitués avec des cellules de mélanome quiescentes
(trices H2B-GFP+) et traitées au TNF a 500 ng/mL pendant trois semaines, forment plus de
sphéres que leurs homologues non prétraités. De plus, cet effet est accentué dans les
générations successives de sphéres malgré I'absence de TNF dans le milieu de formation

des sphéres. Un effet que I'on ne retrouve pas avec les cellules cyclantes (triées H2B-GFP-).

Il semblerait que les cellules H2B-GFP+ aient gardé en mémoire l'effet du TNF. Ce

phénomeéne, particulierement intéressant, nous a évoqué des mécanismes épigénétiques.

Les moadifications épigénétiques correspondent a des changements héritables dans
I'expression de génes qui n‘altérent pas la séquence d’ADN. Il s’agit de modifications des
histones et de méthylation de 'ADN. Des acétylations et déacétylations de résidus lysines
spécifigues des histones par des histones acétyl transférases (HDAC) causent,
respectivement, une activation et une répression de la transcription de nombreux génes.
D’autres modifications d’histone, telles que la méthylation, la phosphorylation ou la
sumoylation peuvent également se produire (Kundu & Surh, 2012 ; Shigdar et al., 2014). Il a
récemment été mis en évidence que des changements épigénétiques interviennent dans des
pathologies telles que I'asthme (Ooi et al., 2012). En effet, 'expression d’'une cytokine, I'lL-
13, au niveau des voies aériennes induit des changements dans le profil de méthylation de
'ADN de promoteurs de génes cibles (Ooi et al., 2012). De telles modifications sont
également observées dans une autre maladie chronique, le diabéte. En effet, dans cette
maladie, une exposition prolongée a de fortes concentrations de glucose modifie
I'épigénome. De plus, ces modifications restent stables méme en l'abscence d’un
environnement riche en glucose (Cencioni et al.,2014). Une autre étude récente a montré
limplication des modifications épigénétiques dans I'effet mémoire des cellules musculaires
squelettiques aprés un traitement au TNF. Cet effet du TNF est gardé en mémoire par les
cellules pendant 30 doublements de population (Sharples, 2015). Enfin, on observe
également une signature épigénétique dans la reprogrammation de cellules somatiques en
cellules pluripotentes. En effet, les cellules souches pluripotentes induites gardent en
mémoire les caractéristiques épigénétiques de leur tissu d’origine, ce qui peut influencer leur
potentiel de différenciation (Rohani et al., 2014). Cela suggére que la transition

quiescence/activation et les rapides changements phénotypiques des cellules souches, y
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compris des cellules souches cancéreuses, associés, en réponse aux signaux du

microenvironnement, seraient régulés de maniere épigénétique (Crea et al., 2015).

Dans le but d’étudier si des modifications épigénétiques sont induites par le TNF et leur
impact sur la régulation des génes en réponse au TNF, nous avons entamé une
collaboration avec une chercheuse expérimentée dans ce domaine, le Dr Audrey Vincent,
qui fait partie du centre de recherche JPArc. Nous nous sommes focalisés sur deux marques
épigénétiques majeures : la méthylation des promoteurs de 'ADN et la triméthylation des
histones. Nous sommes particulierement intéressés a l'analyse épigénétique des génes
impliqgués dans la biologie des cellules souches et la régulation du cycle cellulaire. Cette
étude a été effectuée sur les cellules issues de la troisieme génération de spheres provenant
d’équivalents de peau traitées ou non au TNF pendant trois semaines et reconstitués avec
des cellules triées H2B-GFP+ et H2B-GFP-.

Pour cela, nous avons trié des cellules HBL H2B-GFP+ et H2B-GFP- puis reconstitué des
équivalents de peau avec et sans TNF dans le milieu de culture. Apres trois semaines de
traitement, les équivalents de peau ont été dissociés et les cellules ensemencées en
condition non adhérente afin de former trois générations successives de mélanospheres,
sans aucun traitement. A l'issue de la troisiéme génération de sphéres, soit trois semaines
apres le dernier traitement au TNF, les sphéres ont été fixées a 'aide de formaldéhyde puis
conservées a -80°C. Elles ont ensuite subies une étape de sonication avant I'extraction de
'ADN et leur séquencage. La partie expérimentale de I'étude épigénétique et I'analyse des

résultats sont fait en collaboration avec le Dr Audrey Vincent.

Nous espérons que l'analyse comparative des cellules témoins et traitées au TNF nous
permettra d’identifier des génes qui sont activés ou réprimés en réponse au TNF. Il est
important de comprendre non seulement les mécanismes qui contrlent la quiescence
cellulaire et l'activation, mais également de déterminer les mécanismes cellulaires et

moléculaires impliqués dans la dormance tumorale et la récidive de la maladie.
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Il. Effets du TNF sur la quiescence/activation des cellules souches de

mélanome in vivo

Afin d’étudier les effets du TNF sur le développement du mélanome, la dissémination des

cellules de mélanome et la dormance tumorale, nous avons effectué deux études in vivo.

1 - Greffe d’équivalents de peau traités ou non au TNF a des souris

immunodéficientes BALB/c-nude

Afin de déterminer si le TNF influe sur la capacité des cellules de mélanome a se disséminer
et a former des tumeurs, nous avons reconstitué des équivalents de peau a l'aide de cellules
de mélanome HBL que l'on a traitées ou non au TNF & la concentration de 500 ng/mL
pendant trois semaines. Ces équivalents ont ensuite été greffés en sous-cutané a des souris
immunodéficientes BALB/c-nude afin d’observer I'éventuelle dissémination des cellules de

mélanome et la formation de tumeurs, ainsi que les effets du TNF (figure 26).

Les résultats sont en cours d’analyse.

Figure 26 : Greffe d’équivalent de peau a des souris immunodéficientes BALB/c-nude.
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Des équivalents de peau ont été greffés a des souris immunodéficients BALB/c-nude (A), qui

se pigmentent au cours du temps (B : 6 jours post greffe et C : 50 jours post greffe).

2 — Injection de cellules de mélanome traitées ou non au TNF a des souris
immunodéficientes CB17 SCID

Afin de mettre en évidence les différentes sous-populations de cellules constituant les
tumeurs et de déterminer si le TNF a un effet sur le potentiel tumorigene et métastatique et
sur la dormance tumorale des cellules de mélanome, nous avons trié des cellules de
mélanome, au fort potentiel métastatique, les SK-Mel28, traitées ou non au TNF a la
concentration de 500ng/mL pendant sept jours. Ces cellules ont été génétiquement
modifiées afin d’exprimer de maniére inductible, soit 'H2B-GFP (SK-Mel28 H2B-GFP), soit
'H2B-mCherry (SK-Mel28 H2B-mCherry). Nous avons collecté les sous-populations GFP
positives et mCherry positives de cellules souches de mélanome quiescentes ou slow
cycling (GFP+ et mCherry+ respectivement) ainsi que les sous-populations GFP négatives et
mCherry négatives de cellules d’amplification transitoire, qui ont dilué la GFP ou mCherry
plus rapidement que les cellules souches (GFP- et mCherry- respectivement). Nous avons
ensuite mixé 100 000 cellules quiescentes GFP+ et 100 000 cellules cyclantes mCherry-
(ratio: 1/1) ou l'opposé, 100 000 cellules quiescentes mCherry+ et 100 000 cellules
cyclantes GFP-, traitées ou non au TNF a 500ng/mL pendant sept jours. Ces mix de cellules

ont ensuite été injectés en sous-cutané a des souris immunodéficientes CB17 SCID.

Chaque souris a donc recu une injection de cellules quiescentes et cyclantes marquées
grace a des fluorochromes différents (figure 27). Toutes les cellules possédent le géne de
fusion H2B-GFP ou H2B-mCherry, exprimé dans le cas de cellules quiescentes ou inactif
dans le cas de cellules cyclantes, qu’il est possible de détecter par QRT-PCR, afin de
déterminer de quelles sous-populations de cellules sont constituées les tumeurs et si des
cellules quiescentes sont présentes ou non. De plus le traitement des cellules au TNF avant
linjection permettra de déterminer si le TNF a une influence sur la capacité des cellules a

induire la formation de tumeur ou & maintenir la quiescence.
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Figure 27 : Injection de cellules de mélanome a des souris immunodéficientes CB17
SCID.

A : tri de cellules de mélanome SK-Mel28 H2B-GFP et SK-Mel 28 H2B-mCherry prétraitées
ou non au TNF a 500ng/mL. B : Injection de 200 000 cellules de mélanome a des souris
immunodéficientes CB17 SCID (100 000 cellules quiescentes GFP positives + 100 000
cellules cyclantes mCherry négatives prétraitées ou non au TNF a 500ng/mL pendant sept
jours ou 100 000 cellules quiescentes mCherry positives + 100 000 cellules cyclantes GFP

négatives prétraitées ou non au TNF a 500ng/mL pendant sept jours).

Au vu des résultats obtenus in vitro, a savoir, 'augmentation du compartiment des cellules
souches et leur activation par le TNF, ainsi que 'augmentation de la population cellulaire
GFP+ capable d’entrer en dormance, les résultats attendus seraient une formation de

tumeur plus rapide dans les souris ayant recu une injection de cellules traitées au TNF.

A ce jour, I'étude est toujours en cours, aucune souris n‘ayant développé de tumeur, peut-
étre a cause du contexte in vivo ou lI'entrée en dormance des cellules GFP positives ou

mCherry positives.
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[1l. Effets des anticancéreux sur l'induction des cellules souches et de la

guiescence

Un grand nombre de données suggérent qu’une sous-population de cellules cancéreuses est
capable d’entrer en quiescence en réponse a une thérapie anticancéreuse (Cheung &
Rando., 2013). A l'état quiescent, elles échappent au systeme immunitaire et sont
résistantes aux drogues conventionnelles qui ciblent les cellules cyclantes et sont inefficaces
pour éradiquer les cellules souches cancéreuses quiescentes. Une nouvelle stratégie
thérapeutique a été envisagée afin de cibler sélectivement les cellules souches cancéreuses
(Holderfield et al., 2014 ; Menzies & Long, 2014) ou les cellules présentant une mutation

d’'un géne provoquant une prolifération anormale des cellules tumorales.

Comment fonctionnent les anticancéreux ? Induisent-ils un enrichissement en cellules
souches ? Est-ce que les voies de signalisation induites par les thérapies anticancéreuses
sont également impliguées dans le contrdle de la quiescence cellulaire ? Nous avons
récemment montré, au sein du laboratoire, qu’'un agent anticancéreux, le 5FU (5-
fluorouracil), permet d’augmenter le compartiment des cellules souches et d’induire la
guiescence des cellules tumorales coliques (Touil et al., 2014). En est-il de méme dans le

mélanome ?

Afin de répondre a ces questions, nous avons utilisé le PLX4032 (vemurafenib) qui est la
premiére thérapie ciblée du mélanome utilisée dans le cas de cellules mutées BRAF*¢, La
mutation BRAF'*%F active constitutivement la voie de prolifération dépendante de MAPK, et
le PLX4032 inhibe spécifiquement cette voie en se liant & la protéine mutée BRAFY®%F
(Davey et al., 2016 ; Foletto & Haas, 2014).

1 - Effet du PLX4032 sur la formation de mélanosphéres

Notre objectif est de déterminer si l'inhibition de BRAFYF affecte le compartiment des
cellules souches, définit par leur capacité a former des sphéres (mimant I'organisation des
tumeurs). Afin d’étudier l'effet du PLX4032 sur la capacité des cellules a former des

FY60E ont été

mélanosphéres, les cellules SK-Mel28 et A375, toutes deux mutées BRA
traitées au PLX4032 a la concentration de 5uM pendant la formation des sphéres. Sept jours
aprés I'ensemencement, les sphéres traitées ou non au PLX4032 ont été dénombrées pour

les deux lignées cellulaires. Les résultats sont présentés en figure 28.
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Figure 28 : Graphigue représentant le pourcentage d’'unités de sphéres formées lorsque les
cellules (SK-Mel28 a gauche et A375 a droite) sont traitées au PLX4032 a une concentration
de 5uM, en ratio par rapport aux cellules témoins (non traitées). Les mélanosphéres sont
dénombrées 7 jours aprés lI'ensemencement des cellules en plaques polyHEMA (non
adhérentes) a la densité clonale de 4 000 cellules par puits. Les données représentent les
résultats combinés de trois expériences indépendantes d’au moins trois réplicats. %SFU =
Sphere Forming Unit (nombre de spheres / nombre de cellules ensemencées x 100).
***n<0,001.

Nous avons observé une diminution du nombre de sphéres formées en présence de

PLX4032 pour les deux lignées de mélanome SK-Mel28 et A375.
Ce résultat suggére gue le PLX4032 diminue le compartiment cellulaire capable de

s’autorenouveller, soit en éliminant les cellules souches cancéreuses, soit en

induisant leur quiescence.

2 - Effet du PLX4032 sur le pool de cellules H2B-GFP positives

Nous avons développé un systéme d’expression de I'Histone 2B-GFP, inductible par la
tétracycline, qui nous permet de détecter les cellules souches quiescentes/slow cycling. Afin
de déterminer 'effet du PLX4032 sur les cellules quiescentes ou qui cyclent lentement dans
le modéle des mélanosphéres, nous avons induit I'expression de I'H2B-GFP puis

ensemenceé les cellules en condition non adhérente en présence ou non de PLX4032 dans le
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milieu de formation des sphéres. Aprés sept jours, les sphéres ont été récupérées,
dissociées grace a de la trypsine, et I'analyse du pourcentage de cellules H2B-GFP+ a été
réalisée en cytométrie en flux. Les résultats sont présentés en figure 29.
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Figure 29 : Graphiques présentant le pourcentage de cellules H2B-GFP positives au sein
des mélanosphéres (SK-Mel28 a gauche et A375 a droite), traitées ou non au PLX4032 a
5uM, en ratio par rapport aux cellules non traitées (CT), 7 jours apres l'induction de
'expression de I'H2B-GFP a la tétracycline et 'ensemencement des cellules en plaques
polyHEMA (non adhérentes) a la densité clonale de 4 000 cellules par puits. Les cellules,
issues des mélanosphéres, ont été analysées en cytométrie en flux. Les données

représentent les résultats combinés de trois expériences indépendantes. *p<0,05.
Nous avons observé que le PLX4032 augmente le pourcentage de cellules H2B-GFP+ au
sein des mélanosphéres, pour les deux lignées cellulaires de mélanome.

Ces résultats suggeérent que le PLX4032 n’élimine pas les cellules souches capables
de former des sphéres mais induit leur quiescence. Ainsi le PLX4032 augmente le pool

de Label Retaining Cells (LRC).

3 — Effet du PLX4032 sur le statut prolifératif des cellules de mélanome

Une propriété importante des cellules souches est leur capacité a entrer, de maniéere
réversible, en quiescence (phase GO du cycle cellulaire). L’augmentation du pool de cellules

GFP+, en présence de PLX4032, pourrait étre causée par I'arrét du cycle cellulaire, des
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cellules souches en division en phase GO. Nous avons donc réalisé une analyse du cycle
cellulaire en cytométrie en flux. Nous nous sommes plus particulierement intéressés a la
phase GO. Les cellules en SubG1 ont été exclues de I'analyse. Les résultats sont présentés

en figure 30.
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Figure 30: Graphigues présentant le pourcentage de cellules en phase GO du cycle
cellulaire pour deux lignées de mélanome (SK-Mel28 a gauche et A375 a droite), traitées ou
non au PLX4032 a 5uM pendant 48 heures en culture en monocouche, en ratio par rapport
aux cellules non traitées (CT). Les cellules ont été analysées au cytometre grace a un
double marquage a la pyronine Y (1ug/mL) et au Hoechst 33342 (7ug/mL). Les données

représentent les résultats combinés de trois expériences indépendantes. ***<0,001;

*p<0,05.

