N

N

Roéle de la tyrosine kinase SYK dans la régulation du
processus métastatique du mélanome

Emilien Garcia

» To cite this version:

Emilien Garcia. Réle de la tyrosine kinase SYK dans la régulation du processus métastatique du
mélanome. Biologie moléculaire. Université Cote d’Azur, 2016. Francais. NNT': 2016AZUR4154 .
tel-01984709

HAL Id: tel-01984709
https://theses.hal.science/tel-01984709
Submitted on 17 Jan 2019

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01984709
https://hal.archives-ouvertes.fr

CONTRE
LE

UNIVERSITE :2g%: =it Inserm . FONDATION ARC.
COTED’AZUR '-'.?.’ J e P LREC&}E&EH’E ﬁ%

pour a vee

Université Cote d’Azur

ECOLE DOCTORALE SCIENCE DE LA VIE ET DE LA SANTE (ED85)

These

Présentée par Emilien GARCIA pour I'obtention du titre de :

Docteur en Science de la Vie et de la Santé

Spécialité : Interactions moléculaires et cellulaires

Role de la tyrosine kinase SYK dans la régulation du
processus métastatique du mélanome

Soutenue publiquement le 15 décembre 2016 au Batiment Archimed, Nice, devant le jury

composé de :
Dr Stéphane ROCCHI Président
Dr Peter COOPMAN Rapporteur
Dr Paulo DE SEPULVEDA Rapporteur
Dr Medhi KHALED Examinateur
Dr Marcel DECKERT Co-directeur de these

Dr Sophie TARTARE-DECKERT Co-directeur de these






Remerciements

Sophie, merci de m'avoir dans ton équipe, depuis le master 2 en 2011 jusqu'a la fin de ma
these cette année en 2016 | Merci pour ton aide et pour ta direction, avoir travailler dans I'équipe 11
restera un souvenir durable qui aura ancré en moi une méthodologie de travail certaine. Je te

souhaite toute la réussite possible et plein de publications pour I'équipe !

Un grand merci Marcel pour I'encadrement au cours de ma these toutes ces années. J'ai
apprécié travailler avec toi, merci pour ton engagement et ton implication qui m'auront permis
d'aller jusqu'au bout dans cette étape importante de mon cycle d'étude. Je te souhaite a toi aussi

beaucoup de réussite (et des matchs de tennis !).

Aude, merci de ton soutien ! La Veuve Noire laissera une marque durable sur mes souvenirs du
labo ! Ne change pas, tu fais partie des gens qui font avancer les choses. Au plaisir de te recroiser sur

une plage narbonnaise, on trinquera au muscat !

Mélanie, tu as été un modele pour tous les thésards qui t'ont croisé. Merci beaucoup pour
toute I'aide que tu m'aura apporté, niveau expérience et niveau humain. Bonne chance pour le reste

de ta carriere scientifique, qui fera du bruit !

Nicholas, un grand merci pour toutes ces années. Se rencontrer au labo aura grandement
coloré mes journées, travailler a c6té de quelqu'un qui partageait autant de mes passions et intéréts
était vraiment formidable ! Merci pour tous ces moments au labo et en dehors, et bonne chance

pour la suite, tu seras un grand dentiste !

Anais, merci pour les rires et la bonne humeur ! Tu as choisis de consacrer ta vie aux enfants,

les tiens et ceux des autres, je te souhaite de voir tous ces petits sourires toute ta vie.

Rania, tu sera la prochaine aprés moi a passer ta thése, je te souhaite beaucoup de courage !

Merci pour les rires, les sucreries et les petits chats !

llona, attention au soleil ! Tu as de grandes qualités, de la volonté et de la bonne humeur. Je
suis sur que tout se passera bien dans les prochaines années. Et sinon, une ballade a cheval et ¢a

repart !



Moeez, bon chance pour tes prochaines recherches en Amérique, et fait attention a ne pas te
trumper ! Merci pour toutes les discussions vidéo-ludiques et de pop-cultures qu'on a pu partager,

tous mes veeux de bonheur avec ta petite famille.

Fred, I'expert FACS ! Ta maitrise du sujet est toujours impressionnante, en rajoutant ta these a

tout passif sur le sujet tu va devenir la référence régionale ! Bonne chance pour la suite.

Un grand merci a Virginie et a Christophe, les chercheurs du labo ! Vous étes des modeles de
travail et de persévérance pour tous les étudiants, je vous souhaite une grande carriere, avec plein

d'articles dans Nature et Cell !

Christopher, Séréna, Robin, vous arrivez dans I'équipe au moment ou je m'en vais, je ne peux
donc que regretter de ne pas vous connaitre autant que je le voudrais. Mais je vous souhaite toute la

réussite possible dans vos theses !

Une petite pensée aussi pour tous les masters qui sont passés dans |'équipe au cours des
années : Mathilde, Fériel, Stéphanie, Yoann, Charlotte, Marie-Angela et Margaux. Vous avez tous pris

des chemins variés, médecins, docteurs ou autre, bonne chance quelque soit votre voie !

Michel Ticchionni, merci pour le point de vue différent apporté sur les résultats et les

problématiques, qui permettent un recul supérieur sur notre propre travail.

Alix, que de chemin parcouru en paralléle... On ne s'est pas quitté depuis ce fameux stage a
I'IBV, mouches et bébés souris ! Batailles d'eau, poulet rotis et tant d'autres souvenirs, qui ce sont
amassés au cours de la licence, du master et toute la these... Je ne te remercierai jamais assez pour
m'avoir autant soutenu et aidé dans les moments difficiles (je t'ai rendu la pareil, certes, mais merci
tout de méme). On commence tous les deux une nouvelle page de notre vie, et j'espere que I'on

continuera a faire partie de notre histoire réciproque pour longtemps !

Nathan, merci mon grand Ouistillon™ | Beaucoup de fous rires, de cafés répandus et de
cocktails corsés ! On aura fait une super équipe pour embéter Alix au quotidien, sans toi pour

prendre le relais j'aurais probablement du lui laisser des pauses ! Bonne chance pour la suite.



Un grand merci aux copains de I'équipe 6 ! Emilie, Daniel et Elsa, les deux premiers vous
m'avez précédé dans la soutenance et je vous souhaite tout le bonheur du monde dans votre vie
commune avec votre petit bout de chou. Quant a toi Elsa, ton moment de briller arrive bientot,
courage a toi pour ton grand show ! A cette fine équipe je rajoute aussi Christophe Reyman, tu n'as
pas passé beaucoup de temps au labo mais cela aura été marquant, et tu ne te débarrassera pas de

nous aussi facilement ! Bonne chance pour la fin de tes études.

Un grand merci aussi a tous les gérants de plateformes et de services, Damien Alcor, Jérome
Gilleron, Véronique Corcelle et son équipe ! Cela aura été un vrai plaisir de travailler avec vous, vous

étes géniaux !

Je remercie chaleureusement tous mes amis d'en dehors du labo, Lucie, Damien, Alexis,
Océane, Brice, Ingrid, Laurent, Jérémy, Nicolas... et tous les autres de CPDR et d'ailleurs, vous m'avez
permis de décompresser, de m'amuser, de pleurer, de rire, de m'évader en d'innombrables
occasions. Chacun de vous m'est trés précieux, merci encore de votre amitié, et on se revois tres

prochainement quand j'aurai plus de temps a consacrer a ma vie sociale !

Enfin, je remercie grandement mes parents, vous avez toujours cru en moi contre vents et
marées, soutenus dans mes choix et m'avaient offert la possibilité d'aller jusqu'au bout dans les
études que je souhaitais. Je ne vous remercierais jamais assez pour toutes les petites choses du
guotidien que vous m'avez apportés, parfois invisibles mais indéniablement nécessaires. Et merci
également d'avoir supporté mon caractére avec ses amples variations des derniéres années. Et Papa,
fait attention a ta santé s'il te plait ! Un grand merci également a ma sceur Aurélie, son mari Fabien et

leur petite Eva, ma niece préférée ! Bonne chance pour les prochains !



Sommaire

Yo ] 141 0o F- 11 3OO PRRP 2
R ol [T 1= U YRR 7
LiSte deS @brVIAtIONS ...ceeeeiiiiiie ettt st st neesneesaees 9
T e o [¥ Lot To] o FO TP PP S U UPTUPPTRURRVRURURPON 13
I LeMElanome CULANE .............ooiiiiiiiiiieiie ettt ettt st st e bt e s b e e s bt e sabesabe st e ebeenbe e baesbeens 13
A, GENBIAlItES ... ..ottt et b e st sttt e be e sheesateeas 13
O T o1 T [Ty 411 (o T SN 13

a. Uncancerdelapeau létal............cccoooiiiiiiiii i 13

b. Les facteurs de risques enVironNE@MENTAUX ...........ccceeeeiiiiieeeiiiieeeeiiree e e e eeireeeesnree e 14

C.  Les phototypes CULANES .............c.oeiiiiiiiie et e e e e e earae e e e areeas 15

d. Les prédispositions SENELIQUES .............ceevuiiiiiiiiiiiiciiee e e 16

2. Le pointd'origine : e MElanocyte...........ccveiiiiiiiii it e 16

a. Role physiologique du MEélanocyte...........cccceiviiiiiiiiiii e 16

b. Un partenaire fondamental : le kératinocyte.............ccccoveiiiiiiiicciic e, 17

C. Lesgrains de beauté OU NAGVI ...........c..eeeieiiiiiiciiiee et 18

3. Les différents types de MElanomes ...............ccccviiiiiiiiii it 18

a. Le mélanome a extension superficielle (SSM)...........ccccoeririiieccie e 18

b. Le mélanome nodulaire (NIM) ............ocooiiiiiiiiiii ettt 18

c. Le mélanome lentigo malin (LMM) ou mélanome de Dubreuilh....................cccvee.nn.. 19

d. Le mélanome acral-lentigineux (ALM) ...........cccouiiiieiiiiee et 19

€.  Les mélanomes NON-CULANES ...........c.coouiriiiiiiiiieieee ettt 19

B. Latransformation : 1a MéElanomagen@se...............ccceecueiiiiiiiiiiiiciiecee e see e rre e ere e eere e sree s 20
Lo L'INEATION (oot s 20

2. LaPhase Radiale de Croissance (RGP) ............cccueeeiiiiiiieeiie e ccee e eeeeere e eteeeseveesnee e 24

3. LaPhase Verticale de Croissance (VGP)..........ccceeiooiieiiiiiiiie ettt 24

4. LaPhase MEtastatiQUe ..........ccooocuiiiiiiiiiie et e e e e e ra e e e st a e e e earaeeeeas 25

C. Le microenvironnement tUMOKal ............cooiiiiiiiiiiiiiieeeee e 26
1. De NOMDBIEUX QCTEULS ........cooiuiiiiiiiiiit ettt ettt et s e e bee e sbee e snbeesabeesneeesareeeane 26

2. Les Fibroblastes, coordinateurs du microenvironnement ................ccccoveeeeiieieiiiiiieeee e, 27

3. Les Fibroblastes associés aux Cancers (CAFS)..........ccccoveiieeeiieeriieeccee e eree e e eree e 27

D. Le traitement du mMElanome..............coouiiiiiiiiiiiiiii e e 28



A.

R - I T - V=Y 41T o T 28
2. Lediagnostic : importance de la surveillance.............cccccooiiiiiiiiniii e, 29
3. L'exérése chirurgicale : le meilleur traitement mais aussi le plus limité........................... 30
4. Les thérapies contre les mélanomes métastatiques..............cccoecvieeiiiiee e, 31
. Les thérapies ClasSIQUES.............ccociiiiiieeiie et cee e cee e e rte e s e e e st e e s ae e e saeeesbeeesnseesnnneens 31
b.  L'iMMUNOthErapie ..........cccoooiiiiiie e e st e e te e e e 31
C.  LesSthérapies CIBIEES...............ooooiiiiiiie e e e abe e e 32
5. Larésistance thérapeULiQUE.............c..ooiiiiiiii ittt e e e e e e e e bre e e e eaees 34
a.  Larésistance iNtriNSEQUE............c.oeiiieiiii ettt e e e etre e e e sbae e e eneeeas 34
b. LA réSiStanCe aCOUISE .........ueiiiiiiiiiiiiiiie sttt e erteee e et e e st e e e s saae e e ssabaeeeesaaaeeessnsreeesnnneeeesas 35
La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT)............cccoereiiieiiie i 37
L'EMT dans le développement embryonnaire et les pathologies..............cccccoceviviiiiiininnnnn. 37
Les grandes étapes de I'EIMIT ............ooiiiiiiiiie ettt et e et e e e e tre e e e s abe e e e eabaeeeenaaeaean 37
1. Déconstruction des jonctions cellulaires et de la polarité................ccoccoviiiiiiiei e, 38
2. La modification du cytosquelette et lamotilité ..................coooiiiiiiiii e, 39
Les changements d'expressions 8ENELIGUES ...............ceivcuiiiiiiiiiieiiciiee e e eaeee e 40
1. Latransition des cadh@rines.............ccoooeiriiiiiiiiiiiiee et 40
2. Remodelage du cytosqUElEtLe .............cooiiiiiiiiiiiiii e 41
3. Evolution du rapport a la matrice extracellulaire.............c..ccccooviiiiiciiii e, 41
Les voies de controles de 'EMT ..........ooioiiiiiiiiiieeeteee ettt 43
1. Les facteurs de transcriptions controlant 'EMT ...............cccoooiiiieiiiie e 43
a. Les facteurs de transcription SNAIL et SLUG..............ccoeiiiiiiiiiiniiie et 44
b. Les facteurs de transcription BHLH ..............ccoooiiiiiiiiii e 46
c. Les facteurs de transcription ZEB...............cccccooviiiiiiiiiiie et 47
d. Les nouveaux facteurs de transcription régulant I'EMT ...................cccoiiiiiiiiee e, 47
2. Lafamille TGFB, inductrice de I'EMT ...........coooiiiiiiee e 48
3. Les Récepteurs Tyrosines Kinases (RTKs) induisant I'EMT ..............cccceeeiiiiiiciiieeccciiee s 49
a. Activations des voies PI3K/AKT et ERK/MAPK par les facteurs de croissance............... 49
b. Le FGF dans I'EMT ...ttt ettt st e ne e e s e e saeas 50
€. LEHGF dans 'EMT ...ttt st sttt st e s ns 50
d. L'IGFLdans PEMT ........ooiiiiiiiieeeee ettt sttt sb e st s s s ns 50
€. L'EGF dans PEMT .....c...ooiiiiiiieee ettt sttt s st s s s 51
f.  Le PDGF dans I'EIMIT ........ccociiiiiiiiiiieieeriee ettt ettt ettt e site e sbee e sibeesabeesmeeesabeeenns 51
4. Les autres signaux extracellulaires qui régulent 'EMT .............cccccceviiiiiiiniiiec e, 52



w  w N PR

1.

L'EMT et la résistance thérapeutique des CaNCers ..............cccerevieerieeeciee s 54

L'efflux cellulaire et les transporteurs ABC...............cccoociiieiiiiieeecciee e e 54
La résistance @ 1I'apOPloSe ........ooiiiiiiiiicee e e e e s e 54
Le r6le du microenViroONNEMENT . .........c.coiiiiiiiiieieeeee et 55
Mélanome et transition de phénotype de type EMT ............ccooveviieccie e, 55
Les inducteurs de la transition de phénotype du mélanome ...........c.ccococeevvverciievcieeccienn, 56
Les voies de signalisation impliquées dans la transition de phénotype du mélanome..... 58
Implications de la transition de phénotype dans la réponse aux thérapies....................... 59
SYK : Spleen tYrosineg KiNASEe ...........coocuiiiiiiiiiii ittt et e e e e e e ate e e e 61
Les Protéines Tyrosine Kinases (PTKS) .........ccooviieiiiiiiiee ettt 61
GENEIalit@S SUF SYK.......ooeeiiiiiie ettt ettt e s e e aee e sabe e sbeeesareeenee 61
SEIUCTUNE ...ttt e st e e s e e s s b e e e s b e e e e s s e e e e snraeeesnnneeenan 61
Activation de SYK via ses phosphorylations .................cccccooiiiiiiiiiin e, 62
Epissage alternatif : 1a forme SYK-B.............cccuiiiiiiii ittt e 64
ZAPTO ...ttt st b e bt e h e e e bt e eh et e a et et e e bt e ebeeshe e saeesaneebe e beenneennes 64
Conservation au cours de I'évolution et développement embryonnaire.......................... 65
ROIE PhYSIOIOBIQUE ... e e s s e e e e s aae e e e s breeessnnreeeeas 65
Les voies de signalisation dépendantes de SYK.............ccccoooiiiiiiieiee e, 65
Q. BLNK ettt e b e b e b e sat e sar e et e e be e beenaee 66
b. Lavoie des enzymes lipidiques : PIBK @t PLCY .........c..ooriiiiiiiiciiiee et 67
€. Lavoie des MAP KiN@SES...........cceoiiiiiiiiiiieesee et s 68
Ao LAVOIE NF-KB..........cooiiiiiiiiiiiiee ettt e st e e s s e e s s b e e e s sabeeesesabeeeeesaneeesenasens 68
€. LAVOIERRNO ... ...t s e s sare e 68
f.  Signalisation non dépendante de I'activité kinase de SYK ...............cccoveiieiiieiinciencennne, 69
Role dans les cellules hématopoi&tiqUES.............cccvvieieiiiiii i 69
a. Signalisation des récepteurs a Motif ITAM ............coooiiiiiiiiie e 69
b. Signalisation des récepteurs sans motifs ITAM .............c..cccccciiii e 70
c. Signalisation activée par le stress oxydatif..............cccceiiviiiiinii e, 71
Role dans les cellules non hématopoiétiques .............cccceeviiriiiiiirciee e, 71
ROIE danS 1@ PEAU........cooeeieieeeee e e e e et e e e aae e e e nraeas 73
Les PatholOgieS CANCEIQUSES .............oeeiiiiiiieciieee et e ettt e e e tae e e e s aa e e e e e treeeeenaeeeean 73
SYK, promoteur de tUMEUN ...............coccuviiiiiiiiee ettt e et e e et e e e eaae e e s bae e e eenaeeeean 73
a. Lasurvie dans les cancers hématopoiétiques sous le BCR...............ccccceevviieriencieeecnnnnen. 75
b. Lasurvie dans les cancers hématopoiétiques via la voie PIBK/AKT ..........c.ccccoeevvereenen. 78



P W N B

c. Lasurvie dans les cancers hématopoiétiques indépendants du BCR..................c........... 79

d. Les fUSIONS de SYK..... ..o e s 81
e. Signalisation ITAM dans les cancers non hématopoiétiques.............c..cccoeevvveeecieeeenee, 82
f.  Lasurvie cellulaire dans les cancers non hématopoiétiques.............ccccceeevveeeicieeeenne, 83

SYK, sUPPresseUr de tUMEUE ..............cueiiiiiiiie ittt et e e s sbee e s s sbae e e ssbaeeessnbeeeesans 84
a. Lasuppression tumorale dans 1es LAL-B............cccccoviiiiiiiiiieecriee e esree e 85
b. Lasuppression tumorale dans les carcinomes ..............ccccceeeeciiieecciee s, 85
c. Lasuppression tumorale dans les mélanomes..............cccocoiiieiiiiiii e, 89
La VOIEe @S INTEGIINES .........oooiiiiieeeee ettt e e e e e et re e e e rtae e e e satae e e eantaeeesnnsaeeeans 91
GENEIALIES ... eeieeiieeee ettt et st e bt e e st e e e e e s te e s be e e s abe e s beeeneeesbeeenee 91

SEIUCTUNE ...ttt et e e st e e st e e s an e e e e s anne e e e sannneeesannneeenan 91

L'activation des iNtEZriNES...........coociiiiiiiiiii e 91

Le recyclage des iNtEGriNes............ccuviiiiiiiii e et 93

Les différentes catégories d'INtEZriNes ..............ccocviiiiiiiiii i 94
a. Lesrécepteurs d'adhésion leucocytaires .............cccoocvieiiiiiiiiicciee e 94
b. Lesrécepteurs au COllABENE ..........occviiiiiiiiii i 95
C. Lesrécepteurs alalaminine.........ccocoveiiiiiiiiiiiiiii s 96
d. Lesrécepteurs aumoOtif RGD .........c.cccuiiiiiiiiiiiiiiicc et e e et svre e e e 97
Les intégrines comme acteurs clefs des structures cellulaires d'adhésion........................... 98

Les fibres de stress et les adhésions focales...............cccceiiiiiiiiiiiinnneeeeen 98

Les invadosomes : podosomes et invadopodes ..............ccoeciiiiiiiiiee e 100
La Migration CelIUIQIre ...........c.oeeiiiiiiie e s e e s aaee s 103

Les modeéles de migration cellulaire...............ccccvvriiiicie i 103
a. Lamigrationindividuelle.............c.cooiiiiiiiiiii 104
b.  Lamigration COlleChiVe. ..........occuviiiiiiiee e e e 104
C. Plasticité de lamigration...............ccoooiiiiiiiiii e 105

Guider la migration, une histoire de -taxXie............cccccccveiiriiiii i, 105
a. L'haptotaxie et I'haptorépulSion................ccooveiiiiiiiiiiiiece e 106
b.  L'haptoKiNESI@.........cuviiiiiiiieec et e e s s e e s e e e areeas 106
€. LaChImMIOtaXi@......coceoiiiiiiiiieee e s 107
Do LA dUPOAXIE ..ottt sttt e b e 108
e. Les flux et les contraintes de cisaillement ................cccoiiiniiiiie, 108
LT -1 (=Tt £ o7 - ) (=TT T PO OUPRTOTOROTRO 109
Y = e T T =1 A - T T =] PSP 109



1. Role des intégrines dans les cellules SOUChes................ccoeiviiiicii e 111

2. Lesintégrines et l'initiation tumorale.................ccccoiiii i 113

a. Larégulation des intégrines dans les cellules initiatrices de tumeurs.......................... 113

b. Lavoie non-canonique indépendante des ligands ..............ccccccviiiiiiiicicie e, 114

3. Role des intégrines dans la propagation métastatique...............cccoeeveeviieecie e, 115

Q. LINVasion [0Cale..........ooueiiiiiie e 115

b. Survie en suspension dans le flot SANGUIN .................ccoociiiiiiiii e, 116

c. Colonisation de la niche métastatique ..............c.ccoooeiii i 117

d. ROles dans 1a NE0-aNGIOZENESE .............ooeiviiiiiieiieee e et e e e 119

4. Intégrines et résistance thérapeutique..............cccceiviiiiiiiiiic 119

a. Role des intégrines dans la résistance thérapeutique..............cccccovviiiiiniiieniicciee s 119

b. Leciblage thérapeutique des intégrines............ccccocoviiiiiiiiiiiiiien e, 120

Vo RESURALS......ooeeiii ettt e h e st st st b e e b e be e s reesmeeeaeeennees 122
A. Contexte et Objectifs de recherche................coooiiii e 122
ADSEFACT ..ottt b e bttt st b e b e b sne e et eateeeean 124

C. Description des résultats.............ccooviiiiiiiiiiii e 125
VL. DiSCUSSION €1 PEISPECEIVES.........ueiiiiiiiiiiiiiteee et e st e e e e e s s s sbaeeeeeeseeas 135
1. L'extinction de SYK favorise un phénotype agressif dans les cellules de mélanome........... 136

2. Ladélétion de Syk dans les mélanocytes de souris augmente I'invasion tumorale induite par
I’oncogéne BRAF'** et la perte du suppresseur de tumeur PTEN ............cccooevvvveveeieeersennnns 139

3. CONCIUSION ...ttt ettt s bt e e b et e s bt e s bt e e s ab e e sabeeeameeesabeesabeeesnneesaneeennneas 142
VIL  REFEIENCES.... ..ottt ettt st sttt e bt e bt e s bt e s bt e sateeateebeenbeenaeens 143



Figure 1:
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :
Figure 5:
Figure 6 :
Figure 7 :
Figure 8 :
Figure 9 :
Figure 10
Figure 11
Figure 12
Figure 13
Figure 14
Figure 15
Figure 16
Figure 17
Figure 18
Figure 19
Figure 20
Figure 21
Figure 22
Figure 23
Figure 24
Figure 25
Figure 26
Figure 27
Figure 28
Figure 29
Figure 30
Figure 31
Figure 32
Figure 33
Figure 34
Figure 35
Figure 36
Figure 37
Figure 38
Figure 39
Figure 40
Figure 41
Figure 42
Figure 43

Liste des figures

Les PrinCipauX CaNCEIS CULANES .......uuiieeeiiieeeeeciieeeecieeeeeeitteeeesreeeeesaabee e e bseeeeeaaeeeeensreeesennees 14
Les différents phototypes CULANES .......ccccuvieiiiiiiie et 15
I [ o 1T 1 [ 16
Les différents types de MEIaNOMES........cc.uuiiieiiiiee ettt e e e e e 18
Du mélanocyte au mélanome MétastatiqUe.......cccecuveeeiiiiiee i 20
Les altérations génétiques du MEIANOME .......c.uviiiiiiiiieiciee e e 20
Activation des ERK en présence de BRAFV%F NRAS™ et RACI™ ....o.eoveveeeeeeeeeeeeeeeeene 22
L@ VOIE PIBK-AKT Leiiiieeitieeriieestee ettt e st e st eesteesbe e e siteesabeestteesabeessbaessseesabaeensseesasassnsseesnseenns 23
L@ VOIE 0B P53 ..ttt ettt e e et e e e et e e e e ab e e e e raba e e e e aaaee e e nbtee e e abaeeeennrreeeenarees 24
: La disSEmMINation METASTAtIQUE .......oeeiuiiie ettt e e et e e ar e e e e araee s 25
B Y A o o - TP PPPPPPPT 26
: Fibroblaste normal versus Fibroblaste actiVé .........ccooceiviiiiniiiniiinie e 28
TLATEEIE ABCDE ...ttt ettt et e e et e e e bt e e e e ara e e e e abae e e e abaeeeeaataeeaenraeeeeanraeaas 29
2 La Classification TNIM ....coouiiiiieiiiee ettt ettt et e e abe e saba e s saae e sabaessaseesanaeens 30
: Mécanisme d'action des immunothérapies anti CTLA4 et PD1/PDL-1 .......ccceeevveveeveennenne. 31
: Traitement d'un mélanome aux inhibiteurs de BRAF et rechute.......ccccccvvvieeiverecieescieeens 33
: Les événements cellulaires au cours de 'EMT ......uieviiiiiieiiiieinieesiee et 38
: Les facteurs de transcriptions de 'EMT ....c.uuueiiiiiiie ettt 43
: Rbles et régulations des facteurs de transcriptions majeurs de I'EMT .......cccoceeeeiieeeennneen. 44
: Les voies de signalisation impliquées dans I'EMT .......cccuvviiiiiieiccciee e 52
: Les inducteurs de la transition phénotypique du mélanome .......cccccoecvieeicccieeeccciee e, 57
1 LS PTKS HUM@INES .ttt ettt ettt e e e e e e st e et e e e e e e e eanreeeeeeeeeenan 61
TSEMUCTUIE 08 SYK ottt et st e e st e e s sate e sabeesbaeesabaesbaeenns 62
: Structure comparative de SYK avec les autres membres de sa sous-famille...................... 64
1 Les PArteNaires A SYK. .o e e e e e e e e e e et aaeeeeaan 66
: Signalisation de SYK dans 1€ BCR ......ciiiiiiieiciie ettt e st ree e s aree e e 66
: Cancers dans lesquels SYK est promoteur de tUMeUr.........c.eeeeeciieeeeiiiee e 74
T SYK @1 1@ V0T PIBK/ AKT ettt oottt et e e e e e ettt e et e e s esesa et reeesesaaesssaeereeesesaaaseeeesesssaaanns 78
: Cancers dans lesquels SYK est suppresseur de tUMEeUr ..........ccevcvieeeicireeeecieeeeecreee e 84
: Mécanisme de sénescence dans le MEIaN0ME ........oocveveiiiiiiee e 90
:Le réseau mécanique CEIIUIAINE .......oii v ettt 91
1 La STrUCLUIE deS INTEEIINES ...uvviiiciiie ettt e e e e e e e e sare e e e s abae e e e nbaeeeenreeas 91
: Mécanismes d'activation des iNTEZIINES .........eeeeciiiiieeiiiie e e e 91
2 Le recycClage des INTEEIINES. .....coei ettt e et e e et e e et e e e e e eabae e e e abaeeeenraeas 93
: Les sous-types d'intégrines selon leurs affinités ........ccoevviiieiiciiiee e, 94
B =T ] o T [ 4 =TSR 98
=T To | o T o T3 o Tor- | L=y SRS 99
T SErUCTUre des INVAAOSOMES ....ciiieiiiiiiieiie ettt sttt ettt sate e sabe e sbae e sabeesbaessabeesanee s 101
: Maturation et activation des inVadoSOMES.........cuuiiiiiiieiiriieee e 102
: La migration, individuelle ou COllECtIVE ....uuviiiiieec e 104
: Les différents types de Migration........ccveeivciiee e e 105
: Les intégrines impliquées dans 1€ CANCEN ........ccecciiee e 109
: Spécificités de ligand des couples d'INtEriNes ........ccccveviiiiiiei e, 110