On observe une augmentation du nombre de cellules en phase GO du cycle cellulaire en
présence de PLX4032 pour les deux lignées cellulaires de mélanome. Ce qui suggére que le

PLX4032 favorise I'entrée des cellules souches en division en phase de quiescence (G0).

Ces résultats montrent que le PLX4032 augmente le compartiment des cellules

guiescentes de mélanome.
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4 - Effet du PLX4032 sur ’expression d’un marqueur de cellules souches

de mélanome

La rétention d’un colorant indique que les cellules ne proliférent pas, soit parce qu’elles sont
mortes, sénéscentes ou quiescentes. La quiescence réversible permet de distinguer les
cellules souches des cellules mortes ou sénéscentes. Une autre possibilité permettant
d’identifier les cellules souches est d’étudier leur phénotype, en analysant I'expression de
marqueurs de surface décrit pour les cellules souches. Nous avons procédé a une analyse
de I'expression d’un marqueur de cellules souches de mélanome, et cela, dans le modéle
des mélanospheres. Pour cela, nous avons induit 'expression de 'H2B-GFP puis formé des
mélanosphéres avec ou sans PLX4032 dans le milieu de formation des sphéres. Le profil
d’expression d’ABCB5, une pompe membranaire permettant I'efflux de nombreux composes,

a ensuite été étudié en cytométrie en flux. Les résultats obtenus sont résumés en figure 31.
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Figure 31 : Graphiques présentant le pourcentage d’expression d’ABCB5 par les cellules
H2B-GFP positives au sein des mélanosphéres (SK-Mel28 a gauche et A375 a droite),
traitées ou non au PLX4032 a 5uM, en ratio par rapport aux cellules non traitées (CT), 7
jours aprés l'induction de I'expression de 'H2B-GFP a la tétracycline et 'ensemencement
des cellules en plaques polyHEMA (non adhérentes) a la densité clonale de 4 000 cellules
par puits. Les cellules, issues des mélanosphéres, ont été analysées en cytométrie en flux.
Les données représentent les résultats combinés de trois expériences indépendantes.

**<0,01; *p<0,05.
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Nous avons observé une augmentation de I'expression d’ABCB5 en présence de PLX4032

pour les deux lignées cellulaires de mélanome.

Ces résultats montrent que le PLX4032 augmente le compartiment des cellules

exprimant un marqueur de cellules souches de mélanome.

5 — Effets du PLX4032: quelles sont les voies de signalisation

impliguées ?

Les données précédentes indiquent que le PLX4032, qui élimine les cellules d’amplification
transitoire en division, provoque lI'entrée des cellules souches de mélanome cyclantes en
guiescence, une phase de protection, ce qui suggére que ces mécanismes seraient
responsables de la résistance des cellules a la drogue observée en clinique. Il est donc
important de déterminer les mécanismes moléculaires responsables de la quiescence induite
par le PLX4032. Etant donné que le processus de phosphorylation est un important
indicateur de l'activité des protéines, nous avons effectué une analyse comparative de la
phosphorylation de protéines régulatrices en utilisant des lysats de cellules de mélanome
traitées ou non au PLX4032. Les changements du statut de phosphorylation des protéines
régulatrices nous permettraient d’identifier les voies de signalisation controlées par ces
protéines et ainsi les mécanismes moléculaires responsables de la quiescence induite par le
PLX4032.

Afin de déterminer les voies de signalisation impliquées dans les effets du PLX4032, nous
avons étudié, a l'aide d’'un phospho Array, la phosphorylation d’un grand nombre de

protéines.

Cette étude a été réalisée sur les deux lignées cellulaires de mélanome, SK-Mel28 et A375,
traitées ou non au PLX4032 a 5uM pendant 48 heures en culture en monocouche. Les

résultats significatifs sont présentés en figure 32.
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Figure 32: Profils de phosphorylation de protéines quantifiés par rapport au spot de
référence du phospho array et réalisé sur des cellules, SK-Mel28 et A375, traitées ou non au
PLX4032 a 5uM pendant 48 heures en culture en monocouche. Les données représentent
les résultats combinés de deux expériences indépendantes. **<0 ,01 ; *p<0,05.

Nous avons observé une augmentation de la phosphorylation, et donc une activation, des
protéines p27 (un inhibiteur du cycle cellulaire), AMPK (une protéine impliquée dans la

régulation énergétique) et CREB (un facteur de transcription) en présence de PLX4032.

Par la suite, nous avons voulu confirmer les résultats obtenus avec le phospho array. Pour
cela, nous avons traité les lignées de mélanome SK-Mel28 et A375 au PLX4032 a 5uM
pendant 48 heures et étudié le profil d’expression de protéines sélectionnées par western
blot.

Les profils d’expression : des formes phosphorylées des protéines p27, AMPK, CREB et
FOXO3A ont ainsi été étudiés au niveau protéique, tout comme le profil d’expression de
deux protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire : les Cyclines D1 et D2. Les

résultats sont présentés en figures 33 et 34.
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Figure 33: Profils d’expression de génes. Images des films des Western blot et leur

quantification par rapport a I'actine. Les Western blot ont été réalisés sur des cellules SK-

Mel28 traitées ou non au PLX4032 (5uM) pendant 48 heures. Les données représentent les

résultats combinés de deux expériences indépendantes. **<0 ,01 ; *p<0,05.
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Figure 34 : Profils d’expression de génes. Images des films des Western blot et leur
quantification par rapport a I'actine. Les Western blot ont été réalisés sur des cellules A375
traitées ou non au PLX4032 (5uM) pendant 48 heures. Les données représentent les

résultats combinés de deux expériences indépendantes. **<0 ,01 ; *p<0,05.

Ces résultats préliminaires montrent un effet non cohérent du PLX4032 sur la
phosphorylation de p27 et AMPK dans les deux lignées cellulaires, probablement parce

que l'activité de ces deux protéines dépend des conditions de culture cellulaire. D’autres
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études sont nécessaires afin d’établir des conditions de culture pertinentes. En revanche, le
PLX4032 provoque une augmentation de la phosphorylation de CREB (responsable de la
survie et de la prolifération) et de FOXO3A (qui contrdle la quiescence cellulaire) ainsi
qu’une diminution de I'expression des cyclines D1 et D2 (toutes deux impliquées dans la

régulation de la progression du cycle cellulaire), et cela, dans les deux lignées de mélanome.

Ces résultats montrent que le PLX4032 diminue I'expression de protéines impliquées
dans la régulation du cycle cellulaire et stimule P’activation de protéines régulant la

guiescence des cellules souches.

Nos données sont cohérentes avec le fait que le stress, induit par le PLX4032, active AMPK
et ces cibles en aval, TSC1/2, qui inhibe mTORCL1 et, en conséquence, les cyclines D1 et
D2, et provoque ainsi I'arrét du cycle cellulaire et I'activation de mTORC2 et AKT, comme en
témoigne la surexpression de ces effecteurs en aval : P-FOXO3A, P-CREB et p27KIP1.
Cette hypothése doit étre confirmée expérimentalement. Il serait particulierement intéressant
de déterminer si TSC1/2 joue, en effet, un réle dans le contr6le de la transition de la phase
G1 a la phase GO, induite par le PLX4032, des cellules souches de mélanome. Si cette
hypothése est exacte, il pourrait étre un régulateur potentiel de la transition

guiescence/activation.
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IV. Effets de [I'association de Il'inflammation et des anticancéreux sur

'induction des cellules souches et de la quiescence

Comment relier la résistance des cellules cancéreuses et la dormance cellulaire ? Nos
résultats montrent que le TNF freine la prolifération des cellules souches de mélanome
cyclantes mais active les cellules souches de mélanome quiescentes par la voie PI3K/AKT,
via l'inhibition d’un facteur qui maintien la quiescence, FOXO3A (Touil et al., 2013). Le TNF

peut-il abolir les effets du PLX4032 et activer les cellules souches quiescentes ?

Afin de répondre a cette question, nous avons utilisé le TNF, principale cytokine pro-
inflammatoire, en association avec le PLX4032, premiére thérapie ciblée du mélanome

V600E
F

utilisée dans le cas de cellules mutées BRA , sur deux lignées de mélanome mutées

pour le géne BRAF : SK-Mel28 et A375.

1 - Effet de I’association du TNF et du PLX4032 sur le statut prolifératif

des cellules de mélanome

Afin d’étudier les effets du TNF et du PLX4032 sur la prolifération cellulaire, nous avons
réalisé une analyse du cycle cellulaire en cytométrie en flux. Nous nous sommes plus

particulierement intéressés a la phase GO. Les résultats sont présentés en figure 35.
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CcT TNF PLX4032 TNF + PLX4032 CcT TNF PLX4032 TNF + PLX4032

Figure 35: Graphigques présentant le pourcentage de cellules en phase GO du cycle
cellulaire pour deux lignées de mélanome (SK-Mel28 & gauche et A375 a droite), traitées ou

non au TNF a 500ng/mL et/ou au PLX4032 a 5uM pendant 48 heures, en ratio par rapport
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aux cellules non traitées (CT). Les cellules ont été analysées au cytomeétre grace a un
double marquage a la Pyronine Y (1ug/mL) et au Hoechst 33342 (7ug/mL). Les données
représentent les résultats combinés de deux expériences indépendantes. **<0 ,01 ; *p<0,05.

On observe une diminution du pourcentage de cellules en phase GO en présence de TNF
seul pour les deux lignées. En revanche, le pourcentage de cellules en phase GO augmente
de facon significative en présence de PLX4032 seul, et diminue, Iégérement, en présence de
TNF et PLX4032 pour la lignée SK-Mel28, et fortement pour la lignée A375.

Le TNF et le PLX4032 ont des effets opposés sur I'induction du G0. De plus, le TNF
semble diminuer I'effet du PLX4032 dans la lignée SK-Mel28 et I’abolir dans la lignée
A375. Cela suggeére que la quiescence induite par le PLX4032 est régulée au moins
partiellement par des voies de signalisation dépendantes du TNF et que les facteurs

inflammatoires pourraient activer les cellules quiescentes/dormantes.

2 - Effet de ’association du TNF et du PLX4032 sur le pool de cellules
H2B-GFP positives

Afin de déterminer I'effet du TNF associé au PLX4032 sur les cellules quiescentes ou qui
cyclent lentement dans le modéle de mélanosphéres, nous avons induit I'expression de
I'H2B-GFP puis ensemencé les cellules en condition non adhérente en présence ou non de
TNF et/ou de PLX4032 dans le milieu de formation des sphéres. Aprés sept jours, les
sphéres ont été récupérées, dissociées, et 'analyse du pourcentage de cellules H2B-GFP+

a été réalisée en cytométrie en flux. Les résultats sont présentés en figure 36.
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Figure 36 : Graphigues présentant le pourcentage de cellules H2B-GFP positives au sein
des mélanosphéres (SK-Mel28 a gauche et A375 a droite), traitées ou non au TNF a
500ng/mL et/ou au PLX4032 a 5uM, en ratio par rapport aux cellules non traitées (CT), 7
jours apres l'induction de I'expression de 'H2B-GFP a la tétracycline et 'ensemencement
des cellules en plagues polyHEMA (non adhérentes) a la densité clonale de 4 000 cellules
par puits. Les cellules, issues des mélanosphéres, ont été analysées en cytométrie en flux.
Les données représentent les résultats combinés de deux expériences indépendantes.
***<(0,001 ; **<0,01 ; *p<0,05.

Nous avons observé que le TNF seul et le PLX4032 seul augmentent le pourcentage de
cellules H2B-GFP+ au sein des mélanosphéres, pour les deux lignées cellulaires de
mélanome. Cette augmentation est plus marquée avec le PLX4032 pour les deux lignées.
En présence de TNF et de PLX4032, le pourcentage de cellules H2B-GFP+ est supérieur au
contréle, mais inférieur aux conditions TNF seul et PLX4032 seul pour la lignée SK-Mel28,
et, est situé entre les conditions TNF seul et PLX4032 seul pour la lignée A375.

Le TNF et le PLX4032 ont le méme effet, a savoir une augmentation du pool de cellules
H2B-GFP+. Lorsque ces deux facteurs sont associés, le TNF semble diminuer
intensité de I'effet du PLX4032 dans la lignée A375 et I’abolit dans la lignée SK-Mel28.
Ainsi, le TNF semble étre un puissant régulateur de I'augmentation du compartiment

des cellules souches de mélanome GFP+, induite par le PLX4032.
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3 - Effet de I'association du TNF et du PLX4032 sur I’expression d’un

marqueur de cellules souches de mélanome

Nous avons étudié I'expression d’ABCB5, un marqueur de cellules souches de mélanome

dans le modéle des mélanosphéres.

Pour cela, nous avons induit I'expression de I'H2B-GFP puis formé des mélanosphéres avec
ou sans TNF et/ou PLX4032 dans le milieu de formation des sphéres et I'expression

d’ABCB5 a ensuite été étudiée en cytométrie en flux. Les résultats obtenus sont résumés en

figure 37.
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Figure 37 : Graphiques présentant le pourcentage d’expression d’ABCBS par les cellules
H2B-GFP positives au sein des mélanosphéres (SK-Mel28 a gauche et A375 a droite),
traitées ou non au TNF a 500ng/mL et/ou au PLX4032 a 5uM, en ratio par rapport aux
cellules non traitées (CT), 7 jours aprés linduction de I'expression de I'H2B-GFP a la
tétracycline et 'ensemencement des cellules en plaques polyHEMA (non adhérentes) a la
densité clonale de 4 000 cellules par puits. Les cellules, issues des mélanosphéres, ont été
analysées en cytométrie en flux. Les données représentent les résultats combinés de deux

expériences indépendantes. **<0 ,01.

Nous avons observé une augmentation de I'expression d’ABCB5 en présence de TNF seul
ou de PLX4032 seul pour les deux lignées cellulaires de mélanome, un effet plus important
avec le PLX4032 seul. L’association de TNF et de PLX4032 augmente significativement le
pourcentage de cellules ABCB5+GFP+ pour la lignée SK-Mel28. Ce double traitement a le

méme effet que le traitement au PLX4032 seul pour la lignée A375.
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Le TNF et le PLX4032 ont le méme effet, & savoir une augmentation du pool de cellules
H2B-GFP+ABCB5+. L’association des deux facteurs amplifie ou maintient cet effet

dans les deux lignées de mélanome.

4 - Effet de P'association du TNF et du PLX4032 sur la formation de

mélanospheéres

Si le TNF active les cellules entrées en GO suite a un traitement au PLX4032, cela devrait
entrainer une activation des cellules quiescentes, et devrait étre en conséquence associé a

des changements au niveau du compartiment des cellules souches.

Afin d’étudier I'effet de I'association du TNF et du PLX4032 sur la capacité des cellules a
former des mélanosphéres, les cellules SK-Mel28 et A375, toutes deux mutées BRAFY®F,
ont été traitées au TNF a 500ng/mL et/ou au PLX4032 a la concentration de 5uM pendant la
formation des sphéres. Sept jours aprés 'ensemencement, les sphéres traitées ou non au
TNF et/ou au PLX4032 ont été dénombrées pour les deux lignées cellulaires. Les résultats

sont présentés en figure 38.
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Figure 38: Graphiques représentant le pourcentage d’unités de sphéres formées lorsque les
cellules (SK-Mel28 a gauche et A375 a droite) sont traitées au TNF a 500ng/mL et/ou au
PLX4032 a une concentration de 5uM par rapport aux cellules non traitées (CT). Les
mélanosphéres sont dénombrées 7 jours aprés I'ensemencement des cellules en plaques
polyHEMA (non adhérentes) a la densité clonale de 4 000 cellules par puits. Les données

représentent les résultats combinés de deux expériences indépendantes d’au moins trois
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réplicats. %SFU = Sphere Forming Unit (hombre de spheres / nombre de cellules

ensemencées x 100). ***<0,001.