Figure 44 : Signalisation canonique et non-canonique des iNtégrines..........cccceeeeeeieeeeccrieeeecciveeeennee, 114

Figure 45 : SYK expression in melanocytes versus melanomas ..........cccceeeeeeccciiieeee e eccccirnieeee e 122
Figure 46 : SYK extinction increases cell adhesion on extracellular matrix components ................... 125
Figure 47 : SYK extinction promotes cell spreading on fibronectin ..........ccceccveveeiiiee e 125
Figure 48 : SYK extinction increases cell motility on extracellular matrix components...................... 126
Figure 49 : SYK extinction enhances melanoma haptotactic/chimiotactic migration, collagen invasion
and experimental MELAStASIS N VIVO .......ccuviii ittt erae e s s enaaee e 126
Figure 50 : SYK ectopic expression inhibits melanoma chimiotactic migration, collagen invasion and
experimental METASTASIS N VIVO .......ccuuiii ittt e e s rtae e s s eatae e e sntaeeeenns 128
Figure 51 : SYK depletion increases B1 integrin expression, focal adhesion signaling and
MesSeNChYMal-like PRENOLYPE ....uveeeeee e et e e e e e s e reeeeeeee s 128
Figure 52 : SYK extinction increases the number and stability of focal adhesions............cccccvveennneee. 129
Figure 53 : Co-localization of SYK and BL integrin......ccccuieeiiiiieeiiiiie et e e e 130
Figure 54 : Relevance of the mouse model in studying Syk function in melanocyte development and
T T aTe T o= o Ty LRSS 131
Figure 55 : Construction of a Syk conditional knockout allele ..........ceoeeiieeieiiieiicceeece e, 131
Figure 56 : Tyr::Cre;Sykfloxflox mouse model of Syk invalidation in the melanocytic lineage ........... 132
Figure 57 : Implication of Syk in melanoma development in mice : macroscopic observation.......... 133
Figure 58 : Implication of Syk in melanoma development in mice : histological analysis .................. 134



Liste des abréviations

3BP2 : c-Abl Src homology 3 domain-binding protein-2

ABC : ATP-binding cassette

AchR : Acetylcholine Receptor

ADAM : a disintegrin and metalloproteinase
AKT/PKB : Protein Kinase B

ALK2 : activin receptor-like kinase-2

ALM : Acral lentiginous melanoma

ARP2/3 : Acidic Ribosomal Protein 2/3

AVC : Accident Vasculaire Cérébral

BAFF : B-cell activating factor

BASH : B cell adaptor containing SH2 domain)
BCAP : B-Cell activator for PI3K

BCL-2/6 : B-cell lymphoma 2/6 protein
BCL-XL : B-cell ymphoma extra large protein
BCR : B-cell receptor

bFGF : Basic fibroblast growth factor

bHLH : basic helix-loop-helix

BLNK : B-cell linker

BMI-1: B lymphoma Mo-MLYV insertion region 1
homolog

BRG1 : Brahma-related gene-1

BTK : Bruton's tyrosine kinase

Cadhérine E/N /VE: Cadhérine Epithéliale, Neuraleou
Endothéliale Vasculaire

CAFs : Cancer-Associated Fibroblasts

CAM : Cell adhesion molecule

CAM-DR : Cell Adhesion Mediated Drug Resistance
Cbl : Casitas B-lineage Lymphoma

Cdc42 : Cell division cycle 42

CDK : cyclin-dependent kinase

CDK4 : Cyclin-dependent kinase 4

c-Fms : Colony-stimulating factor-1 receptor

¢-MYC : v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
homolog

CRB : Crumbs

CS-1 : Cleavage Signal-1 Protein

CSC: Cancer Stem Cell.

CTBP : Carboxyl terminal binding protein

Carboxyl terminal binding protein

CTLA-4 : Cytotoxix T-lymphocyte Associated protein 4
CXCR4/7 : CXC chemokine receptor 4

DAG : 1,2-diacylglycérol

DAP12 : DNAX activation protein of 12kDa
DCIS : Ductal carcinoma in situ

DIA1 : diaphorase-1

DLBCL : Diffuse large B-cell ymphoma

EBV : Epstein-Barr virus

EGCG : Epigallocatechin gallate

EGF : Epidermal Growth Factor

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor

EGR1 : Early growth response protein 1

EMDR : Environment Mediated Drug Resistance

EMT : Epithelial-Mesenchymal Transition

ERK 1-2: Extracellular signal-Regulated Kinases 1 or 2
ERM : Ezrine, Radixine et Méosine

ETS1 : Avian erythroblastosis virus E26 homolog-1

EZH2 : Enhancer of zeste homolog 2

FAK : Focal Adhesion Kinase

FcR : Fragment, crystallizable, receptor
FGF : Fibroblast Growth Factor

FGFR : Fibroblast Growth Factor Receptor
FLT3 : Fms-like tyrosine kinase 3

FOX : Forkhead box

FRAL : Fos-related antigen 1

FYN : Fgr/Yes related novel protein
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https://en.wikipedia.org/wiki/Basic_fibroblast_growth_factor
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2852667
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4609

FZD : Frizzled

FZD6 : Frizzled class receptor 6

GAP : GTPase activating protein

GDI : guanosine nucleotide dissociation inhibitor
GEF : Guanine nucleotide exchange factors

GLI : Glioma zinc-finger protein

GRB2 : Growth factor Receptor-Bound protein 2

GSK3 : Glycogen synthase kinase 3

HCC : Hepatocellular Carcinoma

HEL : Hen Egg Lysozyme

HER2 : human epidermal growth factor 2

HGF : hepatocyte growth factor

HH : Hedgehog

HIF1la : Hypoxia-inducible factor 1-alpha

HS1 : Haematopoietic lineage cell-specific protein 1

HTK : Hydra vulgaris protein-tyrosine kinase

IARC : The International Agency for Research on Cancer
ICAM : Intercellular Adhesion Molecule 1

ID : inhibitor of DNA binding

IDC : Invasive ductal carcinoma

IGF1 : insulin-like growth factor-1

ILK : Integrin-linked kinase

INCa : Institut National du Cancer

IP3: 1,4,5-triphosphate

ITAM : immunoreceptor tyrosine-based

activation motif

ITIM : immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif

ITK : interleukin-2-inducible T-cell kinase

JAK1 : Janus kinase 1

JNK : c-Jun NH2-terminal protein kinase

KIT : proto-oncogene receptor tyrosine kinase

L1-CAM : L1 cell adhesion molecule
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LAD-1 : Ladinin-1

LAM : leucémie aigué myéloblastique

LAT : L-type amino acid transporters

LATS2 : Large Tumor Suppressor 2

LCM : Leucémie myéloide chronique

LDGCB : Lymphome diffus a grandes cellules B
LEF1 : lymphoid enhancer binding factor 1

LF : Lymphome folliculaire

LFA-1 : Lymphocyte function-associated antigen 1
LIMK : LIM kinase
LLA-B : Leucémie lymphoblastique aigilie B
LLC-B : Leucémie lymphoblastique chronique B
LMM : Lentigo maligna melanoma
LMP2A : Latent membrane protein 2A
LOX : Lysyl Oxidase

LOXL2 : Lysyl Oxidase Like 2

LPS : lipopolysaccharide

LSD1 : Lysine-specific demethylase 1

LZM : Lymphomes de la zone marginale

MAdCAM-1 : mucosal vascular addressin cell adhesion
molecule 1

MAP1B : microtubule associated protein 1B

MAPK : Mitogen-activated protein kinases

MCI1R : melanocortin receptor 1

MCL-1 : Induced myeloid leukemia cell differentiation
protein

M-CSF : Macrophage Colony-Stimulating Factor
MDM2-4 : Mouse double minute 2 or 4

MEC : Matrice Extra Cellulaire

MED12 : Mediator complex subunit 12

MEK : MAPK/ERK Kinase

MET : Mesenchymal-Epithelial Transition

MITF : Microphthalmia-associated transcription factor
MLC2 : Myosin Light Chain 2

MMP : Matrix metallopeptidases/proteinases

mTOR : Mammalian target of rapamycin

MTX : Methotrexate


http://www.prospecbio.com/HEL_antibody_12_96/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1223309/
https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&ved=0ahUKEwjrsv_Lr5HPAhVCfhoKHepdDN8QFghDMAM&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F25593320&usg=AFQjCNFPI7rtpmencmHpbyWtU9_RrueDtQ&sig2=k5zF3cRV4kIYCDoRIR0xlw
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18056335
http://www.doctorette.info/maladies-diverses/leucemie-myeloide-chronique-lcm-cancer-sang
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/non-hodgkin-lymphoma/non-hodgkin-lymphoma/types-of-nhl/diffuse-large-b-cell-lymphoma/?region=qc
http://www.oncologik.fr/images/e/e5/Lymphome_zone_marginale.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4131

Nck : non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor

protein

NCL : nucléoline

NHE3 : sodium—hydrogen exchanger 3
NK : Natural killer

NM : Nodular melanoma

NSCLC : non-small cell lung cancer

OIS : Oncogene-induced senescence

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PAK1 : p21 activated kinase 1

PALS1 : Protein Associated with LIN7-1

PAR : Protease-activated receptor

PATJ : PALS1-associated TJ protein

PCAF : P300/CBP-associated factor
PD-1/PDCD1 : Program cell Death 1 (CD27a)
PDAC : Pancreatic ductal adenocarcinoma
PDGF : Platelet derived growth factor

PDGFr : Platelet derived growth factor receptor

PDK1-2 : Pyruvate dehydrogenase lipoamide kinase

isozyme 1 or 2
PD-L1 : PD1 ligand (CD274)
PI3K : phosphoinositide 3-kinase

PINCH : cysteine-histidine-rich protein

PIP2-3 : phosphatidylinositol-4,5-bis(/tri)phosphate

PKC : Protein Kinase C

PKD : protéine kinase D

PLC : Phosphoinositide phospholipase C
PLD : Phospholipase D

PRC : Protein Regulator of cytokinesis
PSGL-1 : P-selectin glycoprotein ligand-1
PTC : Peripheral T-Cell

PTCL : Peripheral T-Cell Lymphoma

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog
PTK : Protéine tyrosine kinase

PTLD : Posttransplant lymphoproliferative disease
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PTPROLt : Protein tyrosine phosphatase receptor-type O

truncated

Racl : Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
RAF : Rapidly Accelerated Fibrosarcoma
RANTES : Regulated on Activation, Normal T cell
Expressed and Secreted

RAS : Rat sarcoma

RB : retinoblastoma protein

RCP : Reactive C protein

RGP : Radial Growth Phase

Rho : Ras homolog

ROCK : Rho-associated protein kinase

ROR1/2 : RAR-related orphan receptor 1/2
RPS6KA1 : Ribosomal protein S6 kinase alpha-1

RTK : Receptor tyrosine kinase

SCCHN : squamous cell carcinomas of the head and
neck

SCF : Stem Cell Factor

SCLC : small cell lung cancer

SCP1 : Human Synaptonemal Complex Protein 1

Ser UPAR : seprase and urokinase plasminogen
activator surface receptor

SFM-DR : Soluble Factor Mediated Drug Resistance
SHARK (SH2 domain ankyrin repeat kinase 4)

Shc : Src homology 2 domain containing

SHH : Sonic Hedghog

SHIP1 : Src homology 2 domain—containing inositol-5-
phosphatase 1

SHP-1 : Src homology 2 domain tyrosine phosphatases
SIN3A : SIN3 Transcription Regulator Family Member A
SLP : Synaptotagmin-Like Protein

SMAD : Small Mothers against Decapentaplegic

SOS : Son of Sevenless

SOX : SRY box

Spl : specificity protein 1

SPARC : secreted protein, acidic, cysteine-rich


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/173137
http://www.lymphoma.org/PTCL
https://en.wikipedia.org/wiki/Sarcoma
https://en.wikipedia.org/wiki/Receptor_tyrosine_kinase
http://www.bloodjournal.org/content/105/12/4685.full.pdf
http://www.bloodjournal.org/content/105/12/4685.full.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2515712/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK6281/

SSM : Superficial spreading melanomas

STAT : signal transducer and activator of transcription
STAT3 : Signal transducer and activator of transcription
3

SUV39H1 : suppressor of variegation 3-9 homolog 1
SWI/SNF

SYK : Spleen tYrosine Kinase

TBK1 : Tank-binding kinase 1

TBX2 : T-box transcription factor 2

TCF : Transcription factor

TCR : T-cell receptor

TGF-B : Transforming Growth Factor 1
TKs : Tyrosine kinase

TNF : Tumor Necrosis Factor

TNFR : Tumor Necrosis Factor Receptor
TRP1-2 : Tyrosinase-related protein 1 or 2
TWIST1/2 : Twist-related protein 1 or 2

UV A/B/C : rayonnement Ultra-Violet A, Bou C

12

VASP : Vasodilator-stimulated phosphoprotein

V-CAM : Vascular cell adhesion protein

VEGF : Vascular endothelial growth factor

VEGFR : Vascular endothelial growth factor Receptor
VG1 : Vegetalising factor 1

VGP : Vertical Growth Phase

VLA-4 : Very Late Antigen-4

Whnt : Wingless type

YAP : Yes Associated Protein

ZAP-70 : Zeta-chain-associated protein kinase 70

ZEB : Zinc finger E-box-binding homeobox

Z0-1 : Zonula occludens-1

oMSH : a-Melanocyte-Stimulating Hormone

aSMA : Smooth muscle actin


https://en.wikipedia.org/wiki/Vasodilator-stimulated_phosphoprotein
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Introduction

I. Le mélanome cutané
A. Généralités
1. Epidémiologie
a. Un cancer de la peau létal

Les cancers font partie des maladies de notre époque les plus mortelles dans le monde. L'OMS
recensait en 2012 approximativement 14 millions de nouveaux cas de cancers par an, prédisant que
ce nombre s'éleverait a 22 millions dans les 20 ans suivants. Sur la méme période, les déces dus aux
cancers sont passés de 8,2 millions par an en 2012 a 13 millions par an.

Les cancers les plus communément diagnostiqués sont ceux du poumon (1,8 million, soit 13%
du total), du sein (1,7 million, 11,9%) et du gros intestin (1,4 million, 9,7%). Les cancers les plus Iétaux
sont ceux du poumon (1,6 million, soit 19,4% du total), du foie (0,8 million, 9,1%) et de I'estomac (0,7

million, 8,8%) (World Cancer Report 2014, IARC).

Parallelement a ces données, les cancers cutanés, bien que nombreux avec 2 a 3 millions de
nouveaux cas chaque année, sont relativement peu mortels (a I'exception notable du mélanome).
Cependant, l'incidence des cancers de la peau est en constante augmentation depuis les derniéres
décennies, I'OMS rapportant qu'un cancer diagnostiqué sur trois est un cancer de la peau. Ces
cancers peuvent étre classés en deux grandes catégories, les carcinomes et les mélanomes, et sont

directement reliés a I'exposition au rayonnement UV solaire (UVA et UVB).

Les plus fréquents des cancers cutanés sont les carcinomes, essentiellement originaires des
kératinocytes et comprenant les sous-catégories des carcinomes basocellulaires et épidermoides, ces
derniers étant presque aussi dangereux que les mélanomes. lls représentent 95% de I'ensemble des
cancers cutanés, sont rarement létaux mais le retrait chirurgical est douloureux et souvent
défigurant. L'évolution de l'incidence de ces cancers est difficilement quantifiable au vu de leur faible
malignité, mais il a pu étre établi que les carcinomes sont plus fréquents sur les parties du corps
communément exposées au soleil, comme les oreilles, le visage, le cou et les avant-bras. Ceci
impliqgue qu'une exposition sur le long terme et répétée aux UV est la cause majeure de leur

développement.
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Le mélanome est quant a lui le cancer cutané le plus létal, du fait de son fort potentiel
métastatique. Sa prévalence est faible parmi les cancers de la peau, il ne représente qu'environ 5%
de cette catégorie mais est responsable de plus de 80% des décés dus aux cancers cutanés. Le
mélanome se développe en tumeur maligne a partir des mélanocytes, cellules pigmentées localisées
dans I'épiderme (mélanome cutané), dans I'iris ou au niveau de certaines muqueuses.

Ainsi, si le mélanome cutané est est détecté dans les premieres étapes de son développement
il peut étre retiré par simple exérese chirurgicale, mais si le cancer a commencé a métastaser son

traitement devient bien plus problématique, faisant considérablement baisser le taux de survie.

Les dernieres données de I'OMS, ainsi que le dernier rapport de I'INCa (Institut National du
Cancer) de 2012 font état de la situation mondiale et frangaise regardant le mélanome : 132 000

nouveaux cas par an de mélanomes cutanés ont été diagnostiqués dans le monde, dont 11 176 en

eme eme

France, ce qui le place au 9°"" rang des cancers tous sexes et ages confondus, et au 15" rang a
I'égard des déces.

Ce cancer a cependant un age de survenue tardif avec 70 a 80% des nouveaux cas
diagnostiqués apres 49 ans. L'dge médian de diagnostic calculé en 2012 est estimé a 64 ans chez les
hommes et 61 ans chez les femmes. Le mélanome survient également chez des personnes plus

jeunes, il est le cancer numéro 1 chez les femmes de 20 a 29 ans avant méme le cancer du sein.

Figure 1 : Les principaux cancers cutanés

b. Les facteurs de risques environnementaux

De nombreux facteurs environnementaux sont connus pour étre impliqués dans la survenue
des cancers, tels I'alimentation, I'exposition a la pollution, aux pesticides, aux perturbateurs
endocriniens... la liste est longue, mais le facteur externe majoritairement impliqué dans la survenue
des carcinomes et mélanomes reste I'exposition aux UV solaires : a I'exception des mélanomes des
paumes et des plantes de pieds (moins de 5% des mélanomes cutanés), le mélanome est

épidémiologiquement lié aux radiations UV (Garibyan and Fisher, 2010).

D'aprés I'OMS, des expositions fortes et répétées pendant I'enfance et I'adolescence aux UV
solaires augmentent fortement le risque de développer un mélanome. Ce risque peut directement
étre corrélé a la latitude et a la durée moyenne d'ensoleillement de la zone géographique, avec
I'incidence record d'apparition de mélanomes dans la population blanche d'Australie, ou 10 a 20 fois

plus de mélanomes sont diagnostiqués que dans les populations blanches européennes.
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Figure 1 : Les principaux cancers cutanés
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On peut noter que l'importance de ces risques environnementaux est essentiellement
dépendante du comportement des populations, toujours d'aprés I'OMS. Ainsi, la prévention vis-a-vis
de l'exposition solaire permet d'atténuer coups de soleil, photo-vieillissement des tissus et,

directement, le développement de cancers cutanés.

c. Les phototypes cutanés

Si I'exposition aux UVs est le premier facteur a risque de développement du mélanome, c'est
au niveau des défenses naturelles de I'organisme contre ces radiations que se situent les enjeux. La
peau se protége des radiations UVs grace a l'action des mélanocytes qui synthétisent les pigments de
la mélanine et les distribuent a travers |'épiderme, c'est le bronzage. Cette capacité a produire et a
distribuer la mélanine conditionne la vulnérabilité aux UVs, et de fait les risques de développement

d'un mélanome (Bliss et al., 1995).

Cette défense innée est héréditaire et dépend de caractéristiques physiques précises, telle la
couleur de la peau, des cheveux ou encore les capacités de bronzage : l'intégration de I'ensemble de
ces criteres définit le phototype (Fitzpatrick, 1988), repris dans la figure 2. Ainsi, les personnes de
phototypes | et Il, caractérisées par une peau tres claire et des cheveux blonds ou roux, sont
particulierement sensibles aux mélanomes cutanés. A l'inverse, les individus a la peau mate et
cheveux bruns des phototypes Il et IV disposent d'une protection naturelle au soleil et ont moins de
risques de développer un mélanome, tandis que les personnes de phototype V et VI, a la carnation

sombre, n'en développent que tres rarement.

Figure 2 : Les différents phototypes cutanés

Un autre critére de risque est la présence de "grains de beauté" ou naevi : en effet, si 75% des
mélanomes cutanés surviennent de novo (a partir d'une zone saine de la peau), dans 25% des cas
ceux-ci se développent a partir d'un naevus préexistant (Elder, 2006). Ainsi lI'on considere une
personne a risque a partir d'un nombre élevé de naevi sur I'ensemble du corps (plus de 100) et/ou la
présence de naevi atypiques (Elwood et al., 1990; Tucker et al., 1997).

Un naevus commun, bénin, est une hyper-prolifération mélanocytaire épidermique et/ou
dermique formant une "lésion pigmentée". Ces "grains de beauté" apparaissent majoritairement
pendant les 30 premiéres années de vie et présentent peu de risques de transformation maligne. On
peut également classer dans cette catégorie les grands naevi congénitaux présents des la naissance
ou apparaissant précocement, et pouvant s'étaler sur plusieurs centimetres. Ces naevi ont un risque
élevé de transformation maligne, mais leur exceptionnelle rareté fait que leur incidence globale est

tres faible.
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Phototypes

Phototype |

Phototype Il

Phototype I

Phototype IV

Phototype V

Phototype VI

Couleur de
peau

Trés blanche

Claire

Claire

Mate

Marron

Noire

Couleur des
cheveux

Roux ou
blonds

Blonds a
chatains clair

Chatains a
bruns

Bruns a noirs

Noirs

Noirs

Tache de
rousseurs

Tres
nombreuses

Fréquentes

Rares

Aucune

Aucune

Aucune

Figure 2 : Les différents phototypes cutanés
Adaptée de (Fitzpatrick, 1988)
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Les naevi atypiques présentent quant a eux une taille supérieure a 5 mm, ils sont plans
(maculeux) et présentent deux des critéres suivants : asymétrie, bords irréguliers, polychromie. Pour
les identifier, la regle ABCDE peut-étre appliquée afin d'un auto-dépistage rapide (voir figure 12 en
Partie I.B). Si de nombreux naevi atypiques sont présents chez un individu on parlera alors de
syndrome des naevi atypiques. Ces naevi ont tendance a se développer tout au long de la vie,
I'exposition aux UVs les rendant d'autant plus instables et augmentant les risques de développement

de mélanomes cutanés.

d. Les prédispositions génétiques

Outre la vulnérabilité intrinseque des différents phototypes, différents terrains génétiques
héréditaires peuvent influer sur les risques de développement d'un mélanome. Ainsi, environ 10%
des mélanomes surviennent dans un contexte de mélanome familial (Greene et al., 1985; Lynch et
al., 1995), catégorisé par |'existence d'au moins un cas chez un parent du premier degré ou d'au
moins deux cas sur trois générations. En moyenne, ces mélanomes se développent plus précocement

avec un risque de mélanome multiple.

2. Le point d'origine : le mélanocyte
a. Role physiologique du mélanocyte

Les mélanocytes sont des cellules pigmentées originaires de la créte neurale et présentes dans
de nombreux organes, tels la choroide de I'ceil (iris), les valves du cceur, la cochlée de I'oreille interne
et les leptoméninges du cerveau (la pie-meére). Mais ils sont essentiellement connus pour étre des
cellules résidentes de la peau et responsables de sa photo-protection. Ils sont situés au niveau de la
lame basale entre le derme et I'épiderme. Leur morphologie est de type dendritique, avec de
nombreuses extensions en étoile qui se répandent a travers I'épiderme et distribuent les pigments

synthétisés.

Figure 3 : La peau

Avec environ 1000 a 2000 mélanocytes par mm? de peau, la pigmentation résulte d'un
mélange de deux sortes de pigments mélanines : les eumélanines et les phéomélanines. lls sont issus
de la mélanomagenese, un processus enzymatique produisant ces deux biopolymeres de tyrosine. Ils
sont ainsi synthétisés a partir de la tyrosine, un précurseur commun aux deux voies, oxydée en

dopaquinone par I'enzyme tyrosinase.
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Le ratio de ces deux pigments conditionne le phototype cutané et donc la vulnérabilité ou la
résistance innée d'un individu aux rayonnements UVs générateurs de dommages a I'ADN (El Ghissassi
et al.,, 2009). L'eumélanine, brune, absorbe totalement la lumiére et protege tres efficacement
I'épiderme, tandis que la phaomélanine, jaune orangée, n'a que peu ou pas de capacités protectrices,
voire peut étre considérée comme mutagéne (Ranadive and Menon, 1986)

Les mélanocytes encapsulent les pigments mélanines qu'ils synthétisent dans des vésicules
spécialisées nommées mélanosomes, qui sont ensuite distribués a travers les dendrites jusqu'aux

kératinocytes.

b. Un partenaire fondamental : le kératinocyte

L'épiderme est constitué a 85% de kératinocytes, issues de la "couche basale" a la jonction
avec le derme. Leur prolifération les pousse progressivement vers I'extérieur, en un long processus
passant par un aplatissement, une hyper-kératinisation, la perte de leur noyau et la mort. Cette
succession d'étapes forme la "couche cornée", la premiére barriere de l'organisme au milieu
extérieur. La balance desquamation / prolifération des kératinocytes assure l'imperméabilité et
I'homéostasie cutanée.

En partenariat avec les mélanocytes, les kératinocytes forment également la premiére barriere
aux UVs : les mélanosomes recus des premiers s'accumulent aux péles apicaux des seconds, créant
un chapeau protégeant le noyau des rayonnements solaires (Byers et al., 2007). Les kératinocytes se
protégent ainsi des dommages a I'ADN et, étant la premiére ligne de défense cutanée, ils font
obstacle a la pénétration profonde des rayonnements : il s'agit du bronzage.

Les kératinocytes participent également a la régulation de la synthése mélanique: en réponse
aux stress UVs, ils sécretent I'hormone aMSH ciblant les récepteurs MC1R des mélanocytes
(Kameyama et al., 1988). Ceci active I'expression du géne MITF induisant la transcription des genes
de la tyrosinase et des autres membres de sa famille (TRP1, TRP2) et la synthése des mélanines
(Bertolotto et al., 1998). L'effet final de cette signalisation permet de faire pencher le ratio des deux
types de mélanines vers I'eumélanine.

De plus, les kératinocytes permettent a la peau et aux mélanocytes de garder structure et
cohésion : via les jonctions de la cadhérine E, les mélanocytes peuvent s'ancrer aux kératinocytes, ce
qui permet, couplé a l'ancrage matriciel, d'assurer I'homéostasie cutanée (Johnson, 1999). Les
kératinocytes sécrétent également de nombreux facteurs solubles affectant la régulation et la
prolifération des mélanocytes, tel le bFGF (Halaban et al., 1988), I'HGF (Hirobe et al., 2004), le SCF
(Hachiya et al., 2004) ou les endothélines 1, 2 et 3 (Imokawa et al., 1997).
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c. Les grains de beauté ou naevi

Comme vu précédemment, 25% des mélanomes émergent d'un naevus, un grain de beauté.
Constitutivement, un naevus est une hyper-prolifération des mélanocytes et forme une lésion au
niveau de |'épiderme et/ou du derme. Suite a ce déréglement, les cellules vont étre régulées par le
phénoméne de sénescence qui arrétera la prolifération, formant les naevi.