Nous avons observé une augmentation du nombre de spheres formées en présence de TNF
et une diminution du nombre de sphéres formées en présence de PLX4032 pour les deux
lignées de mélanome. En présence de TNF et de PLX4032, les cellules forment moins de
sphéres par rapport aux trois autres conditions, pour la lignée SK-Mel28. En ce qui concerne
les cellules A375, en présence de TNF et de PLX4032, le nombre de sphéres formées est

supérieur aux trois autres conditions.

Cela indique que le TNF abolit I’effet du PLX4032 dans la lignée A375 mais pas dans la
lighée SK-Mel28, et suggére que le TNF pourrait activer les cellules souches de
mélanome entrées en quiescence suite a un traitement au PLX4032 dans la lignée
A375. Cela suggére également que le pool de cellules souches dans la lignée A375 et

leur sensibilité au TNF, est supérieure a celle des cellules SK-Mel28.

5 — Effets de I’association du TNF et du PLX4032: quelles sont les voies

de signalisation impliguées ?

Les voies de signalisation du TNF et du PLX4032 ont-elles des cibles communes qui

pourraient fusionner 'effet des facteurs inflammatoires sur la quiescence cellulaire ?

Afin de déterminer les voies de signalisation impliquées dans les effets du TNF et du

PLX4032, nous avons étudié I'expression de protéines.

Les profils d’expression : de la forme phosphorylée de CREB, un facteur de transcription, de
la forme phosphorylée de la protéine FOXO3A, impliquée dans le contrble de la quiescence
cellulaire, et des protéines Cycline D1 et D2, impliquées dans le contrdle de la régulation du

cycle cellulaire, ont ainsi été étudiés au niveau protéique.

Cette étude a été effectuée sur deux lignées cellulaires de mélanome, SK-Mel28 et A375,
traitées ou non au TNF a 500ng/mL et/ou au PLX4032 5uM pendant 48 heures en culture en
monocouche. Les résultats sont présentés en figures 39 (pour les SK-Mel28) et 40 (pour les
A375).
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Figure 39 : Profils d’expression de génes. Images des fiims des Western blot et leur
quantification par rapport a I'actine en ratio par rapport aux cellules non traitées (CT). Les
Western blot ont été réalisés sur des cellules SK-Mel28 traitées ou non au TNF a 500ng/mL
et/ou au PLX4032 a 5uM pendant 48 heures en culture en monocouche. Les données

représentent les résultats combinés de deux expériences indépendantes. ***<0,001 ;

**<0,01; *p<0,05.

Cycline D1
SK-Meil28

o E
e

*

1

cT TNF  PLX4032 TNF + PLX4032

T— — — —

Ratio relative to actin Fold increase

P-FOXO3A (8253)

SK-Mel28
2
I_ELI
cT THE  PLX4032 TNF + PLX403Z

P-FOXO3A

Actine

Ratlo relative to actin Fold increase

0.0

Cycline D2

Actine

2

=
b

Cycline D2
SK-Mel28
#
| |
cT TNF  PLX4032 TNF + PLX4032
—-_—

120



Résultats

P-CREB (S133) P-FOXO3A (S253)
A3TS A375
2.0+ % 2.0- *
— r 1
EHE
—
-
H @
E 1.54 E 1,54
g £
s z
IS &
c £
2 104 R
2 2
E 2
2 K]
s 4
E 0.5 % 0.54
o
0.0- 0.0
cT TNF  PLX4032 TNF + PLX4032 cT TNF  PLX4032 TNF +PLX4032
P-CREB -_— P-FOXO3A | o —
Acting | S e — — Acting | S e — —
Cycline D1 Cycline D2
A375 A375
2.0+ ® 25+ l
| | I |
£ |$|
[ I £ 20
& 15 £
g £
= z
lf |E 1.54
£ £
510 E
2 8
H 2 1.0
z i
% 0.5 E
4 § 0.54
0.04 0,04
cT THNF PLX4032 TNF + PLX4032 CcT TNF PLX4032 TNF + PLX4032
Cycline D1 — — Cycline D2 | W
Actine | “— e — — Acting | S— e — —

Figure 40 : Profils d’expression de génes. Images des films des Western blot et leur
quantification par rapport a I'actine en ratio par rapport aux cellules non traitées (CT). Les
Western blot ont été réalisés sur des cellules A375 traitées ou non au TNF a 500ng/mL et/ou

au PLX4032 a 5uM pendant 48 heures en culture en monocouche. Les données

représentent les résultats combinés de deux expériences indépendantes. **<0 ,01 ; *p<0,05.

Dans la lignée SK-Mel28, on observe une augmentation de la forme phosphorylée de CREB
guelque soit le traitement. Dans la lignée A375, le PLX4032 induit une augmentation de la
forme phosphorylée de CREB, le TNF, seul ou en association avec le PLX4032, a l'effet
opposé, ainsi, le TNF semble abolir l'effet du PLX4032. L’expression de la forme
phosphorylée de FOXO3A diminue en présence de TNF, augmente en présence de
PLX4032, associés, le TNF abolit I'effet du PLX4032, dans les deux lignées de mélanome.
Enfin, en ce qui concerne I'expression des cyclines D1 et D2, on observe une diminution de

leur expression quelque soit le traitement pour la lignée SK-Mel28, le TNF diminuant trés
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partiellement I'effet du PLX4032. Dans la lignée A375, le TNF induit une augmentation de
I'expression des cyclines D1 et D2, le PLX4032 a I'effet opposé, associés, le TNF diminue
trés partiellement I'effet du PLX4032.

Ces résultats montrent que certains effets du PLX4032, a savoir 'augmentation de
I’expression de protéines régulant la quiescence des cellules souches et la diminution
de I'expression de protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, peuvent
étre atténués, voir abolis par le TNF. Cependant, en général, il semble que, bien que le
TNF affecte les réponses cellulaires induites par le PLX4032, il ne modifie pas de
maniere significative les mécanismes moléculaires associés, a I’exception peut-étre
des voies de signalisation ciblant CREB et FOXO dans certains cas (A375 vs SK-
Mel28).
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V. Effets d’un environnement pro-inflammatoire sur la quiescence/activation

des cellules souches de mélanome

1 - Production d’un environnement pro-inflammatoire

Nous avons montré que le TNF peut activer les cellules souches de mélanome entrées en
guiescence suite a une exposition a une drogue anticancéreuse. Il pourrait donc éte impliqué
dans la réactivation des cellules dormantes in vivo entrainant la rechute tumorale. De plus,
les observations cliniques montrent que la cancérogenése serait induite par l'inflammation
(Landskron et al., 2014). De ce fait, nous avons élaboré une approche expérimentale plus

pertinente d’'un point de vue clinique.

Afin de mimer I'environnement inflammatoire, observé chez des patients in vivo, hous avons
préparé des milieux conditionnés, obtenus apres stimulation avec des anticorps anti-
CD3/CD28 de lymphocytes humains isolés. Ces milieux conditionnés stimulés contiennent
'ensemble des cytokines produites aprés stimulation de lymphocytes in vivo. Nous avons
également préparé des milieux conditionnés non stimulés qui, eux, ne contiennent pas de
cytokines et que I'on utilise comme contréle. Ces surnageants stimulés (ou non stimulés) ont
été mis en présence de cellules de mélanome afin de mimer une inflammation chronique.

Cette étude a été réalisée en collaboration avec le Docteur Raja EI-Machhour.

2 - Effet d’un environnement pro-inflammatoire sur les cellules de

mélanome en culture en deux dimensions

Nous avons, dans un premier temps, induit I'expression de 'H2B-GFP puis nous avons traité
les mélanocytes malins a l'aide des milieux conditionnés (surnageants stimulés ou non
stimulés) pendant 3 jours en culture en monocouche (2D). Nous avons ensuite récupéré ces
cellules et analysé le pourcentage de cellules H2B-GFP+ en cytométrie en flux. Les résultats
sont présentés en figure 41. Nous avons également étudié la dilution du CFSE, une
molécule fluorescente capable de se fixer aux constituants membranaires, nous permettant

ainsi de suivre les divisions cellulaires. Les résultats sont présentés en figure 41.
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Figure 41 : Graphique présentant le pourcentage de cellules HBL H2B-GFP positives au sein
des cultures en monocouche traitées ou non a l'aide des surnageants stimulés ou non
stimulés, 3 jours aprés l'induction de I'expression de 'H2B-GFP a la tétracycline ou le
marquage au CFSE et le traitement a I'aide des surnageants. Les cellules ont été analysées
au cytomeétre. Les données représentent les résultats combinés de trois expériences
indépendantes.

Nous avons observé gue les surnageants stimulés augmentent le pourcentage de cellules
H2B-GFP+ et CFSE+.

Cela suggere que I’environnement inflammatoire augmente le pool de Label Retaining
Cells (LRC), soit par division symétrique soit en empéchant la division des cellules
cyclantes.

3 - Effet d’un environnement pro-inflammatoire sur les cellules de

mélanome en culture en trois dimensions

La formation de mélanosphéres est un test fonctionnel qui permet d’identifier et d’augmenter
le pool de cellules souches et d’autre part constitue un modéle in vitro en 3 dimensions qui

se rapproche de I'organisation tumorale in vivo.
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Afin d’étudier l'effet des surnageants sur la capacité des cellules a former des
mélanosphéres, les cellules HBL ont été prétraitées a 'aide des surnageants pendant 3 jours
puis, 7 jours aprés I'ensemencement, nous avons dénombré les sphéres formées. Ces
sphéres ont ensuite été récupérées, dissociées et réensemencées afin de former une
deuxieme, puis une troisieme génération de spheres, toujours sans aucun traitement. Les

résultats obtenus sont présentés en figure 42.

MNoembre de sphéres
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Figure 42: Graphique représentant le nombre moyen de sphéres formées lorsque les cellules
sont prétraitées a l'aide des surnageants stimulés (STM) ou non stimulés (NS) pendant 3
jours en culture en monocouche, par rapport aux cellules non traitées (CT), au cours de trois
générations successives de sphéres (G1, G2 et G3). Les mélanosphéres sont dénombrées 7
jours aprés I'ensemencement des cellules en plaques polyHEMA (non adhérentes) a la
densité clonale de 4 000 cellules par puits. Les données représentent les résultats combinés
de trois expériences indépendantes d’au moins trois réplicats. %SFU = Sphere Forming Unit

(nombre de sphéres / nombre de cellules ensemencées x 100). **<0 ,01 ; *p<0,05.

Nous avons observé une augmentation du nombre de spheres formées avec les
surnageants stimulés. Cet effet est accentué au cours des générations successives de

sphéres.

L’environnement inflammatoire semble d’une part, activer les cellules souches

guiescentes de mélanome (augmentation du nombre de mélanosphéres formées) et
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d’autre part, freiner la division cellulaire des cellules qui cyclent lentement

(augmentation du nombre de cellules H2B-GFP positives et CFSE positives).

4 — Les cellules H2B-GFP positives : un enrichissement en cellules

souches ? Quel est I'effet des surnageants ?

Afin de caractériser les cellules H2B-GFP positives issues des spheres et d’établir une
corrélation avec des marqueurs de cellules souches, nous avons procédé a une analyse de
I'expression d’'un marqueur membranaire de cellules souches de mélanome, et cela, dans le
modéle des mélanosphéres. Le profil d’expression dABCB5 (ATP-Binding Cassette sub-
family B member 5), une pompe membranaire permettant I'efflux de nombreux composés, a

ainsi été étudié en cytométrie en flux. Les résultats obtenus sont résumés en figure 43.

De plus, nous avons également étudié I'exclusion de la rhodamine par les cellules de
mélanome. Ce test fonctionnel, qui refléte I'activité des pompes d’efflux ABCB5, nous permet
d’identifier les cellules souches de mélanome (Touil et al., 2013). Les résultats obtenus sont

résumés en figure 43.

Ces études sont réalisées sur cellules vivantes. L'exclusion des cellules mortes se fait par
ajout d’iodure de propidium (IP).
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Figure 43 : Graphique présentant le pourcentage d’expression d’ABCB5 par les cellules HBL
H2B-GFP positives prétraitées ou non a l'aide des surnageants, 7 jours aprés I'induction de

I'expression de I'H2B-GFP a la tétracycline, 'ensemencement des cellules en plaques
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polyHEMA (non adhérentes) a la densité clonale de 4000 cellules par puits et le
prétraitement des cellules a I'aide des surnageants pour une durée de 3 jours en culture en
monocouche. Analyse réalisée en cytométrie en flux aprés exclusion des cellules mortes
(IP+). IP = lodure de Propidium. Les données représentent les résultats combinés de trois
expériences indépendantes.

Nous avons observé une augmentation de I'expression d’ABCB5 et de I'exclusion de la
rhodamine avec un prétraitement des cellules de mélanome a l'aide des surnageants

stimulés.

Ces résultats montrent que linflammation augmente la proportion de cellules
présentant des propriétés de cellules souches et donc augmente le compartiment des

cellules souches.

5 - Effet d’un environnement pro-inflammatoire sur les LRC dans le

modéle des équivalents de peau

L’environnement inflammatoire induit-il des changements fonctionnels au sein des cellules

de mélanome ?

Afin de répondre a cette question, nous avons utilisé le modéle en trois dimensions des
équivalents de peau, que I'on a reconstitué a I'aide de mélanocytes malins (lignée HBL) en
présence ou non de surnageants stimulés ou non stimulés pendant 3 semaines. Les
photographies sont présentées en figure 44.
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Figure 44 : Photographies d’équivalents de peau traités ou non a l'aide des surnageants

stimulés ou non pendant trois semaines.
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Nous avons observé que les équivalents de peau traités a l'aide des surnageants non
stimulés ou non traités sont trés pigmentés, le traitement avec les surnageants stimulés a

pour effet de diminuer cette pigmentation.

L’environnement inflammatoire semble donc inhiber la différenciation des cellules de

mélanome.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons dissocié les équivalents de peau et ensemencé
les cellules dans un environnement non adhérent afin de former trois générations

successives de sphéres sans aucun traitement. Les résultats sont présentés en figure 45.
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Figure 45 : Graphique représentant le pourcentage d’unités de sphéres formées (%SFU) par
les cellules traitées ou non a l'aide des surnageants stimulés (STM) ou non stimulés (NS)
pendant trois semaines dans les équivalents de peau. Les mélanosphéres sont dénombrées
7 jours aprés I'ensemencement des cellules en plagques polyHEMA (non adhérentes) a la
densité clonale de 4 000 cellules par puits et sans traitement. Les données représentent les
résultats combinés de deux expériences indépendantes d’au moins trois réplicats. %SFU =
Sphere Forming Unit (nombre de sphéres / nombre de cellules ensemencées x 100).
***<0,001.

Nous avons constaté que les cellules issues des équivalents de peau traités avec les
surnageants stimulés forment plus de spheres que les cellules issues des équivalents de
peau traités avec les surnageants non stimulés ou non traités. Cet effet est accentué au

cours des générations successives de sphéres.
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L’inflammation induit une augmentation du pool de LRC GFP+ABCB5+ capables de
s’autorenouveller et qui perdent leur capacité de se différencier, un effet maintenu de
génération en génération. Ces effets sont identiques a ceux du TNF et suggérent que
le TNF, produit par les lymphocytes et présent dans les surnageants stimulés, serait le
principal facteur responsable des réponses des cellules souches de mélanome a

Pinflammation.