Cette sénescence suit I'activation d'un ou plusieurs oncogénes (Kaplon et al., 2014), qui
induisent la prolifération des cellules. Suite a ce stress permanent, les cellules vont étre capables
d'enclencher des voies de signalisation activant des génes suppresseurs de tumeurs qui vont bloquer
son cycle cellulaire : c'est I'OIS (Oncogene-induced senescence), qui vient contrer les effets de
I'activation des oncogénes (Serrano et al., 1997).

Cependant, cette mécanique de défense face au stress oncogénique n'est pas parfaite, les
naevi pouvant ainsi dans certains cas échapper au contréle cellulaire de I'OIS et réenclencher leur

développement tumoral.

3. Les différents types de mélanomes

Figure 4 : Les différents types de mélanomes

Comme tous les cancers, le mélanome présente de nombreuses variations dans son
emplacement, son agressivité, et ses causes d'apparition, ce qui permet de les classer en différents

types (Porras and Cockerell, 1997; Scolyer et al., 2011).

a. Le mélanome a extension superficielle (SSM)

Les SSM apparaissent généralement chez des patients plus jeunes que pour les mélanomes
nodulaires ou lentigo malin, avec un dge médian de 50 ans. Il s'agit du type de mélanome le plus
fréquent dans les populations caucasiennes, avec 70 a 80% d'incidence. Il se développe typiquement
sur de la peau exposée au soleil par intermittence, telle que celle du tronc, du dos ou des extrémités.
Dans la majorité des cas, les SSM se présentent comme une lésion plate et irréguliére, a la croissance
lente et avec une pigmentation variable se propageant d'abord de maniere radiale avant d'envahir

verticalement le derme, présentant alors une zone en relief.

b. Le mélanome nodulaire (NM)
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Figure 4 : Les différents types de mélanomes
Issue de (Lo et al, 2014)

Images cliniques de mélanomes. (A) Mélanome a extension superficielle. (B) Mélanome amélanique.
(C) Mélanome nodulaire. (D) Mélanome acral-lentigineux. (E) Mélanome uvéal.



Les NM apparaissent chez des patients relativement agés (age médian de 70 ans). lIs peuvent
apparaitre n'importe ol et provoquent un nodule a croissance rapide, souvent tres pigmenté, qui
peut présenter des ulcérations et hémorragies. lls peuvent facilement étre confondus avec d'autres
tumeurs cutanées comme des carcinomes, surtout s'ils ne sont pas pigmentés. La vigilance est
pourtant de mise car les NM représentent 10 a 20% des mélanomes dans les populations

caucasiennes et font partie des mélanomes les plus agressifs.

c. Le mélanome lentigo malin (LMM) ou mélanome de
Dubreuilh

Le LMM survient chez les patients agés (age médian de 80 ans) et se situe en général sur des
zones exposées chroniquement au soleil, telles que la téte, le cou et les avant-bras. Il se présente
souvent comme une tache large, a la pigmentation variante et aux bords irréguliers, avec des parties
surélevées lorsque l'invasion du derme commence. Cette forme de mélanome est relativement rare,

avec 5% d'incidence, et ne présente qu'une faible agressivité.

d. Le mélanome acral-lentigineux (ALM)

L'ALM se développe par définition en "zone acrale", plus précisément les paumes, les plantes
de pieds et le dessous des ongles. Similaire au LMM, I'ALM se présente comme une tache a la
croissance lente et a la pigmentation irréguliere, avec toutefois une tendance a l'ulcération
chronique. Il est tres agressif car sa localisation le garde souvent caché jusqu'a un stade tardif. Son
développement n'est pas lié aux UVs et son incidence varie de 5% des mélanomes dans les
population caucasiennes a respectivement 35% et 65% dans les populations asiatiques et africaines,

faisant de lui le mélanome le plus fréquent dans ces populations.

e. Les mélanomes non-cutanés

Ces formes rares représentent 5% des mélanomes, et peuvent se développer au niveau des
mugqueuses internes ou de I'ceil.

Les mélanomes des muqueuses peuvent survenir au niveau buccal, ano-génital, du
nasopharynx ou des sinus. IlIs se présentent comme des taches pigmentées sur les muqueuses et sont
souvent létaux a cause de la difficulté a les atteindre qui retarde considérablement le diagnostic.

Les mélanomes uvéaux (situés a l'uvée de I'ceil, couche supérieure recouvrant la rétine et le
corps vitré, comprenant aussi le choroide, le corps ciliaire et l'iris) se développent a l'intérieur du

globe oculaire et ne sont pas visibles extérieurement. Toutefois, des symptomes visuels dus au
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Figure 5 : Du mélanocyte au mélanome métastatique
Issue de Vultur et Herlyn, 2013



décollement partiel de la rétine, tels qu'une baisse d'acuité visuelle, une tache dans le champ visuel,
ou des flashs qui se répétent au méme endroit et sur le méme ceil, peuvent indiquer la présence
d'une tumeur. Si la tumeur est détectée suffisamment tot, des traitements existent, permettant de
conserver I'ceil intact; mais si elle est a un stade trop avancé, seul I'énucléation est envisageable.

Ces deux types de mélanomes ne sont pas liés aux rayonnements UVs, bien qu'en ce qui

concerne le mélanome uvéal le phototype est a prendre en considération.

B. Latransformation : la Mélanomagenése

Un mélanome émerge toujours d'un mélanocyte : soit a 75% de novo a partir d'une cellule
saine, soit a 25% a partir d'un naevus sénescent. Cette transformation d'une cellule somatique en
cellule cancéreuse se fait par étapes au cours d'un processus bien défini, la dissémination se faisant
tardivement a partir de la tumeur primaire. Ces différentes étapes sont décrites par le modele de
Clark (Clark et al., 1984) et suivent une caractérisation histopathologique (Bennett, 2003; Larue and

Beermann, 2007).

Figure 5 : Du mélanocyte au mélanome métastatique

1. L'initiation

Figure 6 : Les altérations génétiques du mélanome

Issue de (Hodis et al., 2012)

Fréquence % Type d'altération
BRAF 63 Mutation
NRAS 26 Mutation
TP53 19 Mutation
B T
P16INK4a 19 Mutation
P14ARF 12 Mutation
PPP6C 9 Mutation
RAC1 5 Mutation
MAP2K1 5 Mutation
SNX31 7 Mutation
TACC1 7 Mutation
STK19 4 Mutation
ARID2 9 Mutation

20



CTNNB1 7 Mutation
PIK3CA 5 Mutation
EZH2 3 Mutation
IDH1 2 Mutation
FBXW7 3 Mutation
Kir Z AmlvI pL:itf?z:?c?on
HRAS 1 Mutation
GNA11 1 Mutation
Wwr1 3 Mutation
CDKN2A 38 Délétion
TERT 13 Amplification
CCND1 11 Amplification
MITF 4 Amplification
CDK4 3 Amplification

Une tumeur n'émerge pas d'une cellule saine sans raison : différents évenements préliminaires
sont nécessaires pour que le cancer survienne. Pour cela, les mécanismes de défense de I'organisme

doivent étre court-circuités pour permettre a la tumeur de se développer.

Un terrain génétique favorable peut faciliter la transformation. Par exemple, une mutation sur
le gene CDKN2A prédispose a I'émergence d'un mélanome (Hussussian et al., 1994; Kamb et al.,
1994) : ce seul gene codant pour deux importants suppresseurs de tumeur (par épissage alternatif),
p16™* (inhibitor of kinase a) impliqué dans le contréle du cycle cellulaire par inhibition de CDK4 et
CDK6, et p14™ (alternative reading frame) contréle la mort cellulaire par stabilisation du
suppresseur de tumeur p53. Ainsi, la seule mutation de CDKN2A en fait un gene de prédisposition

dans 20 a 40% des cas de mélanomes familiaux (Goldstein et al., 2006).

Indépendamment de son héritage génétique, le mélanocyte doit accumuler suffisamment de
mutations et/ou de modifications épigénétiques pour devenir hors de contrdle : nous avons vu
précédemment que la seule activation d'un ou deux oncogenes n'était pas suffisante, aboutissant
seulement a un naevus par OIS. Ainsi, différentes voies de signalisation régulant le cycle cellulaire, la
survie ou |'apoptose sont supposément les acteurs principaux dans la dérégulation aboutissant aux

mélanomes. Les principales voies impliquées sont les deux voies majeures en aval de I'oncogene RAS,
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la voie des MAP kinases (RAF-MEK-ERK) et la voie PI3K-AKT, ainsi que la voie des suppresseurs de
tumeur CDKN2A et p53.

La voie des MAP kinases est impliquée principalement dans la survie, la prolifération et la
différenciation des mélanocytes. Régulée par les récepteurs tyrosines kinases et les récepteurs
couplés aux protéines G (Wellbrock et al., 2004), elle est activée par des facteurs de croissance, des
cytokines et des hormones. Elle entraine I'activation de RAS, une petite protéine G ancrée a la
surface interne de la membrane plasmique. RAS recrute alors les protéines de la famille RAF, qui
activent a leur tour MEK 1 et 2 qui relaient aux kinases ERK 1 et 2, transloquant au noyau afin d'y
réguler les genes de survie, de prolifération et de différenciation. Si dans le cas de mélanocytes sains
I'activation de cette voie reste faible et transitoire, dans le mélanome, elle se retrouve souvent
constitutivement activée, avec plus de 90% des mélanomes humains présentant une hyper-activation
de la kinase ERK (Cohen et al., 2002). Parmi les mutations les plus fréquentes aboutissant a cette
activation constitutive de la voie des MAP kinases nous pouvons citer la mutation somatique de
I'oncogene RAS (Albino et al., 1984; Padua et al., 1985), la mutation de NRAS étant retrouvée dans 15
a 30% des mélanomes (les mutations KRAS et HRAS étant plus marginales), ainsi que la mutation de
RAF, plus particulierement BRAF. La mutation somatique de BRAF est la plus représentée car portant

V60OE (substitution de la valine 600

sur 50% des mélanomes, avec majoritairement la mutation BRAF
par un acide glutamique) qui concerne 90% des mutations BRAF (qui peut aussi varier avec les
substitutions V600K, D ou R) (Davies et al., 2002), résultant en I'activation constitutive de RAF et par
conséquent de la voie entiere (Gray-Schopfer et al., 2005). Pour ce qui est de NRAS, la majorité des
mutations concernent des mutations faux-sens avec substitution des acides aminés en position 12,
13 ou 61 (Ball et al., 1994; Curtin et al., 2005; van 't Veer et al.,, 1989). D'autres mutations plus
minoritaires affectant la voie des MAP kinases peuvent survenir, telle I'activation du gene KIT sur-
activant ERK dans 3% des mélanomes (Willmore-Payne et al., 2005), mais caractéristique des
mélanomes acraux et muqueux (respectivement 36 et 39%) (Curtin et al., 2006), ou encore la

mutation de RAC1 (RAC17*®) capable d'activer la voie des MAP kinases suite a des dommages induits

par les UVB (Hodis et al., 2012; Krauthammer et al., 2012).

Figure 7 : Activation des ERK en présence de BRAF'**, NRAS™" et RAC1"**®

La voie de signalisation PI3K-AKT affecte la prolifération, la survie, la migration, l'invasion et le
métabolisme énergétique; tous ces rbles étant exacerbés dans le mélanome (Hanahan and
Weinberg, 2011). Cette voie est activée par stimulation des récepteurs tyrosine-kinases ou par
contact avec la matrice extracellulaire via les intégrines, conduisant au recrutement de PI3K. Une fois

activée, PI3K peut phosphoryler les lipides membranaires PIP, en PIP;, ces derniers servant
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d'ancrage a AKT et PDK1. AKT, une protéine sérine/thréonine kinase aux nombreux substrats, peut
ainsi étre activée apres son recrutement par les PIP; a la membrane par les kinases de types PDK1 et
PDK2. AKT peut étre régulée par le suppresseur de tumeur PTEN, qui déphosphoryle les PIP; en PIP,,
interférant ainsi avec son recrutement et son activation (Datta et al., 1999). Cette voie est retrouvée
hyper-activée dans 41% des mélanomes suite a l'altération génétique ou épigénétique de ses
effecteurs (Shull et al., 2012) : PI3K est mutée dans 3% des mélanomes métastatiques (Omholt et al.,
2006), PTEN perd sa fonction dans 5 a 20% des mélanomes (Shull et al., 2012; Wu et al., 2003) et AKT

est surexprimée dans plus de 60% des mélanomes (Stahl et al., 2004).

Figure 8 : La voie PI3K-AKT

Outre l'induction de voies pro-survie, un mélanome peut également se développer suite a la
perte de fonction d'un géne suppresseur de tumeur. Comme dit plus haut, une mutation du gene

INK4a

CDKN2A peut déréguler les inhibiteurs de prolifération pl6 (impliqué dans le processus de

ARF

sénescence) et pl4™ (lié a la mort cellulaire dépendante de p53). La mutation somatique de

INK4a ARF)

CDKN2A concerne 29% des mélanomes (p16 est muté dans 19% des cas et 12% pour pl4d
(Hodis et al., 2012). Cette perte de fonction de p16™***/p14**" est une signature du mélanome
(comme la voie des MAP kinases) et est présente dans 50% des tumeurs primaires et la quasi-totalité
des lignées cellulaires issues de mélanomes (Flores et al., 1996; Walker et al., 1998). De méme, en

INK4a

aval de p16 se trouve la protéine CDK4, qui en cas de mutation oncogénique devient insensible a

la régulation par p16™**

. Bien que ne concernant que 3% des mélanomes, cette mutation provoque
les mémes symptdmes que les mutants pour CDKN2A (Goldstein et al., 2000).

Un autre acteur majeur dans la surveillance anti-cancer est le géne suppresseur de tumeur
TP53, codant pour le facteur de transcription p53, le "gardien du génome". En aval de la voie de
CDKNZ2A, son expression en situation normale est réduite, p53 étant dégradé suite a sa fixation a
MDM?2, une E3 ubiquitine ligase menant a sa destruction par le protéasome. En cas de stress
cellulaire suffisamment fort ou prolongé (dommage a I'ADN, défaut de cycle, dérégulation
métabolique etc...), le contréle exercé par MDM2 est levé, permettant I'accumulation de p53 et
|'activation de ses génes cibles. S'enclenche ainsi en premier lieu un arrét de cycle pour tenter une
réparation cellulaire, qui en cas d'échec méne a la sénescence ou |'apoptose (Yu and Zhang, 2005).
De facon générale, TP53 est muté dans plus de la moitié des cancers humains (Feki and Irminger-
Finger, 2004) avec une prévalence de 10 a 20% dans le mélanome pour une mutation "perte de
fonction", seule ou couplée a d'autres mutations (Albino et al., 1994; Zerp et al., 1999). La mutation

de TP53 est un évenement récurrent probablement du aux altérations induites par les U.V. (Viros et

al., 2014). Cependant, méme en absence de mutation directe de TP53, la protéine p53 est souvent
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perturbée comme par l'activation de la voie SPARC-AKT qui la déstabilise (Fenouille et al., 2011) ou
par la surexpression de ses inhibiteurs en amont comme MDM2 ou MDM4 (Gembarska et al., 2012;

Polsky et al., 2001), cette voie jouant un réle majeur dans le contréle de p53 dans le mélanome.

Figure 9 : La voie de p53

Ces dérégulations, seules, ont peu de chance de provoquer I'émergence d'un mélanome. Mais
en cas de leur accumulation dans une méme cellule, I'équilibre avec les mécanismes de défense peut

étre rompu : la transformation tumorale commence.

2. LaPhase Radiale de Croissance (RGP)

Suite a l'initiation, les mélanocytes en transformation proliféerent primairement sur leur site de
résidence, la peau pour le mélanome cutané. Cette premiere phase dite "radiale" voit la tumeur
mélanocytaire s'étendre dans I'épiderme sans franchir la lame basale, tel un naevus composé de
cellules immortelles. Localement, il peut y avoir invasion du derme par des cellules individuelles,
mais il n'y a pas d'invasion massive en RGP (Herlyn et al.,, 1985). Durant cette phase, les proto-
mélanomes sont toujours dépendants du soutien physiologique et mécanique des kératinocytes.

En RGP, le mélanome est dit in situ et est associé a un bon pronostic clinique : n'ayant pas
encore métastasé a travers |'organisme, une simple exérése chirurgicale large suffit a le retirer
complétement. La durée de cette phase est variable, allant de plusieurs décennies pour le mélanome
de Dubreuilh (jusqu'a 50 ans) a une durée virtuellement inexistante pour le mélanome nodulaire, qui

se développe verticalement dés son apparition.

3. LaPhase Verticale de Croissance (VGP)

Succédant a la phase radiale, la phase verticale ou VGP, est le stade critique jouant fortement
sur les probabilités de survie des patients : les cellules de mélanomes développent leur autonomie
vis-a-vis du microenvironnement généré par les kératinocytes (Haass et al., 2005) et acquierent les
propriétés invasives qui vont leur permettre de digérer la lame basale de I'épiderme et pénétrer le
derme. Elles miment ainsi les mécanismes embryonnaires de la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT), et peuvent ainsi proliférer a travers le derme de plus en plus
profondément : plus la pénétration est profonde et plus le risque de métastases augmente, réduisant
I'efficacité de I'exérese chirurgicale. Le mécanisme d'EMT sera détaillé plus avant dans sa partie

dédiée.
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4. La Phase métastatique

La formation de métastases est un processus complexe résultant en la dissémination de
cellules tumorales du site primaire de la Iésion aux différents organes, aboutissant a une forte létalité
des patients (Nguyen et al.,, 2009). Les cellules qui métastasent acquierent des caractéristiques
uniques qui leur permettent de proliférer et de migrer, envahissant les tissus normaux avoisinant,
intravasant a travers les membranes basales des vaisseaux sanguins et lymphatiques, survivent dans
le flot sanguin ou le systeme lymphatique, s'arrétent dans des sites distants, extravasent dans les
tissus a distance et proliferent, induisant une néo-angiogenése (Nguyen et al., 2009). En outre des
capacités acquises par les cellules cancéreuses, le microenvironnement des sites de formation des
métastases fournissent des signaux pro-tumorigéniques, de maniére innée ou en réponse a la
métastase. Ces signaux favorisent la survie, la migration et la croissance des cellules tumorales dans

ces sites secondaires (Klein-Goldberg et al., 2014; Maman et al., 2013).

Dans le cas du mélanome cutané, le site primaire est bien évidemment la peau. Les cellules
s'en échappent via une transformation de type épithélio-mésenchymateuse (EMT) : bien que les
mélanocytes ne sont pas des cellules épithéliale, les cellules tumorales activent de nombreux
programmes liés a I'EMT. Cet événement "EMT-like" du mélanome sera traité plus en profondeur
dans la seconde partie de cette introduction. Les métastases s'établissent généralement en un
"premier arrét" dans les ganglions drainant le site de la tumeur primaire (ce qui laisse un dernier
espoir chirurgical, par le retrait desdits ganglions), avant de métastaser une seconde fois a distance
aux autres organes, suite cette fois a une transition de type mésenchymo-épithéliale (MET), avec une

affinité particuliere pour le foie, les poumons, le cerveau et les os (Leiter et al., 2004).

Une fois la phase métastatique atteinte, le mélanome n'est plus opérable et seules les
thérapies anticancéreuses sont adaptées. Malheureusement, le mélanome est largement insensible
aux thérapies classiques (chimiothérapie et radiothérapie), et, s'il est sensible aux thérapies ciblées,
entrainant parfois des réponses conséquentes, des résistances aux traitements se mettent
rapidement en place et les patients subissent des rechutes fulgurantes. Les différents traitements et
les réponses du mélanome a ces traitements seront détaillés plus avant dans la partie qui leur est

dédiée.

Figure 10 : La dissémination métastatique
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Les cellules de mélanomes proliferent in situ dans la tumeur primaire, avant d’acquérir la capacité a envahir
le derme et intravaser dans les vaisseaux sanguins et/ou lymphatiques. Une fois dans le systeme
lymphatique, les cellules peuvent coloniser les ganglions drainant le site primaire, puis remonter la chaine
ganglionnaire ou rejoindre la circulation sanguine. De I3, les cellules qui survivent sont capables d’extravaser
et de proliférer, générant des métastases dans des organes a distance.



C. Le microenvironnement tumoral

La recherche sur le cancer se focalise sur les cellules tumorales elles-mémes, mais en réalité
ces cellules ont besoin pour survivre, proliférer et métastaser d'un site primaire spécifique et d'un
site d'arrivée permissif : des niches spécifiques, constituées d'un ensemble de cellules, de facteurs
sécrétés (hormones, facteurs de croissance, chimiokines, etc.) et d'une matrice extracellulaire (MEC),
qui travailleront en partenariat avec la tumeur. Ce microenvironnement, ou stroma, influence et est
influencé par les cellules cancéreuses (Joyce and Pollard, 2009) et est indissociable du
développement tumoral. Son passage d'une homéostasie normale, hostile au cancer, a un stroma
tumoral permissif est une étape clef du développement de la maladie. Pour revue (Attieh and

Vignjevic, 2016).

1. De nombreux acteurs

Le microenvironnement joue de nombreux roles dans la tumorigenése et la progression
tumorale. Il est composé de différents constituants :

- Les cellules avoisinantes forment la composante cellulaire, c'est a dire les cellules résidentes
du tissu et de leur environnement direct : les fibroblastes, les cellules endothéliales et vasculaires, les
cellules immunitaires ...

- La matrice extracellulaire dans laquelle baigne la composante cellulaire, élément
fondamental du stroma, qui permet aux dites cellules de s'ancrer durablement a ses différents
composants ou au contraire de migrer et de se déplacer a travers elle. La MEC elle-méme constitue
un gel hydraté composé de macromolécules (acide hyaluronique, protéoglycannes), de protéines
fibrillaires (collagenes) et structurales (laminines, fibronectines, etc.), chacun de ces composants
étant capable d'interagir avec les cellules et de moduler leur fonction.

- Les facteurs solubles, sécrétés in situ ou a distance par de nombreuses cellules et pouvant
moduler et remodeler le stroma. Ces molécules peuvent activer de nombreuses voies de
signalisation, affectant le cycle cellulaire, la morphologie et la polarité cellulaire, I'ancrage a la MEC
etc. Elles servent également a attirer par chimiotaxie la migration cellulaire, tel le recrutement du

systeme immunitaire ou la néoangiogenese.

Physiologiquement, le microenvironnement joue un réle suppresseur de tumeur, mais il peut

étre remodelé pour étre permissif a l'invasion et a I'établissement des cellules cancéreuses.

Figure 11 : Le stroma
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2. Les Fibroblastes, coordinateurs du microenvironnement

Les fibroblastes sont des cellules allongées, résidentes du stroma de nombreux tissus, et les
principaux producteurs de la MEC. |lls sont proches dans leurs caractéristiques des cellules
mésenchymateuses et, dans le contexte d'une blessure, leur réle dans la contraction des tissus les
rapproche des muscles lisses (Gabbiani et al., 1971; Hirschel et al.,, 1971; Majno et al., 1971).
Cependant, il n'a toujours pas été découvert de marqueurs spécifiques des fibroblastes capables de
définir leur population. Ils ne sont définis que par leur forme, I'absence de marqueurs d'autres types
cellulaires et I'expression d'une combinaison de marqueurs appartenant aux cellules
mésenchymateuses et aux muscles lisses (aSMA, PDGFR, vimentine et desmine).

Physiologiquement, dans les tissus adultes normaux, les fibroblastes sont quiescents dans le
stroma; leur période d'activité maximale ayant lieu au cours de la croissance embryonnaire, lorsque
toutes les matrices de I'organisme sont produites (Powell et al., 2005). Ainsi, dans des tissus adultes,
les fibroblastes sont activés dans des situations trés spécifiques, telles l'inflammation tissulaire, la
fibrose, et au cours de la guérison d'une blessure. Dans ces cas, les fibroblastes s'activent, étant alors
qualifiés de myofibroblastes d'apres I'augmentation de leurs capacités contractiles, permettant un
remodelage de la matrice nécessaire a la réparation des tissus. Une fois la blessure réparée, ils

reviennent a leur état inactif ou opérent une apoptose.

Une autre possibilité d'activation des fibroblastes est leur association a des cellules tumorales.

3. Les Fibroblastes associés aux Cancers (CAFS)

Situés au niveau d'une tumeur, les fibroblastes activés sont qualifiés de Fibroblastes Associés
aux Cancers ou CAFs (Cancer-Associated Fibroblasts) (Kalluri and Zeisberg, 2006). Originellement
considérés comme une simple conséquence du développement cancéreux, il a depuis été montré
gu'ils contribuaient activement a la croissance tumorale et aux processus d'invasion et de métastase
(Bissell and Hines, 2011). La difficulté a identifier la population fibroblastique fait que I'origine précise
des CAFs n'est pas connue, ceux-ci pouvant simplement émerger des fibroblastes résidents
(Albrengues et al., 2015; Avgustinova et al., 2016; Calvo et al., 2013; Kojima et al., 2010), étre issus
des cellules souches mésenchymateuses recrutées depuis la moelle osseuse (Karnoub et al., 2007; Lu
et al.,, 2013; Shinagawa et al.,, 2013; Talele et al., 2015), provenir de cellules completements

différentes transformées par la tumeur (Ross et al., 1974), voire directement de cellules cancéreuses
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ayant subi une EMT (Radisky et al., 2007; Rowe et al., 2009; Schulte et al., 2012). La diversité des

CAFs et de leurs fonctions s'explique peut-étre par ces origines multiples.

Dans le cas particulier du mélanome, on parle de fibroblastes associés au mélanome (ou MAFs)
pour les fibroblastes activés présents au niveau de la tumeur primaire, ceux-ci étant impliqués dans
I'initiation et la progression de la pathologie (Balsamo et al., 2009; Lee and Herlyn, 2007; Wandel et
al., 2002). Il a méme été montré in vitro dans ce cas précis que des fibroblastes normaux exposés a
des facteurs solubles de cellules de mélanomes enclenchaient une réponse pro-inflammatoire et
invasive, capable de promouvoir a leur tour la croissance et la migration des mélanomes via des
chimiokines et des facteurs de croissance (Gallagher et al., 2005; Wandel et al., 2002).

Recemment, les agents responsables de |'activation des MAFs par les mélanomes ont pu étre
plus clairement identifiés : les mélanosomes et les exosomes transmettent divers facteur des cellules
cancéreuses aux fibroblastes du stroma, provoquant leur transformation. Parmi ces facteurs, le
microARN miR-211 semble étre particulierement important, son import aux fibroblastes par les
mélanosomes provoquant la répression du suppresseur de tumeur IGF2R et activant la voie des

MAPK (Dror et al., 2016; Garcia-Silva and Peinado, 2016).

Figure 12 : Fibroblaste normal versus Fibroblaste activé

D. Le traitement du mélanome

De par sa grande hétérogénéité au niveau de sa forme, son agressivité et sa vitesse de
développement, il n'existe pas aujourd'hui de traitement ou de prise en charge unique contre le
mélanome. Cette partie sera dédiée aux différents moyens de prévention, de détection et de

traitement du mélanome cutané.

1. Laprévention

Outre les prédispositions génétiques, le principal facteur de risque responsable du
développement d'un mélanome est I'exposition aux UVs solaires. La responsabilisation, la prise de
conscience des comportements a risques et les bons réflexes face a I'exposition au soleil sont donc
primordiaux dans la lutte anti-mélanome pour prévenir son apparition.