6 - Effet d’'un environnement pro-inflammatoire sur I’expression du CD47

Afin d’étudier le lien entre l'inflammation et la résistance des cellules souches de mélanome,
nous avons étudié I'expression du CD47. Il s’agit d’'un marqueur membranaire appartenant a
la sous-famille des immunoglobulines et impliqué dans divers processus biologiques dont la
migration cellulaire, I'autorenouvellement et la croissance des cellules tumorales. CD47 est
également surexprimé dans les cellules souches (Venkatraman & Tucker-Kellogg, 2013 ;
Kalas et al., 2013).

Nous avons ainsi induit I'expression de 'H2B-GFP puis traité les mélanocytes malins (lignée
HBL) a laide des surnageants stimulés ou non stimulés pendant 3 jours et étudié
I'expression du CD47 par les cellules de mélanome. Une corrélation avec le marqueur de
cellules souches de mélanome ABCB5 a également été réalisée. Les résultats sont

présentés en figures 46 et 47.
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Figure 46 : Graphique présentant le pourcentage d’expression de CD47, en association ou

non avec ABCB5 et 'H2B-GFP par les cellules de mélanome, prétraitées ou non a I'aide des
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surnageants (en ratio par rapport aux cellules non traitées), 3 jours aprés l'induction de
'expression de I'H2B-GFP a la tétracycline et le prétraitement des cellules a l'aide des
surnageants. Analyse réalisée en cytométrie en flux. Les données représentent les résultats
combinés de trois expériences indépendantes. **<0 ,01.
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Figure 47 : Graphique présentant le pourcentage d’expression de CD47 en association avec
ABCBS5 par les cellules de mélanome HBL, prétraitées ou non a l'aide des surnageants, 3
jours aprés l'induction de I'expression de 'H2B-GFP a la tétracycline et le prétraitement des
cellules a l'aide des surnageants. Analyse réalisée en cytométrie en flux. Graphiques
biparamétriques (FL8 = fluorescence APC-ABCB5 (en ordonnée) ; FL2 = fluorescence PE-
CDA47 (en abscisse)). Les données représentent les résultats combinés de trois expériences

indépendantes.

Nous avons observé que les surnageants stimulés augmentent I'expression du CD47 ainsi
que la population double positive (CD47+ABCB5+) et la triple positive
(CD47+ABCB5+GFP+). Un effet que I'on ne retrouve pas avec les surnageants non stimulés

et qui a été validé sur 4 lignées cellulaires de mélanome.

Il semblerait que I’'inflammation augmente le compartiment des cellules souches de

mélanome CD47+ABCB5+GFP+. Cette augmentation est significative mais modeste.
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7 - Effet de I'inhibition du CD47

L’expression du CD47 par les cellules tumorales les protége de la phagocytose par les
macrophages, un effet amplifié par I'inflammation. En effet, CD47 (a la surface des cellules
tumorales) interagit avec son récepteur SIRPa (a la surface des macrophages) et lui
transmet un signal « don’t eat me » afin d’inhiber la phagocytose. Des études ont montré que
linhibition du CD47, par un anticorps monoclonal, empéche la liaison du CD47 a son
récepteur SIRPa rendant ainsi possible ['élimination des cellules tumorales par les
macrophages (Chao et al.,2011 ; Chao et al.,2012).

Nous avons ainsi ensemencé puis différencié des macrophages que I'on a mis en présence
de cellules de mélanome, et nous avons étudié les effets des surnageants stimulés et non
stimulés ainsi que ceux d'un anticorps monoclonal anti-CD47 sur linduction de Ia

phagocytose. Les résultats sont présentés en figure 48.
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Figure 48 : Graphique présentant l'indice de phagocytose des cellules de mélanome par les
macrophages, en présence ou non des surnageants stimulés et d’'un anticorps anti-CDA47.
Des photos en lumiére blanche et fluorescente sont prises a intervalle de temps réguliers et
les cellules de mélanome phagocytées par les macrophages sont comptées manuellement.
Les données représentent les résultats combinés de deux expériences indépendantes d’au

moins trois réplicats. *p<0,05.
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On observe une diminution de la phagocytose en présence des surnageants stimulés. En
revanche, I'utilisation d’'un anticorps monoclonal anti-CD47 permet d’augmenter de maniére
significative la phagocytose des cellules de mélanome par les macrophages, en présence ou
non des surnageants stimulés.

Nous avons ainsi confirmé que I'inflammation protége les cellules de mélanome de
leur élimination par les macrophages et que seule linhibition du CD47 permet
I’élimination par phagocytose des cellules de mélanome. Le réle de CD47 dans la
régulation des cellules souches de mélanome en réponse a l'inflammation reste a
déterminer dans de prochaines études.

132



Discussion






Discussion

A la suite d’'une thérapie vraisemblablement réussie, des cellules tumorales quiescentes
peuvent persister au sein de patients atteints de cancer. Ces cellules dormantes demeurent
asymptomatiques pendant une longue période de temps et ne présentent aucun risque
immédiat apparent de développement de tumeurs jusqu’a leur réactivation conduisant a la
rechute du cancer. Cependant, les caractéristigues des cellules dormantes disséminées
ainsi que les facteurs impliqués dans cette réactivation commencent seulement a étre
identifiés. L'objectif & long terme de notre étude est de déterminer si un mécanisme
moléculaire régulant la quiescence/activation in vitro contréle la dormance tumorale et la

rechute in vivo.

L’'objectif de cette étude visait a étudier le réle d’'un environnement inflammatoire, par
lintermédiaire d’'une cytokine pro-inflammatoire, le TNF et par [utilisation de milieux
conditionnés, dans le contréle de I'activation des cellules souches tumorales dans un modéle
tumoral particulierement agressif, le mélanome. La compréhension des mécanismes qui
régulent I'activation des cellules souches tumorales est un enjeu scientifique et médical
majeur. En effet, les cellules souches tumorales quiescentes sont particulierement
résistantes a tout type de traitements anticancéreux (Oskarsson et al., 2014 ; Sosa et al.,
2014 ; Senft & Ronai, 2016 ; Kreso & Dick, 2014). Un point absolument essentiel, souligné
par les travaux les plus récents, est que la présence d'une sous-population de cellules
tumorales cyclant trés lentement est indispensable au développement du mélanome dans la
durée. Ces cellules présentent toutes les caractéristiques de cellules souches tumorales

guiescentes (Roesch et al., 2010).

Les facteurs impliqués dans le contréle du passage réversible de 'état quiescent a I'état
activé des cellules souches tumorales sont eux encore trés mal connus. L’inflammation
favorise la progression tumorale et la carcinogenése, elle nous ouvre ainsi des possibilités
majeures sur I'action des facteurs inflammatoires intrinséques (NFkB, HIF) et extrinséques
(cytokines) sur la régulation du pool de cellules souches tumorales (Allavena et al., 2008).
Dans notre étude, nous nous sommes particuliéerement intéressés a une cytokine pro-
inflammatoire, le TNF, car il possede des effets pléiotropiques sur la formation et la
croissance tumorale qui impliquent des effets directs sur les cellules tumorales et des effets
indirects par maintien de conditions favorables dans le microenvironnement tumoral (Tanno
& Matsui, 2011). De plus, le réle du TNF sur la régulation du pool de cellules souches
(expansion, switch phénotypique) dans différents modeles tumoraux commence a étre de
plus en plus documenté mais les mécanismes responsables sont trés peu étudiés (Bhat-
Nakshatri et al., 2010 ; Storci et al., 2010 ; Fleishmann et al.,, 2011).
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Nous avons donc dans le cadre de notre projet, étudié I'effet du TNF, sur les cellules
souches quiescentes de mélanome dans des modéles de culture en 3 dimensions (plus
proche de l'organisation in vivo des tumeurs que la culture en monocouche). Nous avons

ainsi montré :

1- la présence d’une sous-population de « label retaining cells » (H2B-GFP positives)
au sein des mélanospheres, indiqguant que I'environnement des mélanosphéres et

leur structure maintiennent la quiescence de cette sous-population

2- un enrichissement en marqueurs de cellules souches du mélanome (ABCBS5,

VEGFR) au sein de cette sous-population

3- que le TNF semble d’une part activer les cellules souches quiescentes du mélanome
(sensible augmentation des mélanospheres et diminution des cellules en GO) et
d’autre part, freine la division des cellules peu cyclantes (augmentation des cellules
H2B-GFP positives), démontrant que le TNF agit différemment sur les cellules

souches quiescentes de mélanome et sur les cellules cyclantes

4- que le TNF induit un enrichissement des cellules exprimant des marqueurs de
cellules souches du mélanome, reflétant I'élargissement du compartiment des

cellules souches de mélanome

5- que le TNF inhibe la différenciation des cellules de mélanome, suggérant un
autorenouvellement symétrique des cellules souches de mélanome, et induit des
changements phenotypiques des cellules sur le long terme qui affectent la taille du
compartiment des cellules souches dans les modéles de mélanosphéres et des
équivalents de peau, suggérant une activation des mécanismes épigénétiques et de

la plasticité phénotypique des cellules de mélanome

Le TNF est une cytokine aux effets pléiotropiques. En effet, le TNF peut induire la
prolifération, la différenciation ou la mort cellulaire. Nos résultats suggerent que le TNF
semble augmenter le pool de cellules souches dans les modéles des mélanosphéres et des
équivalents de peau. Bien que dans le mélanome, aucune étude a ce jour n’a été publiée sur
I'effet du TNF sur les cellules souches du mélanome, il a récemment été démontré que le
TNF est responsable d'un enrichissement d’'une sous-population de cellules CD44+/CD24-,
phénotype associé aux cellules souches dans le modéle du cancer du sein (Bhat-Nakshatri
et al., 2010). De maniére intéressante, Storci et al ont montré que I'axe NFkB/ HIF1a/ SLUG/
B-caténine était responsable de cet effet (Storci et al., 2010). Dans le modele du cancer du
rein, le TNF induit la transition épithélium-mésenchyme et augmente le compartiment des

cellules souches (Zhang et al., 2014). 1l a été démontré que le TNF agit via son récepteur
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TNFR2 afin d’induire I'entrée en cycle et la prolifération des cellules de type souche
augmentant ainsi leur sensibilité & une drogue anticancéreuse ciblant les cellules en division
(Al-Lamki et al., 2016). Il a également été démontré que linflammation associée a la
carcinogenése inhibe la différenciation via la voie AKT et provoque un enrichissement en
cellules souches de colon (Fukushima et al., 2015). Un effet que I'on retrouve dans les
cancers ORL, ou une exposition prolongée au TNF favorise le phénotype souche via la voie
Notch et implique Hesl, un régulateur de la quiescence (Lee et al., 2012). En ce qui
concerne le mélanome, une étude a montré que le TNF inhibe la croissance des cellules de
mélanome via la voie p38 MAPK (Hattori et al., 2001). De méme dans un modéle de
mélanome murin, il a été démontré que le TNF induit une dédifférenciation réversible des
cellules de mélanome. Cette plasticité phénotypique contribue a la résistance immunitaire et
a la récidive de la maladie (Landsberg et al., 2012). De plus, en accord avec nos
observations, le TNF inhibe la différenciation des mélanocytes. En effet, il a été démontré
gue le TNF inhibe la mélanogenése en diminuant le niveau d’ARNm de la tyrosinase et en
diminuant la demi-vie intracellulaire de la tyrosinase et de TRP-1 (Martinez-Esparza et al.,
1997 ; Martinez-Esparza et al., 1998 ; Ando et al., 2007). Dans les mélanocytes sains, le
TNF, sécrété par les mélanocytes et les kératinocytes, a un effet cytostatigue et non
cytotoxique sur les mélanocytes. De plus, il inhibe la synthése de mélanine, en inhibant
I'hydrolyse de la tyrosine (Swope et al., 1991 ; Ladanyi et al., 1998 ; Tam & Stepien., 2011 ;
Wang et al.,, 2013). Nous en avons conclu que le TNF est capable d’augmenter le
compartiment des cellules souches soit en activant les cellules souches quiescentes et en
favorisant leur autorenouvellement symétrique empéchant la sortie des cellules cyclantes du
compartiment des cellules souches et leur différenciation, soit par des changements

épigénétiques et une plasticité phénotypique.

Afin d’étudier les mécanismes moléculaires par lesquels le TNF induit les événements
observés dans notre modéle, nous avons étudié 'activation des protéines clés des voies de
signalisation potentiellement activées par le TNF. Nos résultats suggérent que le TNF
activerait la voie PI3K/AKT et ses cibles en aval, notamment FOXO3A et CREB. Nous avons
donc étudié l'effet d’'un inhibiteur de la voie PI3K/AKT afin de déterminer si cette voie est

responsable des effets du TNF dans notre modéle.

Nous avons ainsi montré :

6- que l'augmentation de I'expression d’ABCB5, marqueur de cellules souches du
mélanome, et l'inhibition de la différenciation des cellules H2B-GFP positives par le
TNF serait médiée via la voie PI3K/AKT.
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De maniere intéressante, il a déja été démontré que la voie PI3K/AKT jouait un role
régulateur dans le switch phénotypique des cellules souches de gliomes (Bleau et al., 2009).
Concernant le mélanome, notre équipe a récemment mis en évidence un switch
phénotypique des cellules souches controlé par la voie PI3K/ AKT et son effet différentiel sur
les cellules souches de mélanome quiescentes et cyclantes (Touil et al., 2013).

Concernant les effets observés du TNF sur la prolifération des cellules souches dans nos
modeéles de mélanosphéres et d’équivalent de peau, aucune étude a ce jour n'a été décrite
dans la littérature dans des modéles tumoraux incluant le mélanome. Cependant, il a été
récemment montré dans des modeles de cellules souches normales, une activation par le
TNF de la division asymétrique des cellules souches aboutissant a une différenciation (Yang
et al., 2012, Huang et al., 2011). Mais les mécanismes d’action responsables de ces effets

sont peu élucidés.

Afin d’adopter une approche plus globale, nous avons également recréé un environnement
inflammatoire in vitro a l'aide de milieux conditionnés afin de mimer I'environnement observé
chez certains patients in vivo. Cette étude a été effectuée en collaboration avec le Dr Raja
El-Machhour. Nous avons montré que le cocktail de cytokines, produit par des lymphocytes

humains activés :

7- augmente le pool de label retaining cell.

8- active le pool de cellules souches quiescentes (augmentation du nombre de

mélanospheres)

9- freine la division cellulaire des cellules qui cyclent lentement (augmentation du pool

de cellules H2B-GFP positives et CFSE positives)

10- augmente le compartiment des cellules souches de mélanome (augmentation de

I'expression d’ABCBS et de I'exclusion de la rhodamine123)

11- inhibe la différenciation des cellules de mélanome et induit des changements
cellulaires sur le long terme qui affectent la taille du compartiment des cellules

souches dans le modéle des équivalents de peau

12- augmente I'expression du CD47, une immunoglobuline impliquée dans la migration

cellulaire, I'autorenouvellement, la croissance des cellules tumorales et protége les
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cellules tumorales de la phagocytose, et augmente la population cellulaire
CD47+ABCB5+H2B-GFP+.

13- diminue la phagocytose des cellules de mélanome par les macrophages. L'utilisation
d’'un anticorps anti-CD47 permet d’éliminer les cellules de mélanome méme en

présence des surnageants stimulés.