Un comportement prudent est recommandé en période estivale ou dans des zones
géographiques fortement ensoleillées (Afrique, Australie, en mer et montagne...). Il est également

conseillé de ne pas s'exposer entre 12 et 16h en période estivale, ni aux heures les plus chaudes le

28



a Resting or quisscent
fibroblast

ECM rr:nlem.le::
- I’aprrfwn nn
= Perlecan g

:hldnqﬂ‘l £

Contractility
Proliferation
Secretory phenotype
Migratian

Synthetic phenotype
(ECM production)

= Siress
= GiFs {e.g. TGFf)
= Chemokines

= Hypoxia, RO5
= Cytokines

Activation
by stimuli

Rewversible

= Reprogramming
= Apoptosis

o
o
EcM °%

b Wound healing-assoclated
activated fibroblast (NAF)

Cytoskeletal
remodelling

Epigenetic

o
a ° °
= :.g'%-nmps
T

ECM remodelling

L]
s Secretory phenotype:
= Collagens *VEGFA = CXCLID

= Differential g o" TGHE o B )

cfnsstirid:g = HGF = |L-6
of ECM “FGF sS5DF1 O

= Fibronectin = EGF =" INF

production =PDCF = IFNy

+4++
++
+*

+4++

c CAFs and FAFs

= MMP1 = MMP3 = MMP13 = TIMPs
* MMF2Z = MMFD = MMFP19 = LOX

Irreversible

metabolites activation
Enhanced secrem?? phenotype:
= TenascinC © *VEGFA =|FNy =IL-17A
= Perlostin = HGF «50F1 =PGE:
= SPARC «POGF =Il-& +«CIGF ©
=l n = TNF =|L-8 =CXCL?
= N [ MF-xB
+

L

LR

4

4

Figure 12 : Fibroblaste normal versus Fibroblaste activé
Issue de (Kalluri 2016)



reste de l'année; d'appliquer régulierement de la creme solaire indice 30 ou supérieur lors des
expositions (toutes les deux heures ou aprés chaque baignade), de porter des vétements couvrants
et des accessoires de protection (lunettes de soleil, chapeau...) pour les peaux les plus claires et les

enfants (age crucial conditionnant la peau pour la vie entiére).

2. Le diagnostic : importance de la surveillance

La détection du mélanome est peut-étre le facteur le plus déterminant du taux de survie des
patients : le programme américain SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results Program)
établissait des taux de survie a 5 ans selon |'épaisseur de la tumeur, avec 98% pour les tumeurs
restreintes au stade localisé, 61,9% pour celles présentant une extension régionale, et chutant a
15,3% une fois le stade métastatique atteint (avec une moyenne de survie de 6 a 9 mois) (Horner et
al., SEER Cancer Statistics Review, 1975-2006).

Il est donc primordial de diagnostiquer trés tot le développement d'un mélanome, et cela
repose sur l'auto-surveillance et la consultation réguliere d'un professionnel de la santé spécialisé en
dermatologie. Contrairement a la majorité des cancers, sa détection a I'eeil nu est relativement aisée,
et chacun devrait surveiller sa peau régulierement pour en identifier la possible apparition (tous les 3
mois pour les individus a risque de phototype | et Il). De méme, la consultation réguliere d'un
dermatologue est conseillée (une fois par an minimum pour les individus a risque), en rapportant
toute évolution inquiétante.

La vigilance est de mise car un mélanome cutané peut se développer n'importe ou sur la peau,
méme en des endroits difficiles d'acces, tels le cuir chevelu, les organes génitaux, les espaces

interdigitaux, etc.

Figure 13 : La régle ABCDE

Pour distinguer un simple grain de beauté bénin d'un mélanome émergeant, différents critéres
morphologiques sont a considérer. Il s'agit de la Régle ABCDE, listant les criteres comme suit :

- Asymétrie : forme différente d'un rond ou ovale, non symétrique dans sa forme ou
couleur par rapport a son centre.

- Bords irréguliers : limite entre le naevus et I'épiderme mal définie, déchiquetée.

- Couleur non homogene : plusieurs couleurs mélangées au sein du méme naevus (noir,
bleu, marron, rouge ou blanc).

- Diameétre : augmentation de la taille du naevus, dépassant les 6 mm.

- Evolution : tout changement rapide d'un des facteurs précédents.
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A - Asymeétrie
Les mélanomes sont souvent irréguliers, avec une forme non symétrique.
Les grains de beauté bénins sont généralement symétrique.

B — Bords irréguliers
Typiqguement, les grains de beauté non-cancéreux ont des bords lisses et
réguliers. Les mélanomes ont généralement des bords irréguliers et aux
frontieres peu définies.

C - Couleur

La présence de plus d’'une couleur (bleue, noire, marron, blanche...) ou la
distribution irréguliere de couleurs peut étre un signe de présence d’un
mélanome. Les grains de beauté sont généralement d’une seule teinte.

D - Diametre
Les mélanomes ont souvent un diamétre supérieur a 6 mm.

E - Evolution

L’évolution d’un grain de beauté est devenu le facteur le plus important
pour le diagnostic d’'un mélanome. Connaitre ce qui est normal pour soi-
méme est déterminant, tout changement par rapport a la norme
personnelle doit étre montré a un dermatologue.

Figure 13 : La regle ABCDE



Toute présence de I'un de ces critéres n'est pas signe de I'émergence d'un mélanome, mais

elle réclame un examen dermatologique urgent.

Si le dermatologue identifie un naevus ou une tache pigmentée inquiétante, il procédera
systématiquement a un prélévement (biopsie) afin de faire réaliser des analyses anatomo- et histo-
pathologiques. Ces analyses permettront la caractérisation complete du prélevement, avec
infirmation ou confirmation de sa nature maligne et, le cas échéant, le stade de son développement
tumoral : I'ensemble des parameéetres TNM (Thickness, lymph Node and Metastasis) définissent
I'indice de BresLow servant de principal facteur de pronostic. Le paramétre T définit I'épaisseur de la
tumeur (la profondeur de la cellule maligne la plus avancée) et l'ulcération; le parameétre N
s'intéresse aux métastases des ganglions lymphatiques (nombre de ganglions affectés et type de

métastases); et enfin le parametre M recense les métastases a distance.

Figure 14 : La classification TNM

Selon les résultats de I'étude du prélevement, différentes thérapies seront disponibles,

dépendant de I'avancement et du statut mutationnel de la pathologie.

3. L'exérese chirurgicale : le meilleur traitement mais aussi le plus
limité

Lorsque la tumeur est détectée suffisamment précocement (avant d'avoir métastasé en
dehors du site primaire), le premier traitement effectué est le retrait par exérése chirurgicale de la
zone affectée (souvent sous simple anesthésie locale). En fonction de la profondeur de la tumeur
(critére T de BresLow >3mm), jusqu'a 3 cm de marges seront pris par I'exérése depuis le centre de la
Iésion, afin de maximiser les chances d'éradiquer la totalité des cellules malignes. Ce cas est le seul
ou la guérison totale est possible et fréquente, avec toutefois une surveillance accentuée du patient
pour le reste de sa vie.

Malheureusement, une fois le stade métastatique atteint, I'efficacité du traitement chirurgical
devient nulle : méme si le retrait du site primaire reste systématique afin de ralentir le
développement du mélanome, ce n'est plus suffisant pour assurer la guérison. Assez fréquemment,
en cas de tumeurs profondes non disséminées, les chirurgiens tentent de retirer quelques ganglions
lymphatiques sentinelles drainant le site primaire, a la recherche de micro-métastases précoces. S'il y
en a de détectées, la chaine entiere de ganglions drainant le site primaire est retirée (pour revue

(Garbe et al., 2010; Testori et al., 2009)).
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Lorsque des métastases a distance sont détectées, leur exérése est réalisée quand elles sont
accessibles et que leur retrait ne comporte pas de risque pour le patient. Cependant, une fois que
leur dissémination est trop étendue ou complexe, la chirurgie n'est plus considérée comme une

option et d'autres thérapies sont considérées.

4. Les thérapies contre les mélanomes métastatiques

a. Lesthérapies classiques

Les thérapies généralistes contre le cancer, les chimiothérapies et la radiothérapie, sont
applicables aux mélanomes. Cependant, leur impact est faible, le mélanome devenant rapidement
résistant a leur action.

La chimiothérapie de référence contre le mélanome est |'agent alkylant Dacarbazine/Déticéne,
sur le marché depuis 1975, mais dont le taux de réponse associé ne dépasse pas 10%, sans
amélioration de la survie. Son mode d'action passe par un effet cytostatique non sélectif, arrétant la
croissance cellulaire et inhibant la synthése d'ADN. L'utilisation de cette chimiothérapie est
actuellement mise a l'arrét au profit d'autres thérapies plus efficaces et avec moins d'effets
secondaires.

La radiothérapie n'est que peu utilisée dans le cas du mélanome. Elle est prescrite pour cibler
la tumeur primaire et les ganglions lymphatiques envahis lorsque la localisation de ceux-ci les rend
inopérables par exérése. Elle est aussi utilisée en palliatif pour atténuer la douleur généré par les
métastases osseuses et cérébrales.

Ces thérapies n'offrent ainsi pas de réel espoir de guérison, ce qui explique que le mélanome a
longtemps eu la réputation d'un cancer incurable. Mais ces derniéres années, de nouvelles thérapies
plus efficaces ont été développées, qui, si elles n'assurent pas la guérison systématique, permettent

d'augmenter I'espérance de vie des patients.

b. L'immunothérapie

Figure 15 : Mécanisme d'action des immunothérapies anti CTLA4 et PD1/PDL-1

Le concept derriere l'immunothérapie est de laisser l'organisme se débarrasser de la
pathologie qui l'affecte, le traitement n'étant la que pour apporter un "coup de pouce", afin de
mobiliser et diriger les défenses dans la bonne direction. Dans les cas des cancers et du mélanome, il

s'agit d'induire la réponse immunitaire contre les cellules tumorales : celles-ci, bien que reconnues
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comme non-soi par I'organisme, ne sont pas reconnues assez vite et ne déclenchent pas de réponse
assez forte. Cette capacité a échapper au systeme immunitaire s'explique notamment par la capacité
des cellules cancéreuses a inhiber I'activation des lymphocytes T via I'expression a leur surface de
certains ligands spécifiques. La stratégie immunothérapeutique pour combattre le mélanome est
d'interférer avec cette interaction inhibitrice entre la cellule tumorale et le lymphocyte T. Trois

médicaments prometteurs sont en développement, les anti-CTLA-4 et les anti-PD1/anti-PD-L1.

L'approche par CTLA-4 cible le récepteur situé a la membrane des lymphocytes T et reconnait
le ligand B7 des cellules présentatrices d'antigenes. En compétition avec un autre récepteur des
lymphocytes T, le CD28, la liaison avec B7 définit I'activation de la cellule : la liaison CD28 - B7 active
le lymphocyte T tandis que la liaison CTLA-4 - B7 l'inhibe. Ainsi, en mimant cette derniére activation,
les cellules tumorales désactivent les lymphocytes T. La thérapie consiste a injecter au patient des
anticorps monoclonaux anti-CTLA-4 qui viennent empécher l'inhibition et potentialisent I'activation
de la réponse immunitaire (Eggermont et al., 2016; Robert and Ghiringhelli, 2009). Deux anticorps
monoclonaux anti-CTLA-4 existent sur le marché : I'lpilimumab et le Tremelimumab. Mais si ces
thérapies sont efficaces jusqu'a un certain point, au bout du compte, peu de patients sont
répondeurs, le traitement est long a faire effet (>3 mois), et de nombreux effets secondaires peuvent

survenir (prurits, éruptions, diarrhées, colites,...).

Comme CTLA-4, la protéine PD-1 est un récepteur situé a la membrane des lymphocytes T. Il
est stimulé par sa liaison avec son ligand PD-L1 (B7-H1), exprimé notamment par les mélanomes (Zou
and Chen, 2008). Son activation inhibe ['activité anti-tumorale des lymphocytes T (pour revues
(Homet Moreno and Ribas, 2015; Zavala and Kalergis, 2015). Ainsi, en bloquant la protéine PD-1 par
des anticorps monoclonaux, l'interaction avec PD-L1 est empéchée, menant a la réactivation de

lymphocytes T anti-tumoraux. Deux traitements existent, le Nivolumab et le Pembrolizumab.

Pour ce qui est de combattre le mélanome, il semble que la meilleure réponse des
immunothérapies ait lieu lors de I'association simultanée ou séquentielle des anti-CTLA-4 et des anti-
PD1/anti-PD-L1, telle I'association Nivolumab / Ipilimumab (Wolchok et al., 2013) ou I'utilisation de
Nivolumab ou Pembrolizumab en cas de mélanomes métastatiques réfractaires a I'lpilimumab

(Robert et al., 2014).

c. Lesthérapies ciblées
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Les thérapies ciblées s'attaquent spécifiquement a l'inhibition de voies de signalisation
déterminées, a la différence des thérapies classiques, au spectre plus large. Cette précision d'action
réduit énormément les effets secondaires du traitement par rapport aux thérapies classiques. Les
plus prometteuses de ces nouvelles thérapies ciblées sont celles affectant la signalisation de la voie
des MAP kinases (RAF-MEK-ERK), les mélanomes exprimant les formes mutées de BRAF
(V600E/K/D/L) étant les plus répandus.

Plusieurs inhibiteurs de la mutation BRAF®®

existent sur le marché, affectant uniquement les
cellules portant la mutation, tels les mélanomes, sans effet sur les cellules saines. Parmi eux, le
Vémurafénib (Zelboraf, PLX) et le dabrafénib (Tafinlar, GSK2118436), inhibent les formes mutées de
BRAF par compétition avec le site de liaison a I'ATP de son domaine kinase.

Si I'efficacité de ces traitements pour le mélanome métastatique est avérée, avec un taux de
réponse de 50 a 60% chez les patients mutés BRAF, tous ne sont malheureusement pas répondeurs
et des mécanismes de résistance apparaissent chez 50% des répondeurs.

De plus, méme si les anti-BRAF'®®

n'ont pas d'effet inhibiteur sur les cellules saines ou les
cellules tumorales non porteuses de la mutation, des effets "secondaires" peuvent apparaitre avec,
paradoxalement, une activation de la voie des MAP kinases provoquant prolifération et migration
cellulaire dans les tumeurs porteuses de mutations différentes. D'autres effets secondaires peuvent
étre observés, tels des arthralgies, une asthénie, une alopécie, des nausées et des désordres cutanés
pouvant aller jusqu'a I'émergence de carcinomes. Cependant, ces effets secondaires sont bien moins

fréquents que ceux observés lors des thérapies classiques, le plus grand danger venant de

I'acquisition de résistances aux traitements.