Nos résultats suggérent donc que l'environnement inflammatoire, induit par les milieux
conditionnés, semble favoriser le pool de cellules souches dans les modéles des
mélanosphéres et des équivalents de peau, tout comme le TNF seul. De plus, les milieux
conditionnés inhibent la différenciation des cellules de mélanome, tout comme le TNF. Nous
avons également confirmé que linflammation protége les cellules de mélanome de leur
élimination par les macrophages, en induisant la surexpression de CD47, et que seule

l'inhibition du CD47 permet I'élimination, par phagocytose, des cellules de mélanome.

CDA47 est un récepteur membranaire de la superfamille des immunoglobulines, dont le
premier ligand endogene découvert est la thrombospondine. La découverte de son deuxieme
ligand : SIRPa, a permis de mettre en évidence I'implication du CD47 dans l'inhibition de la
phagocytose, suite a sa liaison a SIRPa. Il est également capable de favoriser la migration et
la prolifération cellulaire grace a sa liaison a des intérgines (Jaiswal et al., 2009).

CD47 a été pour la premiére fois découvert dans les années 1980 comme étant un antigene
tumoral dans le cancer des ovaires. Il a depuis été mis en évidence dans de nombreux types
de cancer. CD47, qui est surexprimé par les cellules tumorales, empéche leur phagocytose
via sa liaison a SIRPaq, a la surface des macrophages, et permet ainsi aux cellules tumorales
d’échapper a la surveillance du systéme immunitaire inné. La liaison de CD47 a SIRPa
envoie un signal « don’t eat me » aux cellules du systéme immunitaire permettant la survie
des cellules tumorales. Bloquer ce signal apparait comme un moyen de favoriser
'élimination des cellules cancéreuses. De nombreux travaux ont été réalisés afin de
développer des thérapies inhibant la liaison du CD47 a SIRPa. |l s’agit principalement
d’anticorps monoclonaux dirigés contre CD47 mais également de protéines recombinantes
de SIRPa qui se lient et bloquent le CD47 (Chao et al., 2012).

En phase pré-clinique, les anticorps anti-CD47 ont montré une activité contre différents types
de cellules tumorales in vitro et dans des modeéles murins de xénotransplantation (Chao et
al.,, 2012 ; Majeti et al., 2009). Ces anticorps montrent une activité anti tumorale dans les

cancers du sein, de la vessie, le myélome multiple et le lymphome non Hodgkinien. Des
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essais cliniques de phase | sont en cours et testent la toxicité de ces thérapies (Chao et al.,
2012). De plus, des études ont également montré que I'exposition de cellules souches
hématopoiétiques a des cytokines pro-inflammatoires induit la surexpression du CD47 par
ces cellules, qui de ce fait, sont protégées de la phagocytose par les macrophages au cours
de leur migration de la moelle osseuse a la périphérie. Dans le modele leucémique, les
cellules surexpriment CD47 et I'utilisation d’'un anticorps monoclonal anti-CD47 favorise leur
phagocytose. Dans le mélanome, CD47 inhibe la migration des cellules exprimant Melan-A
mais pas celle des cellules B16F10, pour lesquelles une N-glycosylation anormale de SIRPa
a été observée, empéchant sa liaison au CD47, un mécanisme qui contribue au

comprtement agressif des cellules B16F10 (Sick et al., 2012).

Ces données sont cohérentes avec nos résultats montrant que l‘environnement pro-
inflammatoire induit la surexpression de CD47 par les cellules de mélanome, empéchant leur
élimination par phagocytose. L'utilisation d’'un anticorps anti-CD47 permet I'élimination d’'un

grand nombre de cellules de mélanome.

Nos résultats montrent également que [I'environnement pro-inflammatoire induit une
augmentation de la population cellulaire exprimant a la fois ABCB5 et CD47. Plusieurs
guestions se posent alors. ABCB5 et CD47 sont-ils les marqueurs de cellules souches de
mélanome ? L’anticorps anti-CD47 est-il capable d’éliminer ces cellules souches de
mélanome ? Des études supplémentaires sont nécessaires afin de répondre a ces questions
et de déterminer le réle de CD47 dans la régulation des cellules souches de mélanome en
réponse a l'inflammation. Cependant, CD47 joue vraisemblablement un réle central dans le
microenvironnement tumoral. Compte tenu de son expression ubiquitaire, de sa capacité a
moduler la croissance et la migration des cellules tumorales, et de développer des réponses
immunitaires anti-tumorale, CD47 semble éte un candidat treés intéressant a cibler dans de

nouvelles approches thérapeutiques contre le cancer.

Dans la suite de notre étude, nous nous sommes intéressés aux écanismes de résistance
des cellules de mélanome aux thérapies anticancéreuses. Nous nous sommes ainsi posés
les questions suivantes : Comment agissent les anticancéreux sur le compartiment des
cellules souches ? Induisent-ils un enrichissement en cellules souches ? Induisent-ils la
quiescence ? Nous avons récemment montré, au sein du laboratoire, qu'un agent
anticancéreux, le 5FU (5-fluorouracil), permet d’augmenter le compartiment des cellules
souches et d’induire la quiescence des cellules tumorales coliques (Touil et al., 2014). En

est-il de méme dans le mélanome ? La résistance des cellules aux drogues anticancéreuses
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est-elle une conséquence de changements au niveau cellulaire ou au niveau des

mécanismes moléculaires responsables de la signalisation cellulaire ou les deux ?

Etant donné que 50% des mélanomes présentent une mutation sur le géene BRAF, résultant
dans plus de 90% des cas en une substitution d’'une valine en acide glutamique au niveau du
600°™ codon de la kinase, augmentant I'agressivité de la maladie, nous avons étudié les
effets de la premiere thérapie ciblée du mélanome : le PLX4032 ou vemurafenib. Il s’agit

V600E
F

d’un inhibiteur spécifique de BRA accepté en 2011 par la FDA pour le traitement des
mélanomes métastatiques présentant une mutation de la kinase BRAF. Cette mutation,
localisée au niveau du domaine kinase de BRAF, entraine une activation constitutive de
cette derniére, physiologiqguement activée par la phosphorylation de RAS, aboutissant a une
suractivation de la voie des MAPK et une prolifération anormale des mélanocytes. Les
inhibiteurs de BRAF ont tout d’abord montré des effets bénéfiques en augmentant la survie
des patients. Cependant, une résistance au traitement est observée chez la majorité des
patients moins d’'un an apreés le début du traitement, conduisant a une récidive de la maladie

(Davies et al., 2002).

Nous avons donc étudié les effets du PLX4032 sur les cellules de mélanome et nous avons

montré que ce dernier :

14- augmente le pool de label retaining cells H2B-GFP positives au sein des

mélanospheéres

15- augmente le compartiment des cellules exprimant un marqueur de cellules souches
de mélanome (ABCB5)

16- favorise la quiescence des cellules de mélanome (augmentation du pourcentage de

cellules en phase GO du cycle cellulaire)

17- diminue I'expression de protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire
(cycline D1 et cycline D2) et stimule I'expression de protéines régulant la quiescence
des cellules souches (FOXO3A et CREB)

Ces résultats montrent que le PLX3032 a un effet anti-prolifératif sur les cellules de
mélanome et induit leur quiescence. Un effet paradoxal du PLX4032 sur les cellules de
mélanome est la diminution de leur capacité a former des sphéres et 'augmentation de
I'expression d’'un marqueur de cellules souches (ABCB5). Cependant, étant donné que le

PLX4032 induit la quiescence, les cellules ABCB5 positives, dont le nombre augmente suite

141



Discussion

au traitement, entrent en phase GO du cycle cellulaire d’'ou leur incapacité a former des

sphéres.

De plus, le PLX4032 induit la quiescence des cellules de mélanome gréace a la diminution de
I'expression des cyclines D1 et D2 et I'augmentation de I'expression de protéines qui
contrblent la quiescence (FOXO3A et CREB). Ces cellules quiescentes sont-elles des
cellules souches ? On peut effectivement le penser au vue de 'augmentation de I'expression
d’'un marqueur de cellules souches de mélanome (ABCBS5), cependant ces cellules sont

inactives comme l'indique la diminution du potentiel a former des sphéres.

Ces données indiquent que le vemurafenib, qui élimine la plupart des cellules cancéreuses
en prolifération, n’est pas capable d’éliminer la population des cellules souches cancéreuses,
exprimant ABCB5, responsable de la formation des tumeurs et induit une résistance des

cellules au traitement.

Le succés des chimiothérapies dépend de plusieurs facteurs. Les cellules cancéreuses
aquiérent fréquemment une résistance a une drogue anticancéreuse via une induction
spontanée de certains genes régulateurs au cours du traitement. L'efflux de drogue est une
des méthodes utilisées par les cellules cancéreuses afin d’empécher la pénétration de la
drogue dans la cellule. En effet, la premiére ligne de défense cellulaire contre les
xénobiotiques est la diminution rapide de la concentration intracellulaire du xénobiotique par
un systeme d’efflux via des transporteurs. Les cellules cancéreuses utilisent ce mécanisme
de protection en stimulant 'expression de génes codant pour ces transporteurs, dont des
protéines de la superfamille des ATP-Binding Cassette. Des études, ainsi que la notre,
montrent que I'expression de la pompe d’efflux ABCB5 augmente aprés une exposition des
cellules a des drogues anticancéreuses. Dans le mélanome, les études ont montré que les
cellules souches cancéreuses de mélanome expriment ABCB5, sont résistantes aux drogues
anticancéreuses, telles que la dacarbazine ou le vemurafenib, sont capables de
s’autorenouveller, de se différencier et sont tumorigéniques. Ces données suggérent
qu’ABCB5 contribue aux mécanismes de résistance et constitue ainsi une potentielle cible
thérapeutique dans le traitement du mélanome (Wu & Ambudkar., 2013 ; Chartrain et al.,
2012).

D’autres études ont montré que les cellules résistantes au vemurafenib surexpriment des
marqueurs de cellules souches et des pompes d’efflux, des données cohérentes avec nos
résultats. Les interactions des cellules tumorales avec leur micronenvironnement étant
cruciales pour leur survie et leur dissémination, perturber les interactions entre les cellules
tumorales résistantes et leur microenvironnement constitue une approche supplémentaire

afin d’empécher la résistance des cellules cancéreuses aux drogues. Les cellules résistantes
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au vemurafenib remodélent leur microenvironnement de maniére différente des cellules
sensibles au vemurafenib, ce qui suggére que différentes voies de signalisation sont
impliguées dans les interactions entre les cellules résistantes ou sensibles avec leurs
microenvironnements respectifs. D’ou la possibilité de manipuler de maniére sélective et de
cibler les voies de signalisation des cellules résistantes qui ont conduit a leur arrét de

prolifération (Zubrilov et al., 2015).

La dormance tumorale permet aux cellules souches cancéreuses de se protéger de leur
environnement. Dans un état de quiescence, les cellules souches tumorales résistent aux
thérapies anticancéreuses. Le microenvironnement tumoral étant un environnement
inflammatoire et nos résultats montrant que le TNF active les cellules quiescentes, nous
nous sommes posé les questions suivantes: Comment relier la résistance des cellules
cancéreuses et la dormance cellulaire ? Le TNF peut-il abolir les effets du PLX4032 et

activer les cellules souches quiescentes ?

Afin de répondre a ces questions, nous avons utilisé le TNF en association avec le PLX4032,

sur des lignées de mélanome mutées pour le géne BRAF. Nous avons montré que :

18- le TNF et le PLX4032 ont des effets opposés sur la formation de sphéres, le TNF
augmente le nombre de sphéres formées tandis que le PLX4032 le diminue,
associés, le TNF diminue trés partiellement ou abolit les effets du PLX4032 selon la

lignée de mélanome

19- le TNF et le PLX4032 ont le méme effet sur le pool de cellules H2B-GFP positives,
ils augmentent ce compartiment cellulaire, le TNF diminue voir abolit l'effet du
PLX4032

20- le TNF et le PLX4032 augmentent I'expression de marqueur de cellules souches de
mélanome (ABCB5), le TNF amplifie I'effet du PLX4032

21- le TNF stimule l'activation des cellules quiescentes (diminution du pourcentage de
cellules en phase GO du cycle cellulaire), le PLX4032, au contraire, stimule la

quiescence cellulaire, le TNF diminue voir abolit I'effet du PLX4032
Afin de déterminer si le TNF et/ou le PLX4032 activent les mémes voies de signalisation,

nous avons étudié I'expression de protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire

et la quiescence.
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Nos résultats montrent que :

22- le PLX4032 augmente la phosphorylation des protéines CREB et FOXO3A, le TNF
diminue voir abolit I'effet du PLX4032

23- le TNF diminue I'expression des cyclines D1 et D2 pour les cellules SK-Mel28 et
augmente leur expression dans la lignée A375, le PLX4032 diminue I'expression des
cyclines D1 et D2 dans les deux lignées, en association, le TNF diminue tres
partiellement I'effet du PLX4032 dans la lignée A375, montrant que la réponse a la

drogue et a I'inflammation serait spécifique a la lignée cellulaire

De maniere générale, lorsque le TNF et le PLX4032 induisent les mémes effets
(augmentation du pool de cellules exprimant ABCB5), leur association provoque le méme
résultat qu'utilisé seul. En revanche, lorsque le TNF et le PLX4032 ont des effets opposés,
notamment sur la capacité a former des sphéres et a induire la quiescence, leur association
permet au TNF de diminuer voir d’abolir les effets du PLX4032. Le TNF permet d’activer les
cellules souches tumorales quiescentes et d’augmenter leur pool. Il inhibe également la
différenciation des cellules de mélanome. Le PLX4032 induit I'entrée en quiescence des
cellules souches tumorales et élimine les autres cellules cancéreuses. Lorsque ces deux
facteurs sont associés, le TNF est capable de diminuer ou d’inhiber I'entrée en quiescence
des cellules de mélanome induite par le PLX4032. Le TNF est également capable de
diminuer le pourcentage de cellules H2B-GFP, dont le nombre augmente suite au traitement
avec le PLX4032. Enfin, le PLX4032 induit une diminution du nombre de spheres formées,
provoquée par I'entrée des cellules en phase GO du cycle cellulaire. Le TNF, qui lui active les
cellules quiescentes et augmente ainsi le nombre de sphéres formées, est capable d’activer
les cellules quiescentes d’'ou 'augmentation du nombre de sphéres formées. Cependant cet

effet n'est pas observé dans les deux lignées de mélanome.

Récemment, une étude a démontré que la présence de la mélanine altére la sensibilité des
cellules de mélanome aux agents cytotoxiques. De ce fait, I'inhibition de la mélanogenése
par des inhibiteurs de la tyrosinase permet de sensibiliser les cellules de mélanome a la
chimiothérapie. Les thérapies inhibant la mélanogenése constitueraient de nouvelles
thérapies adjuvantes permettant d’amplifier [lefficacité des chimiothérapies et
immunothérapies actuelles (Slominski et al., 2009). De plus, il a été démontré que l'inhibition
de la mélanogenese augmente également la sensibilité des cellules de mélanome aux

radiations (Brozyna et al., 2008).
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Notre étude a démontré que le TNF inhibe la différenciation des cellules de mélanome. De
plus, le TNF est capable d’abolir certains effets du PLX4032, notamment I'entrée en
quiescence des celules. Cependant, le TNF augmente le pool de cellules souches
(augmentation du compartiment des cellules exprimant ABCB5), un effet identique a celui
induit par le PLX4032. Lorsque le TNF et le PLX4032 sont associés cette population
augmente également. Le TNF n’est ainsi pas en mesure d’abolir ou de diminuer tous les
effets induits par le PLX4032 qui sont responsables de la survie de certaines cellules de
mélanome aprés le traitement. Le fait que le TNF favorise le pool de cellules souches en
plus d’inhiber la mélanogenése pourrait expliquer que le TNF n’améliore pas l'efficacité du
vemurafenib. De plus, les inhibiteurs de la mélanogenése utilisés dans I'étude de Slominski
et al inhibent le site catalytigue de I'enzyme tyrosinase. Le mécanisme par lequel le TNF
inhibe la différenciation des cellules de mélanome, dans notre étude, reste a déterminer et
n'implique peut étre pas linhibition de la tyrosinase. La tyrosinase intervient dans les
premiéres étapes de la mélanogenése, le TNF pourrait inhiber la synthése de mélanine sans
inhiber celle de la tyrosinase. De plus, dans notre étude sur le CD47, l'utilisation d’'un
anticorps monoclonal anti-CD47 permet d’augmenter la phagocytose des cellules de
mélanome par les macrophages. Cependant, en présence d'un environnement
inflammatoire, mimé par les surnageants stimulés, ce dernier diminue Iégérement I'efficacité
de l'anticorps anti-CD47. Les surnageants stimulés inhibant, tout comme le TNF, la
différenciation des cellules de mélanome, les mécanismes mis en jeu dans ce phénomene

pourraient étre les mémes.

CONCLUSION

De maniére générale, il semble que lactivit¢ du TNF, une cytokine pro inflammatoire,
module la sous-population de cellules souches tumorales dans le modéle du mélanome, en
inhibant leur différenciation et en augmentant leur nombre. Il semble que la voie PI3K/AKT
joue un réle important dans cet effet. De plus, il semble que le vemurafenib, la premiéere
thérapie ciblée pour le mélanome, augmente également le pool de cellules souches
cancéreuses et les maintiennent quiescentes. Ces résultats pourraient avoir des
conséquences cliniques importantes car l'inflammation aigué peut activer ou amplifier le
nombre de cellules cancéreuses existantes cliniquement dormantes pendant de nombreuses

années jusqu’a leur réactivation et la formation de tumeurs plus agressives.
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PERSPECTIVES

Notre étude sur les effets du TNF dans le modéle des équivalents de peau a permis de
mettre en évidence des effets & long terme du TNF sur le compartiment des cellules
souches. Ces effets durables pourraient étre induits par des modifications épigénétiques. De
ce fait, il serait intéressant de déterminer si le TNF induit des modifications épigénétiques
des protéines histones et des promoteurs de 'ADN et si ces modifications ciblent une sous-

population cellulaire en particulier (compartiment cellulaire quiescent ou cyclant).

Nous avons mis en évidence que le PLX4032 diminue la capacité des cellules a former des

2éme

sphéres en induisant la quiescence. |l serait intéressant d’effectuer des sphéres de puis
3% généartions sans PLX4032 afin de déterminer si les effets du PLX4032 sont réversibles
en réponse ou non au TNF, si I'entrée des cellules souches cancéreuses en phase GO du
cycle cellulaire contribue a la résistance aux drogues anticancéreuses et a la dormance
tumorale du mélanome et si le TNF active les cellules dormantes et contribue a la récidive de

la maladie.

De plus, il serait intéressant de dérterminer les mécanismes par lesquels le TNF inhibe la
différenciation des cellules de mélanome. Est-ce en inhibant la tyrosinase ?

Dans notre étude, le TNF et le PLX4032 ont été mis en contact des cellules de mélanome en
méme temps. Cependant, étant donnée que linflammation favorise la cancérogenése et
gue le traitement des tumeurs par thérapies ciblées ou autre intervient aprés ce phénoméne,
il serait intéressant de traiter, dans un premier temps, les cellules de mélanome a l'aide de
TNF, afin d’induire I'effet mémoire observé dans notre étude, et ensuite de traiter les cellules
au vemurafenib. Dans ce cas de figure, le TNF pourrait peut étre augmenter la sensibilité
des cellules de mélanome au vemurafenib. De plus, le TNF, par sa capacité a activer les
cellules de mélanome quiescentes, permettrait peut étre d’empécher linduction de la
guiescence des cellules souches tumorales induite par le PLX4032, ce qui permettrait

d’éliminer toutes les cellules cancéreuses.

Enfin, une validation in vivo des résultats obtenus in vitro serait également intéressante. Ces
études testeront l'activité tumorigéne et métastatique des différentes sous-populations de

cellules de mélanome et les effets du TNF associés au PLX4032.

En ce qui concerne I'étude des effets de I'inflammation, a travers I'utilisation des surnageants

stimulés, sur I'expresssion du CD47, il serait intéressant d’étudier les voies de signalisation
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impliqguées dans cet effet. Il serait également intéressant de déterminer le réle de CD47 dans
la régulation des cellules souches de mélanome en réponse a l'inflammation. De plus, les
études montrant une augmentation de I'efficacité des anticancéreux en présence d’inhibiteur
de la mélanogenése, et étant donné que les surnageant stimulés inhibe la différenciation des
cellules de mélanome et que [lutilisation d’'un anticorps monoclonal anti-CD47 permet
d’éliminer les cellules de mélanomes, il serait intéressant de tester I'utilisation d’un anticorps
anti-CD47 associé a de la chimiothérapie, comme le PLX4032, en présence des

surnageants stimulés et d’étudier les mécanismes moléculaires mis en jeu.
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A. Article n°2: Melanoma dormancy in a mouse model is linked to
GILZ/FOXO3A dependant quiescence of disseminated stem-like

cells
(Sci Rep. 2016 ; 6:30405. DOI: 10.1038/srep30405)
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Cet article présente la construction d’'un modéle syngénique de dormance tumorale du
mélanome chez la souris, des travaux réalisés par le Dr Yasmine Touil. Ce long travail a
permis l'isolement d’'une lignée « dormante » et sa caractérisation a permis la découverte du
réle clé du facteur de transcription GILZ dans l'activation des cellules souches tumorales

guiescentes.

La récidive de nombreux cancers métastatiques est causée par la réactivation de cellules
tumorales dormantes disséminées. Cependant, les mécanismes et cellules impliqués dans

cette réactivation commencent seulement a étre identifiés.

Grace a l'utilisation d’'un modeéle murin de dormance tumorale, cette étude a permis de
montrer que la vaccination contre le mélanome a empéché la croissance tumorale, mais pas
la dissémination ni I'élimination de toutes les cellules tumorales. Les cellules tumorales de
mélanome disséminées se trouvaient dans un état de quiescence et présentaient des
propriétés phénotypiques et fonctionnelles des cellules souches. La quiescence/activation de
ces cellules in vitro et la dormance du mélanome in vivo semblent étre régulées par
l'inhibition de GILZ. L'expression de GILZ était faible dans les cultures dérivées de cellules
dormantes et la réexpression de GILZ inactive FOXO3A et sa cible en aval, p21Cipl. La
capacité des cellules dormantes a réintégrer le cycle cellulaire augmente progressivement
avec chaque réentrée en dormance cellulaire et refléte le raccourcissement de la période de
dormance tumorale et la rechute plus rapide et agressive. Cette capacité est corrélée a la
taille du compartiment des cellules souches de mélanome, indiquant que les traitements

devraient étre adaptés au stade de progression de la maladie.
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B. Article n°3: Nerve Growth Factor and proNGF Simultaneously
Promote Symmetric Self-Renewal, Quiescence, and Epithelial to
Mesenchymal Transition to Enlarge the Breast Cancer Stem Cell

Compartment
(Stem Cells. 2015 Feb;33(2):342-53)
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De nombreux facteurs sont présents au sein du microenvironnement tumoral. Parmi eux, le
TNF joue un réle dans le contréle de la quiescence et de I'activation des cellules souches
cancéreuses de mélanome. Existe-t-il d’autres voies impliquées ? Existe-t-il d’autres

modéles ou le microenvironnement a un impact sur les cellules souches tumorales ?

Dans ce but, notre équipe et celle du Pr Xuefen Le Bourhis ont collaboré, afin d’étudier les
effets du NGF et du proNGF sur les cellules souches tumorales de sein, tous les deux étant
sécrétés par les cellules cancéreuses de sein et étant impliqués dans la croissance tumorale

et la formation de métastases dans des modéles murins de cancer du sein.

Cette étude a permis de démontrer que le NGF et le proNGF diminuent le nhombre de
divisions asymétriques et I'expression de NUMB, et augmentent la population de cellules
souches dans plusieurs lignées cellulaires de cancer du sein. De plus, il a été mis en
évidence qu’une sous-population de cellules quiescentes/slow cycling surexprime p75NTR,
CD44 et SOX2, un phénotype de cellules souches dans le cancer du sein. Ces cellules
souches cancéreuses répondent aux signaux du NGF et du proNGF via la diminution de
I'expression de NUMB et la surexpression de SOX2, associées a une augmentation du
compartiment des cellules souches. Dans le modéle des mammosphéres, les cellules
traitées au NGF montrent une capacité supérieure a former des tumeurs, corrélé a une
augmentation de I'induction de la transition épithélium-mésenchyme, mise en évidence par la
surexpression de la vimentine et SLUG. Les changements moléculaires, associés a la
transition épithélium-mésenchyme, induits par le NGF et le proNGF sont différents. Le NGF
induit une expression de facteurs de transcription impliqués dans la pluripotence, dont
SOX2, NANOG et MYC, par l'intermédiaire de p75NTR, tandis que I'effet le plus significatif
du proNGF est d’induire la quiescence. Dans les deux cas, le résultat est le méme, a savaoir,
une augmentation du compartiment des cellules souches. Cette étude montre ainsi que I'axe
NGF/proNGF/p75NTR joue un réle majeur dans la régulation de 'autorenouvellement et de

la plasticité des cellules souches cancéreuses de sein.
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C. Article n°4: Insulin-Like Growth Factor 1 Receptor and p38
Mitogen-Activated Protein Kinase Signals Inversely Regulate Signal
Transducer and Activator of Transcription 3 Activity to Control
Human Dental Pulp Stem Cell Quiescence, Propagation, and

Differentiation
(Stem Cells Dev. 2014 Apr 15;23(8):839-51)
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L’expertise de I'équipe dans I'étude des cellules souches, lui a valu d’étre sollicitée par un
enseignant chercheur de chirurgie dentaire afin de développer un programme de recherche
sur les cellules souches de la pulpe dentaire chez 'homme. Au cours de ce programme, une

attention particuliere a été portée au controle de la quiescence/activation de ces cellules.

Les cellules souches de la pulpe dentaire (DPSC) restent a I'état quiescent jusqu’a leur
activation, en réponse a de graves lésions de la pulpe dentaire, afin de réparer la dentine.
Cependant les facteurs contrélant la quiescence/activation et la différenciation des DPSC

humaines ne sont pas connus.

Le but de cette étude est de déterminer si p38 MAPK peut réguler le destin des PDSC, et si
ce controle dépend ou non de la voie de signalisation de I'lGF-1R, en amont de p38 MAPK,

qui contréle la reprogrammation cellulaire et la pluripotence des cellules souches.

Cette étude a permis de montrer que l'inhibition des voies de I'lGF-1R et de p38 MAPK
active les DPSC et favorise leur sortie de la phase GO du cycle cellulaire et du compartiment
pyronine Y. L’inhibition de ces deux voies de signalisation détermine de fagon opposée le
destin des DPSC. A linverse de l'inhibition de la voie p38 MAPK, l'inhibition de la voie IGF-
1R augmente la capacité des cellules de la pulpe dentaire a former des sphéres et diminue
leur capacité a former des colonies, sans induire de mort cellulaire. Ces changements
cellulaires opposés induits par l'inhibition de ces deux voies de signalisation sont également
accompagnés par des changements opposés sur I'expression de la forme active de STATS,
de la forme inactive de la glycogéne synthase kinase 3 et de la phosphoglycoprotéine de la
matrice extracellulaire, un marqueur précoce de la différenciation odontoblastique. Cette
étude indique une interaction des voies de signalisation de I'lGF-1R et de p38 MAPK dans
les DPSC dont les signaux convergent au niveau de STAT3 et régulent de maniére opposée
ses activités, a savoir maintenir la quiescence ou favoriser I'autorenouvellement et la

différenciation des cellules.
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La quiescence est 'un des mécanismes majeurs permettant de maintenir le compartiment
des cellules souches et de les protéger de leur environnement. Dans cet état, ces cellules
sont insensibles aux thérapies anticancéreuses conventionnelles et sont responsables de la
récidive de la maladie, suite a leur activation. Le contréle de la quiescence/activation des
cellules souches cancéreuses est donc un élément clé. Cependant, les mécanismes mis en
jeu ne sont pas encore bien définis et les travaux présentés ici indiquent que de nhombreuses

voies de signalisation semblent étre impliquées.

Dans le mélanome, nous avons mis en évidence l'implication de la voie PI3K/AKT dans la
transition de la quiescence/activation, suite a une exposition au TNF. De plus, toujours dans
le modéle du mélanome humain, le laboratoire a également montré que I'ihnibition de la voie
PIBK/AKT réactive une sous-population de cellules quiescentes et inactive une sous-
population de cellules actives (Touil et al., 2013).

Les études présentées ici mettent en évidence l'existence de différents régulateurs de la
quiescence/activation. Dans un modéle de mélanome murin, GILZ régule la transition de la
quiescence/activation des cellules souches cancéreuses. En effet, I'inhibition de GILZ
contrble I'entrée en quiescence des cellules souches de mélanome, tandis que son
activation inactive I'expresssion de FOXO3A et de ses cibles (p21CIP1) et provoque
I'activation des cellules dormantes (Touil et al., in press). Dans le modéle du cancer du sein,
les neurotrophines NGF et proNGF sont impliguées dans la régulation de la
quiescence/activation des cellules souches cancéreuses. En effet, ils induisent leur sortie de
quiescence. Cependant, lactivation d’'un grand nombre de cellules souches pousse
certaines d’entre elles a entrer de nouveau en quiescence afin de maintenir leur pool. Enfin,
dans le modéle des cellules souches de la pulpe dentaire, deux voies de signalisation sont
impliquées. Il s’agit des voies IGF-1R et p38 MAPK. L’inhibition de ces voies de signalisation
provoque la sortie de quiescence et donc l'activation des cellules souches de la pulpe
dentaire. Ces deux voies convergent au niveau de STAT3. Ce dernier est régulé de maniére
opposée par les voies IGF-1R et p38 MAPK afin de maintenir la quiescence ou de favoriser
I'activation des cellules. Ces données confirment I'importance du processus essentiel de
quiescence/activation des cellules souches et mettent en évidence qu'il existe une diversité

des voies impliquées selon le type cellulaire.

Afin d’empécher la récidive de la maladie, I'élimination de toutes les cellules souches
cancéreuses est nécessaire. L’échec des thérapies actuelles s’explique par le fait que les
cellules souches tumorales sont capables d’entrer en quiescence afin de se protéger.
Cependant cet état est réversible d’ou l'intérét de comprendre les mécanismes, complexes,

régulant cette transition afin de les éradiquer.
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Présentations aux congres

- Effet d’'un environnement pro-inflammatoire sur I'activation des cellules souches
tumorales quiescentes dans le mélanome. 7°™° Journées Scientifiques du
zéme

Cancéropdle Nord-Ouest, Deauville, 14-16 mai 2014, prix de la meilleure

communication orale.

- TNFa expands the label retaining cell compartment in melanoma. 1% ONCOLille
Symposium on Tumor Dormancy, Lille, 2014, présentation affichée.

- 3D Skin equivalent model of melanoma to study relationship between cellular
quiescence/activation, chemoresistance and tumor dormancy. Effect of TNF. 6™ PhD

Student Day, Lille, 2015, communication orale.

- Effet d'un environnement pro-inflammatoire sur I'activation des cellules souches
tumorales quiescentes dans le mélanome. 15°™ Journée André Verbert, Lille, 2015,

présentation affichée.

- Effect of pro-inflammatory environment on quiescent/activation phenotypic switch of
melanoma cancer stem cell. International Society for Stem Cell Research (ISSCR)

Annual Meeting, Stockholm, Suéde, 24-27 juin 2015, présentation affichée.

- Facteurs inflammatoires et contréle de la quiescence/activation des cellules souches
tumorales de mélanome. 1* Congrées du GDR 3697 MICRONIT
« Microenvironnement des niches tumorales », La Rochelle, 20-22 janvier 2016,

communication orale.
- 3D models of melanoma to study relationship between cellular quiescence/activation,

chemoresistance and tumor dormancy. Effect of TNF. 7" PhD Student Day, Lille,

2016, prix de la meilleure communication orale.
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Effet d’un environnement pro-inflammatoire sur I'activation des cellules
souches tumorales quiescentes dans le mélanome

El Machhour R**, Ostyn P*%*, Touil Y**, Vandomme J"*, Flamenco P*, Masselot B**,
Ségard P** Begard S*, Formstecher P**#, Polakowska R*

Inserm U837 Jean-Pierre Aubert Research Center, Institut pour la Recherche sur le
Cancer de Lille (IRCL), 1 Place de Verdun, 59045 Lille, France, 2SIRIC ONCOLille,
3CHULIlle, F-59000 Lille, France, “Univ Nord de France F-59000 Lille.

7':3mesJournées Scientifiques du Cancéropdle Nord-Ouest, Deauville, 14-16 mai 2014,
2°™® prix de la meilleure communication orale.

Il est désormais bien établi que le développement des cancers et leur récidive en cas
de résistance au traitement repose sur la capacité des cellules tumorales a adopter un
phénotype quiescent ou dormant. Ces cellules dormantes peuvent persister ainsi pendant de
nombreuses années apres traitement chez des patients dont la rémission semble compléte.
Elles persistent dans différents tissus de l'organisme sans entrainer de manifestations
cliniques, jusqu’au moment ou elles se réactivent et conduisent a la récidive tumorale. Ainsi,
la dormance tumorale est un phénomene réversible mais les mécanismes qui contrélent
l'activation des cellules tumorales quiescentes restent mal connus. En outre, pendant
l'inflammation, le réle du microenvironnement tumoral est essentiel, notamment par le biais
d’interactions cellulaires et de facteurs diffusibles divers, par ailleurs lié a 'augmentation de
l'incidence du cancer.

Notre objectif est de décrypter [limplication d'un environnement pro-
inflammatoire dans le switch phénotypique des cellules tumorales quiescentes. Dans ce but,
nous avons utilisé un systéme d’expression inductible de la GFP couplé a I'histone 2B
permettant d’identifier les cellules quiescentes (H2B-GFP+) dans un modéle de culture en
3D qui est celui des équivalents de peau. Ce modéle a lavantage de recréer une
architecture tissulaire plus proche de la physiologie. Afin de mimer I'environnement
inflammatoire observé chez certains patients in vivo, nous avons opté pour une approche
plus globale. Nous avons préparé des milieux conditionnés, obtenus aprés stimulation avec
des anticorps anti CD3/CD28 de lymphocytes humains isolés. Ce modeéle a été utilisé afin
d’étudier les effets de l'inflammation sur la transition des cellules tumorales de mélanome de
I'état quiescent a I'état activé.

Nos résultats suggérent que I'environnement pro-inflammatoire semble augmenter la
proportion des mélanocytes H2B-GFP+, qualifiés de « label retaining cells ». Par ailleurs, le
prétraitement des cellules de mélanome avec des milieux conditionnés induit une
augmentation du nombre de mélanospheres formées, provoque un enrichissement en
marqueurs de cellules souches du mélanome (ABCB5) et augmente la capacité de ces
cellules a exclure la rhodamine 123. Dans les équivalents de peau, la présence des milieux
conditionnés, semble empécher la différenciation des cellules de mélanome et augmenter le
compartiment des cellules souches.

En conclusion, ces données montrent qu’'un environnement inflammatoire, induit par
les milieux conditionnés, provoque un enrichissement du compartiment des cellules souches
dans les équivalents de peau. Par conséquent, le controle de l'inflammation et des voies de
signalisation impliquées dans le maintien de la dormance tumorale, au cours du traitement
de la tumeur initiale, consisterait une bonne stratégie thérapeutique dans la lutte contre les
récidives du cancer.

Mots clef: cellules tumorales quiescentes, cellules souches, récidive tumorale, mélanome,
inflammation
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*These authors contributed equally to this work.
1° ONCOLille Symposium on Tumor Dormancy, Lille, 2014, présentation affichée.

Accumulating data suggest that both cancer development and recurrence depend on the
ability of resistant tumor cells to adopt a quiescent or dormant phenotype following
treatment. These dormant cells reside in various tissues of patients in complete remission
without any clinical manifestation until they reactivate and cause tumor recurrence.
Mechanisms that control the activation of quiescent tumor cells remain poorly understood,
however, the tumor microenvironment, cellular interactions and various diffusible factors
appear essential.

Herein, our goal is to decipher whether a major pro-inflammatory cytokine, Tumor Necrosis
Factor a (TNFa) contributes to the quiescence/activation phenotypic switch in melanoma.
For this purpose, we used a 3D melanosphere model in which to reconstitute the in vivo-
relevant cellular heterogeneity and tumor organization and an inducible histone 2B coupled
to the GFP (H2B-GFP) expression system to identify the quiescent cell compartment and to
monitor the TNFa-induced changes.

Our results suggest that TNFa increases the proportion of H2B-GFP-positive, label retaining
cells (LRC) in melanospheres. The LRCs were enriched in melanoma stem cell markers,
ABCB5 and VEGFR and this was upregulated by TNFa. Interestingly, inactivation of the
PI3K/Akt signaling pathway by LY294002 inhibitor abolished these effects.

In conclusion, these results show that the pro-inflammatory environment causes expansion
of the quiescent, stem cell compartment in tumor-like melanospheres and suggest that this
effect may be responsible for recurrence of more aggressive melanoma.

Keywords: Tumor cell quiescent, stem cell, tumor recurrence, melanoma, inflammation

165



Présentations aux congrés

TNF expands the label retaining cell
compartment in melanoma

Ostyn Pauline*:4, El Machhour Raja™ Begard Séverine!, Kotecki Nurial4,Vandomme Jérome!2, Flamenco Pilarl3, Masselot
Bernadettel?, Ségard Pascalinel2, Formstecher Pierrel24, Touil Yasmine™® Polakowska Renata*!

* Equal contribution
LInserm U837 Jean-Pierre Aubert Research Center, Institut pour la Recherche sur le Cancer de Lille (IRCL), 2 Univ Lille Nord de France F-59000 Lille, France, *Inserm U1003,Villeneuve d’Ascq,
France, “CHULille, F-59000 Lille, France, >SIRIC ONCOLille, Lille, France

. pauline.ostyn@inserm.fr
Introduction

Accumulating data suggest that both cancer development and recurrence depend on the ability of resistant tumor

cells to adopt a quiescent or dormant phenotype following treatment and cause tumor relapse. Mechanisms that

control the activation of quiescent tumor cells in melanoma remain poorly understood.

=>Our goal is to decipher whether a major pro-inflammatory cytokine, Tumor Necrosis Factor (TNF) contributes to
the quiescence/activation phenotypic switch in melanoma.

Methods and Results

Detection of label retaining melanoma stem cells in vitro TNF inhibits melanoma cell differentiation and induces
permanent functional changes in the melanoma stem cell
= Quiescent stem cells dilute the H2BGFP label tracing their divisional history compartment of 3D tumor-like sphere and organotypic skin
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Conclusion

These results show that the inflammatory environment induced by TNF causes expansion of the LRC, stem cell
compartment in tumor-like melanospheres and in vivo-like SE. This effect may be regulated by the PI3K/Akt signaling
pathway and appears to be transferred to the LRC cell progeny. Therefore, by controlling inflammation targeting the
LRC melanoma SC subset, we may be able to control cellular dormancy and cancer recurrence.
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It is well established that inflammation promotes cancer, including melanoma, although the
exact mechanisms involved are less known. In this study, we tested the hypothesis that
inflammatory factors affect the cancer stem cell (CSC) compartment responsible for tumor
development and relapse. For this, we used a GFP inducible expression system coupled to
histone 2B to identify quiescent cells (H2B-GFP+) in sphere and skin equivalent models.

We determined that tumor necrosis factor (TNF), which is a classical pro-inflammatory
cytokine, enlarged the CSC pool of GFP+ label-retaining cells (LRCs) in tumor-like
melanospheres. Although these cells acquired melanoma stem cell markers, including
ABCBS5, and self-renewal ability, they lost their capacity to differentiate, as evidenced by the
diminished MelanA expression in melanosphere cells and the loss of pigmentation in skin
equivalent model. The undifferentiated cell phenotype could be reversed by LY294002,
which is an inhibitor of the PISK/AKT signaling pathway. Importantly, the changes induced by
a transient exposure to TNF were long-lasting and observed for many generations after TNF
withdrawal.

We conclude that TNF targets the quiescent/slow-cycling melanoma SC compartment and
promotes PI3K/AKT-driven expansion of melanoma SCs most likely by preventing their
asymmetrical self-renewal. This TNF effect is maintained and transferred to descendants of
LRC CSCs and is manifested in the absence of TNF, suggesting that a transient exposure to
inflammatory factors imprints long-lasting molecular and/or cellular changes with functional
consequences long after inflammatory signal suppression. Clinically, these results may
translate into an inflammation-triggered accumulation of quiescent/slow-cycling CSCs and a
post-inflammatory onset of an aggressive tumor.
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Il est désormais bien établi que le développement des cancers et leur récidive en cas
de résistance au traitement repose sur la capacité des cellules tumorales a adopter un
phénotype quiescent ou dormant. Ces cellules dormantes peuvent persister ainsi pendant de
nombreuses années apres traitement chez des patients dont la rémission semble compléte.
Elles persistent dans différents tissus de l'organisme sans entrainer de manifestations
cliniques, jusqu’au moment ou elles se réactivent et conduisent a la récidive tumorale. Ainsi,
la dormance tumorale est un phénoméne réversible mais les mécanismes qui contrdlent
l'activation des cellules tumorales quiescentes restent mal connus. En outre, pendant
'inflammation, le réle du microenvironnement tumoral est essentiel, notamment par le biais
d’interactions cellulaires et de facteurs diffusibles divers, par ailleurs lié a 'augmentation de
l'incidence du cancer.

Notre objectif est de décrypter [limplication dun environnement pro-
inflammatoire dans le switch fonctionnel et phénotypique des cellules tumorales quiescentes.
Dans ce but, nous avons utilisé un systéme d’expression inductible de la GFP couplé a
I'histone 2B permettant d’identifier les cellules quiescentes (H2B-GFP+) dans des modéles
de culture en 3D qui sont ceux des équivalents de peau et des mélanosphéres. Ces modéles
ont 'avantage de se rapprocher de I'organisation tumorale observée in vivo. Afin de mimer
I'environnement inflammatoire observé chez certains patients in vivo, nous avons opté pour
une approche plus globale. Nous avons préparé des milieux conditionnés, obtenus apres
stimulation avec des anticorps anti CD3/CD28 de lymphocytes humains isolés. Ce modéle a
été utilisé afin d’étudier les effets de I'inflammation sur la transition des cellules tumorales de
mélanome de I'état quiescent a I'état activé et nous avons également décrypté I'implication
d’un facteur pro-inflammatoire le TNF (Tumor Necrosis Factor).

Nos résultats montrent que I'environnement pro-inflammatoire ainsi que le TNF
augmente la proportion des mélanocytes H2B-GFP+, qualifiés de « label retaining cells ».
Par ailleurs, le prétraitement des cellules de mélanome avec des milieux conditionnés ou du
TNF induit une augmentation du nombre de mélanosphéres formées, provoque un
enrichissement en marqueurs de cellules souches du mélanome (ABCB5) et augmente la
capacité de ces cellules a exclure la rhodamine 123. Dans les équivalents de peau, la
présence des milieux conditionnés ou de TNF, semble empécher la différenciation des
cellules de mélanome et augmenter le compartiment des cellules souches. Cet effet semble
étre régi par I'activation de la voie PI3K/Akt.

En conclusion, ces données montrent qu'un environnement inflammatoire, induit par
les milieux conditionnés ou le TNF, active les cellules souches de mélanome quiescentes et
augmente le compartiment des cellules souches dans les équivalents de peau en empéchant
leur différenciation. Par conséquent, le contrble de linflammation et des voies de
signalisation impliquées dans le maintien de la dormance tumorale, au cours du traitement
de la tumeur initiale, consisterait une bonne stratégie thérapeutique dans la lutte contre les
récidives du cancer.
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Introduction

pauline.ostyn@inserm.fr
"/Accumulating data suggest that both cancer development and recurrence depend on the ability of resistant tumor\‘
cells to adopt a quiescent or dormant phenotype following treatment and cause tumor relapse upon activation.
Mechanisms that control the activation of quiescent tumor cells in melanoma remain poorly understood.
= Our goal is to decipher whether a major pro-inflammatory cytokine, Tumor Necrosis Factor (TNF) contributes to
the quiescence/activation phenotypic switch in melanoma. )

Results

Methods a

Detection of LRC melanoma stem cells in vitro TNF increases the LRC melanoma stem cell pool
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=» Quiescent stem cells dilute the H2BGFP label tracing their divisional history

=» TNF increases number of stem cell-related melanospheres (A) and

melanoma stem cell pool.

slower than actively growing cells and are identified as “label retaining
cells” (LRC) in monolayer (A) and sphere (B) cultures. LRC overexpress,
melanoma stem cell surface markers (C), linking GFP+ phenotype to stemness/

TNF inhibits melanoma cell differentiation and induces permanent functional changes in the melanoma stem cell compartment
of 3D tumor-like sphere and organotypic skin
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Conclusio

(These results show that the inflammatory environment induced by TNF causes expansion of the LRC, stem cell\
compartment in tumor-like melanospheres and in vivo-like SE. This effect may be regulated by the PI3K/AKT
signaling pathway and appears to be transferred to the LRC cell progeny. Therefore, by controlling inflammation
targeting the LRC melanoma SC subset, we may be able to control cellular dormancy and cancer recurrence.
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International Society for Stem Cell Research (ISSCR) Annual Meeting, Stockholm, Suéde,
24-27 juin 2015, présentation affichée.

Accumulating data suggest that both cancer development and recurrence depend on the
ability of resistant tumor cells to adopt a quiescent or dormant phenotype following anti-
cancer treatment. Dormant cells persist in various tissues of the body without causing clinical
manifestations until they are reactivated and lead to tumor recurrence. Mechanisms that
control the activation of quiescent tumor cells remain poorly understood. However, tumor
microenvironment, especially inflammatory factors, which increase incidence of cancer,
appears to be critical. Our goal is to determine whether a pro-inflammatory environment
contributes to the quiescence/activation phenotypic switch in melanoma. For this, we used a
GFP inducible expression system coupled to histone2B, to identify quiescent cells (H2B-
GFP+) in a 3D skin equivalent (SE) model and conditioned media obtained after stimulation
of human lymphocytes with anti CD3/CD28 antibodies (SCM), to mimic the inflammatory
environment observed in patients in vivo. Our results show that pro-inflammatory
environment increased the number of H2B-GFP+ melanoma label retaining cells (LRC), the
number of melanospheres and the pool of ABCB5+ and rhodamine 123 excluding
melanoma cells, the traits corroborating melanoma stem cell phenotype. In the skin
equivalents, the conditioned medium prevented pigmentation of the SE epidermis and
increase the stem cell compartment, suggesting that pro-inflammatory factors increase the
melanoma stem pool by inhibiting their differentiation fate. These results imply, that by
regulating inflammation we may be able to control cellular quiescence linked to tumor
dormancy and cancer recurrence.
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Introduction R

' Accumulating data suggest that both cancer development and recurrence depend on the ability of resistant tumor |
cells to adopt a quiescent or dormant phenotype following treatment and cause tumor relapse upon activation.
Mechanisms that control the activation of quiescent tumor cells in melanoma remain poorly understood.
= Our goal is to decipher whether a pro-inflammatory environment contributes to the quiescence/activation

| phenotypic switch in melanoma. )

Methods and Results

|Detection of label retaining melanoma stem cells in vitro | Production of a pro-inflammatory environment
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environment enlarges the melanoma stem cell pool. The conditioned media also suppressed the formation of melanoma-like pigmented lesions in skin
equivalents (SE), suggesting that the pro-inflammatory environment prevents the differentiation of melanoma cells. The STM-treated-SE are enriched for
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These results show that the inflammatory environment, induced by medium conditioned with stimulated
lymphocytes, causes expansion of the LRC stem cell (CD47+ ABCB5+) compartment in tumor-like melanospheres
and in the in vivo-like skin equivalents and prevents pigmentation of the SE epidermis, suggesting that pro-
inflammatory factors increase the melanoma stem cell pool by inhibiting their differentiation fate and CDA47-
mediated cell death. Therefore, by controlling inflammation targeting the LRC melanoma SC subset, we may be
\_able to control cellular dormancy and cancer recurrence. J
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Il est désormais bien établi que le développement des cancers et leur récidive en cas
de résistance au traitement repose sur la capacité des cellules tumorales a adopter un
phénotype quiescent ou dormant. Ces cellules dormantes peuvent persister ainsi pendant de
nombreuses années apres traitement chez des patients dont la rémission semble compléte.
Elles persistent dans différents tissus de l'organisme sans entrainer de manifestations
cliniques, jusqu’au moment ou elles se réactivent et conduisent a la récidive tumorale. Ainsi,
la dormance tumorale est un phénoméne réversible mais les mécanismes qui contrdlent
'activation des cellules tumorales quiescentes restent mal connus. En outre, pendant
'inflammation, le réle du microenvironnement tumoral est essentiel, notamment par le biais
d’interactions cellulaires et de facteurs diffusibles divers, par ailleurs lié a 'augmentation de
l'incidence du cancer.

Notre objectif est de décrypter [limplication dun environnement pro-
inflammatoire dans le switch fonctionnel et phénotypique des cellules tumorales quiescentes
de mélanome. Dans ce but, nous avons utilisé un systéme d’expression inductible de la
GFP couplé a I'histone 2B permettant d’identifier les cellules quiescentes (H2B-GFP+) dans
des modéles de culture en 3D qui sont ceux des équivalents de peau et des mélanosphéres.
Ces modéles ont 'avantage de se rapprocher de I'organisation tumorale observée in vivo.
Afin de mimer I'environnement inflammatoire observé chez certains patients in vivo, nous
avons opté pour une approche globale. Nous avons préparé des milieux conditionnés,
obtenus aprés stimulation avec des anticorps anti CD3/CD28 de lymphocytes humains
isolés. Ce modéle a été utilisé afin d’étudier les effets de l'inflammation sur la transition des
cellules tumorales de mélanome de I'état quiescent a I'état activé et nous avons également
décrypté I'implication d’'un facteur pro-inflammatoire le TNF (Tumor Necrosis Factor).

Nos résultats montrent que I'environnement pro-inflammatoire ainsi que le TNF
augmente la proportion des mélanocytes H2B-GFP+, qualifiés de « label retaining cells ».
Par ailleurs, le prétraitement des cellules de mélanome avec des milieux conditionnés ou du
TNF induit une augmentation du nombre de mélanosphéres formées, provoque un
enrichissement en marqueurs de cellules souches du mélanome (ABCB5) et augmente la
capacité de ces cellules a exclure la rhodamine 123. Dans les équivalents de peau, la
présence des milieux conditionnés ou de TNF, semble empécher la différenciation des
cellules de mélanome et augmenter le compartiment des cellules souches. Cet effet semble
étre régi par I'activation de la voie PI3K/Akt.

En conclusion, ces données montrent qu'un environnement inflammatoire, induit par
les milieux conditionnés ou le TNF, active les cellules souches de mélanome quiescentes et
augmente le compartiment des cellules souches dans les équivalents de peau en empéchant
leur différenciation. Par conséquent, le contrble de linflammation et des voies de
signalisation impliqguées dans le maintien de la dormance tumorale, au cours du traitement
de la tumeur initiale, consisterait une bonne stratégie thérapeutique dans la lutte contre les
récidives du cancer.

172



Présentations aux congrés

3D models of melanoma to study relationship between cellular
guiescence/activation, chemoresistance and tumor dormancy. Effect of TNF

Pauline Ostynl’ 3*, Raja EI-Machhourl*, Pascaline Segardl’ 2, Bernadette Masselotl’ 2,

Pierre Formstecherl’ 2 3, Yasmine Touill’ A & Renata Polakowskal*

1Univ. Lille, UMR-S 1172 - JPArc - Centre de Recherche Jean-Pierre AUBERT
Neurosciences et Cancer, F-59000 Lille, France, Institut pour la Recherche sur le Cancer de

Lille (IRCL), 2Univ Lille Nord de France, F-59000 Lille, France. 3CHULiIIe, F-59000 Lille,
France. 4SIRIC ONCOlLille, Lille, France.

*Equal contribution.

7" PhD Student Day, Lille, 2016, prix de la meilleure communication orale.

Introduction. It is well established that inflammation promotes cancer, including melanoma,
although the exact mechanisms involved are less known. In this study, we tested the
hypothesis that inflammatory factors affect the cancer stem cell (CSC) compartment
responsible for tumor development and relapse.

Methods. For this, we used a GFP inducible expression system coupled to histone 2B to
identify quiescent cells (H2B-GFP+) in sphere and skin equivalent models.

Results. We determined that tumor necrosis factor (TNF), which is a classical pro-
inflammatory cytokine, enlarged the CSC pool of GFP+ label-retaining cells (LRCs) in tumor-
like melanospheres. Although these cells acquired melanoma stem cell markers, including
ABCBS5, and self-renewal ability, they lost their capacity to differentiate, as evidenced by the
diminished MelanA expression in melanosphere cells and the loss of pigmentation in skin
equivalent model. The undifferentiated cell phenotype could be reversed by LY294002,
which is an inhibitor of the PISK/AKT signaling pathway. Importantly, the changes induced by
a transient exposure to TNF were long-lasting and observed for many generations after TNF
withdrawal.

Conclusions. We conclude that TNF targets the quiescent/slow-cycling melanoma SC
compartment and promotes PI3K/AKT-driven expansion of melanoma SCs most likely by
preventing their asymmetrical self-renewal. This TNF effect is maintained and transferred to
descendants of LRC CSCs and is manifested in the absence of TNF, suggesting that a
transient exposure to inflammatory factors imprints long-lasting molecular and/or cellular
changes with functional consequences long after inflammatory signal suppression. Clinically,
these results may translate into an inflammation-triggered accumulation of quiescent/slow-
cycling CSCs and a post-inflammatory onset of an aggressive tumor.
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A - Traitements appliqués aux cellules

Les différents traitements appliqués aux cellules sont les suivants :
- PLX4032 ou vemurafenib (Axon Medchem), & la concentration de 5 uM
- un inhibiteur de la PI3K : le LY294002 (Calbiochem®), a la concentration de 10uM
- un inhibiteur de NFkB (inhibiteur de la phosphorylation d’lkBa): le BAY 11-7082
(Calbiochem®), a la concentration de 1uM
- un anti-CD47 (BD Pharmingen), a la concentration de 1uM

B - Cytomeétrie en flux

La cytométrie en flux est réalisée grace au cytométre EPICS-CYAN (Beckman-Coulter). Les

résultats obtenus sont analysés a 'aide du logiciel Summit 4.3®.

1. Phénotypage des cellules

Les cellules (200 000 cellules/500uL) sont incubées avec I'anticorps primaire, dilué au 1/50°
dans du milieu supplémenté avec 10% de sérum de vceu feetal et 1% de
pénicilline/streptomycine (milieu complet), pendant 30 minutes dans la glace et a I'obscurité.
A la suite de cette incubation, les cellules sont rincées avec du milieu complet puis incubées
avec l'anticorps secondaire, dilué au 1/2000° dans du milieu complet, pendant 30 minutes
dans la glace et a I'obscurité. Les cellules sont ensuite lavées avec du milieu complet puis
resuspendues dans 500uL de milieu complet. Le contrble négatif est représenté par les
cellules incubées avec I'anticorps secondaire seul. L’anticorps primaire utilisé est : CD47 (BD

Pharmingen) et I'anticorps secondaire utilisé est : Goat anti-mouse Cy5 (Invitrogen®)

2. Etude de la phase GO du cycle cellulaire

Afin d’étudier la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire, les
cellules sont reprises dans 500uL de solution de marquage. Cette derniere se compose de
Pyronine Y (Life Technologies) a 1ug/mL et de Hoechst 33342 (BD Bioscience) a 7ug/mL
dans du milieu complet. Aprés une incubation de 35 minutes a 37°C a 'obscurité, les cellules

sont conservées a 4°C. Les débris sont exclus de I'analyse.
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3. Exclusion de larhodamine 123

Les cellules (500 000 cellules/500uL) sont incubées dans la solution de marquage,
composée de 100ng/mL de rhodamine 123 (Life Technologies) dans du milieu complet,
pendant 20min a 37°C. Les cellules sont ensuite rincées au PBS puis placées a 4°C (afin de
bloquer les pompes d’efflux) ou a 37°C pendant une heure (afin de permettre 'efflux de la

rhodamine 123) puis conservées a 4°C.

4. Exclusion du CFSE (Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl
Ester)

Les cellules adhérentes, en plaques 6 puits, sont rincées au PBS puis incubées dans une
solution de PBS contenant le CFSE (PromoKine) a la concentration de 1uM pendant 15min
a 37°C. Les cellules sont ensuite rincées au PBS puis incubées dans du milieu complet
pendant 15min a température ambiante. Elles sont ensuite récupérées et analysées en

cytométrie en flux.

C - Etude de I’expression des génes au niveau protéique - Phospho

Array - Western blot

L’analyse par Phospho Array est réalisée grace a l'utilisation du kit : « Proteome Profiler

Human Phospho-Kinase Array Kit » selon les instructions du fournisseur (R&D Systems).

L’analyse par Western blot est réalisée grace a I'utilisation de gels NUPAGE 4%-12% Bis—
Tris polyacrylamide, selon les instructions du fournisseur (InvitrogenTM, St. Aubin, Paris,

France).

Les anticorps primaires utilisés sont les suivants : Actine (Sigma-Aldrich, St. Quentin
Fallavier, France), phospho-FOXO3A (Ser253) (Cell signaling), phospho-CREB-1 (Serl133)
(Santa Cruz Biotechnologies), phospho-AMPKal/2 (Thr183/172) (Santa Cruz
Biotechnologies), anti-p27 KIP1 (phospho T198) (Abcam), cycline D1 (Santa Cruz
Biotechnologies), cycline D2 (Santa Cruz Biotechnologies) et p21 (Santa Cruz
Biotechnologies). Les anticorps secondaires utilisés sont: Chicken anti-rabbit IgG
Peroxydase Conjugated (Rockland®), Donkey anti-mouse Peroxydase Conjugated
(Rockland®) et Chicken anti-goat IgG Peroxydase Conjugated (Rockland®). Le témoin
utilisé est I'actine (A5441) (Sigma®).
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L'immunodétection a été réalisée en utilisant un kit ECL+ de Amersham. Les résultats
représentés en terme d’expression de protéines ont été obtenus a l'aide du logiciel d’analyse

d’'image ImageJ®.

D - Production des surnageants

Des lymphocytes humains du sang périphérique (PBL) (fournit par 'EFS) sont isolés par
Ficoll, grace a l'utilisation de milieu de séparation de lymphocytes (PAA Laboratories — GE
Healthcare Life Sciences). lls sont ensuite ensemencés en T75 a la densité de 1 million par
mL, en présence ou non de billes coatées avec des anticorps anti-CD3 et anti-CD28
(Miltenyi Biotech) pour une durée de 5 jours. A l'issue de ces 5 jours, le contenu des T75 est
récupéré et centrifugé. Les surnageants de lymphocytes stimulés par les billes et non

stimulés par les billes sont récupérés et conservés a -80°C.

E - Phagocytose des cellules de mélanome par des macrophages

Des monocytes (THP1) sont différenciés en macrophages grace a [lutilisation de PMA
(Phorbol Myristate Acetate) pendant 3 jours (Sigma), ils sont ensuite ensemencés en
plaques 24 puits a raison de 125 000 cellules par puits. Aprés 5 jours, des cellules de
mélanome H2B-GFP positives sont ajoutées aux macrophages a la densité de 25 000
cellules par puits. La plaque 24 puits est ensuite placée a 37°C et des photos sont prises
toutes les deux heures. L’expression de 'H2B-GFP permet de détecter et de dénombrer les

cellules de mélanome phagocytées par les macrophages.

F - Greffe d’équivalents de peau a des souris immunodéficientes
BALB/c-nude

Cing souris femelles Balb/c An NRJ-Fox1nv (Janvier Labs, France) ont été greffées avec un
équivalent de peau non traité au TNF et cing autres souris ont été greffées avec un
équivalent de peau traité au TNF (& 500ng/mL pendant 3 semaines). Les souris ont été

sacrifiées a I'apparition de tumeurs ou, au plus tard, 4 mois apres la greffe.
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G - Injection de cellules de mélanome a des souris
immunodéficientes CB17 SCID

Dix souris femelles CB17SCID agées de 8 semaines ont recues une injection sous-cutanée
de 200 000 cellules de mélanome SK-Mel28 traitées ou non au TNF. Apres induction de
I'H2B-GFP et de I'H2B-mCherry, les cellules ont été traitées ou non au TNF a 500ng/mL
pour une durée de 7 jours. Les cellules ont ensuite été triées sur la base de I'expression de
la GFP ou de mCherry et remises en culture sur la nuit. Le lendemain, les cellules ont été
collectées et mixées de la maniére suivante:

- 100 000 cellules GFP positives + 100 000 cellules mCherry négatives, non traitées

- 100 000 cellules GFP négatives +100 000 cellules mCherry positives, non traitées

- 100 000 cellules GFPpositives + 100 000 cellules mCherry négatives, traitées au TNF

- 100 000 cellules GFP négatives + 100 000 cellules mCherry positives, traitées au

TNF

Les cellules ont été resuspendues dans du PBS puis injectées aux souris de la maniere
suivante:

- GFP+/ mCherry- non traitées = 4 souris

- GFP-/ mCherry+ non traitées = 2 souris

- GFP+/ mCherry- traitées au TNF = 2 souris

- GFP-/ mCherry+ traitées au TNF = 2 souris

H — Analyses statistiques

Le logiciel GraphPad Prism® a été utilisé afin de réaliser les tests statistiques. Un test
d’analyse de variance, le test ANOVA a été utilisé afin de comparer les différents
échantillons avec I'échantillon témoin. La probabilité obtenue aprés l'analyse statistique
refléte le degré de différence significative. Ainsi * signifie que la probabilité est inférieure a
0,05, ** signifie que la probabilité est inférieure a 0,01, et *** signifie que la probabilité est

inférieure 0.001.
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