Figure 16 : Traitement d'un mélanome aux inhibiteurs de BRAF et rechute

Toujours dans le cas d'un statut mutationnel BRAF'*®, les inhibiteurs de MEK peuvent étre

V600

utilisés : lorsque les cellules tumorales deviennent résistantes aux inhibiteurs de BRAF™, c'est dans

70% des cas suite a une réactivation des kinases ERKs (Shi et al., 2014). Ainsi, I'association des

inhibiteurs de MEK, tel le Cobimetinib et le Trametinib, aux traitements anti-BRAF'®®

permet
d'augmenter significativement la moyenne de survie (de 6-8 mois a 9-10 mois)(Larkin et al., 2014;
Long et al.,, 2014), d'augmenter le taux de survie relative a 6-9 mois de 10% et de diminuer
I'émergence secondaire de carcinomes. Cependant, méme si cette approche combinatoire améliore
globalement la survie des patients, le phénoméne de résistance et de rechute survient encore trop

souvent.
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Figure 16 : Traitement d’'un mélanome aux inhibiteurs de BRAF et rechute

Issue de Wagle et al, 2011

Homme de 38 ans atteint d’'un mélanome métastique muté pour BRAF. Les photos ont été prises (A)
avant le traitement au PLX4032, (B) aprés 15 semaines de thérapie au PLX4032 et (C) aprés la rechute,
au bout de 23 semaines de thérapie.



Dans le cas de mélanomes non porteurs de la mutation BRAF®®, les choix thérapeutiques se
limitent aux chimiothérapies associées a I'immunothérapie (Robert et al., 2011). La recherche essaye
de mettre au point des thérapies ciblées contre les autres mutations fréquentes du mélanome
(comme les mutations de RAS présentes dans 20% des mélanomes ou les autres mutations de RAF)

mais le chemin est encore long.

5. Larésistance thérapeutique

Bien que les thérapies ciblées apportent un nouvel espoir dans la lutte contre le mélanome au
stade métastatique, agissant positivement sur le taux de survie des patients et ayant des effets
notables, les cellules tumorales développent tres rapidement et trop fréquemment des moyens de
contrecarrer leurs effets. Il s'agit du phénomene de "drug-resistance", qui peut se partager en ses
deux composantes intrinseque et extrinseque et résulte de modifications génétiques ou

épigénétiques menant a la réactivation des voies des MAP kinases et/ou PI3K-AKT.

a. Larésistance intrinseque

Intrinsequement, toute tumeur est composée d'une mosaique de cellules hétérogenes au
statut mutationnel varié. Soumises a la pression d'une molécule thérapeutique, les plus vulnérables
seront supprimées tandis que celles possédant des mutations les protégeant de I'action de la drogue
continueront a proliférer. Il s'agit du phénomene de sélection d'un clone résistant, le dit clone
survivant au traitement étant le point de départ du développement de nouvelles métastases.

Plusieurs exemples de ces mécanismes de résistance innée peuvent étre rapportés.

Une étude a montré |'existence de cellules tumorales surexprimant les transporteurs ABC
(ATP-Binding Cassette), ce qui permet l'efflux de nombreux composés thérapeutiques tels la
Dacarbazine ou le Vemurafenib, entrainant la résistance des tumeurs auxquelles elles sont adjointes

(Chartrain et al., 2012).

La perte de PTEN survient dans 10 a 35% des mélanomes, et est mutuellement exclusive des
mutations NRAS tout en co-existant avec les mutations de BRAF. PTEN est perdue dans les pluparts
des mélanomes par la perte de son hétérozygocie, des mutations et sa méthylation. PTEN sert de
supresseur de tumeurs et de régulateur majeur de PI3K (Paraiso et al., 2011; Xing et al., 2012). La
délétion ou la mutation de PTEN sont associées avec une faible survie des patients traités par des

inhibiteurs de BRAF. Il est connu que la perte de PTEN seule n'est pas suffisante pour conférer la
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résistance aux inhibiteurs de BRAF, d'autres altérations sont nécessaires comme I'activation d'AKT.
L'inactivation de PTEN dans des cellules de mélanome diminue leur sensibilité aux inhibiteurs de
BRAF (Nathanson et al., 2013). En essai clinique, les patients avec une forme sauvage de PTEN traités
par inhibiteurs de BRAF présentent une meilleure survie par rapport aux patients avec une forme
mutée (Shao and Aplin, 2010). Une approche par double inhibition de BRAF et PI3K a été testé,
parvenant a surpasser la résistance et a restaurer I'apoptose des cellules déplétées pour PTEN (Shi et

al., 2014).

Dans le cycle cellulaire, la cycline D1 régule la prolifération via sa liaison a CDK4 et CDK6, qui
activent la protéine Rb et méne a la progression du cycle cellulaire. Les mutations de CDK4 et
I'amplification de la cycline D1 conféere une forte résistance aux thérapies par inhibiteurs de BRAF
(Smalley et al., 2008). L'amplification de la cycline D1 est retrouvée dans environ 20% des mélanomes
mutés pour BRAF. Les inhibiteurs de CDK4 et CDK6 échouent également a diminuer la taille des
tumeurs, mais lorsque combinés avec des inhibiteurs de BRAF et de MEK une réponse de 30% est

observée dans les modéles murins (Flaherty et al., 2012).

Les cellules stromales sécrétes plusieurs facteurs comme le HGF, capable d'activer la
croissance des cellules tumorales par effet paracrine en augmentant la PI3K, conferrant une
résistance aux inhibiteurs de BRAF et a la combinaisons d'inhibiteurs contre BRAF et MEK
(Straussman et al., 2012). Il a été rapporté qu'en lignées cellulaires la combinaison d'inhibiteurs de
BRAF et d'AKT ou des thérapies anti-transition mésenchymo-épithéliale pouvait permettre de

surpasser la résistance induite par cette voie (Wilson et al., 2012).

NF1 est un supresseur de tumeurs de RAS, les mutations de NF1 sont présentes dans 14% des
mélanomes. L'inactivation de NF1 méne a I'activation des voies RAS, PI3K/AKT/mTOR et MAPK. Les
mutations de NF1 préviennent la sénescence des mélanomes lors de I'inhibition de BRAF. De plus,
elles co-existent avec les mutations de NRAS dans l'inactivation de BRAF. Dans ce scénario, un moyen
de surpasser la résistance a l'inhibition de BRAF est la combinaison d'inhibiteurs de MEK et de mTOR

(Gibney and Smalley, 2013).

b. Larésistance acquise

Les mécanismes de résistance acquise sont associés principalement avec la réactivation de la

voie des MAP kinases (>70%), parfois en paralléle de la réactivation de la voie PI3K/AKT, et dans un
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plus petits nombres de patients cela dépand exclusivement de la réactivation d'AKT

(PI3K/PTEN/mTOR).

Les inhibiteurs de BRAF induise la supression de la signalisation MEK/ERK, mais activent cette
signalisation dans les cellules mutées pour NRAS. En présence de I'oncogene RAS, les inhibiteurs de
BRAF meénent a la formation d'hétéro- ou homodimeéres CRAF/BRAF. Une partie des inhibiteurs de
BRAF se lient a ces dimeres et une autre partie reste libre. Les inhibiteurs liés activent les libres, a via
des changements de conformation activent CRAF, aboutissant a |'activation de la voie MEK/ERK

(Poulikakos et al., 2011).

Les mutations de NRAS en conjonction de NF1 induit I'activation des MAPK dans 30% des
mélanomes. Les mutations de BRAF et NRAS sont considérés comme étant mutuellement exclusives.
Comme vu précédemment, les mutations de NRAS activent la voie des MAPK via les diméres
CRAF/BRAF en présence d'inhibiteurs de BRAF (Heidorn et al., 2010). En essais cliniques, l'inhibiteur

de MEK binimetinib atteint 20% de réponse dans les mélanomes mutés NRAS (Ascierto et al., 2013).

La surexpression ou I'hyper-activation des RTKs peut mener a la résistance via des voies de
signalisation paralléles ou par l'induction directe de la voie RAS (Deng et al., 2012). Les récepteurs les
plus fréquemment impliqués sont le PDGFRB et I'lGF-1R (Gopal et al., 2010; Shi et al., 2011).
L'activation de ces récepteurs est due a des changements épigénétiques. L'activation des RTKs induit
I'activation de la voie PI3K dans les patients traités par inhibiteurs de BRAF ou de MEK, menant a leur
résistance (Goel et al., 2006). Le géne de I'EGFR n'est pas normalement exprimé dans les mélanomes
non-traités, mais certains patients qui développent des résistances aux inhibiteurs de BRAF ou de
MEK le surexprimme. Dans ce cas, I'inhibition de I'EGFR restaure la sensibilité aux traitements (Sun et

al., 2014).

La voie des MAP kinases est dérégulée dans plus de 70% des mélanomes, et la voie
PI3K/AKT/mTOR est dérégulées dans plus de 50% des mélanomes. Il a été montré qu'une perte de
PTEN ou des mutation de PI3K ou AKT sont retrouvées dans 10 a 20% des cas qui développent une
résistance précoce, ou qui sont intrinséquement résistants a l'inhibitions des MAPK. Des expériences
sur lignées de mélanome renforcent I'idée de I'utilisation de traitement combinés de BRAF/MEK avec
des inhibiteurs de PI3K/AKT pour contrer la résistance (Chandarlapaty et al.,, 2011; Rodrik-

Outmezguine et al., 2011).
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Il. La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT)

Etape clef dans l'acquisition des capacités invasives indispensables a la formation de
métastases, la transition de type épithélio-mésenchymateuse des mélanomes leur permet de quitter
le phénotype mélanocytaire, semblable a des cellules épithéliales, vers un phénotype proche des

cellules mésenchymateuses.

A. L'EMT dans le développement embryonnaire et les pathologies

Un épithélium est une couche ou une multicouche de cellules avec des fonctions variables. Les
cellules épithéliales présentent une polarité apico-basale, adherent et communiquent entre elles via
des jonctions intercellulaires spécialisées. Elles sont positionnées a la membrane plasmique qui
participe a leur physiologie (par exemple via leur interaction avec les intégrines). Ainsi, les
épithéliums constituent des barrieres perméables qui délimitent tissus et organes (Huang et al.,
2012a). La transition des cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses, au cours du
développement ou pathologiquement, suit un programme commun. Cependant, ce programme
montre une grande flexibilité et quelques variations, qui dépendent du type cellulaire, du contexte
tissulaire et des signaux qui activent le programme d'EMT. En effet, 'EMT a été subdivisée en trois
types distincts, qui sont dépendants du contexte physiologique (Kalluri and Weinberg, 2009). De plus,
la plasticité du phénotype épithélial permet aux cellules d'alterner plusieurs fois entre la transition

épithélio-mésenchymateuse et son inverse, la transition méshenchymo-épithéliale.

Quelque soit le tissus concerné, les évenements clefs de I'EMT sont : la dissolution des
jonctions cellule-cellule; la perte de la polarité apico-basale et l'acquisition d'une polarité antéro-
postérieure; la réorganisation du cytosquelette et le changement de morphologie; I'extinction des
génes exprimant la signature épithéliale et I'activation de ceux participant au phénotype
mésenchymateux; l'augmentation des protrusions et de la motilité; I'acquisition de propriétés
invasives, notamment la dégradation de la matrice extracellulaire.

De plus, les cellules subissant I'EMT acquiérent également une résistance a la sénescence,
I'apoptose et aux thérapies (Nieto et al., 2016; Thiery et al., 2009). Similairement aux cellules
épithéliales, les cellules endothéliales peuvent faire une transition vers un phénotype

mésenchymateux.

B. Les grandes étapes de I'EMT
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1. Déconstruction des jonctions cellulaires et de la polarité

Figure 17 : Les événements cellulaires au cours de I'EMT

Les complexes protéiques de surfaces spécialisés dans la jonction cellule-cellule sont essentiels
a l'intégrité épithéliale. Les contacts cellulaires sont assurés sur leurs surfaces latérales par les
jonctions serrées, les jonctions adhérentes, les jonctions lacunaires et les desmosomes. Lors de
I'initiation de I'EMT, ces jonctions sont dissoutes et les protéines qu'elles contenaient sont
relocalisées et/ou dégradées. La dissolution des jonctions serrées au cours de I'EMT s'accompagne de
la diminution de I'expression des claudines et de I'occludine, ainsi que la diffusion de ZO-1 hors des
contacts cellule-cellule (Huang et al., 2012a). AU cours de la déstabilisation des jonction adhérentes,
la cadhérine E (E pour épithéliale) est clivée a la membrane plasmique puis dégradée (Yilmaz and
Christofori, 2009). En conséquence, la B-caténine ne peut plus interagir avec la cadhérine E, et elle
est soit dégradée, soit protégée de la dégradation (par exemple en réponse a la voie WNT) pour
resservir dans le processus de transcription (Niehrs, 2012). La caténine p120 s'accumule aussi dans le
noyau et participe a la transcription suite a la diminution des niveaux de cadhérine E (Kourtidis et al.,
2013). L'initiation de I'EMT affecte aussi les desmosomes (Huang et al., 2012a) (Yilmaz and
Christofori, 2009), et l'intégrité des jonctions lacunaires est compromises par la diminution de la
connexine (Bax et al., 2011). Avec la progression de I'EMT, I'expression des protéines de jonctions est
transcriptionellement réprimée, stabilisant la perte des jonctions épithéliales (De Craene and Bery,

2013; Peinado et al., 2007).

Les cellules épithéliales maintiennent leur polarité apico-basale via leur interaction avec la
lame basale, cette polarité étant organisée par des complexes protéiques qui s'intégrent
physiquement et fonctionnellement aux jonctions cellulaires. Les complexes PAR (comprenant PARG,
PAR3 et aPKC) et Crumbs (composés de CRB, PALS1 et PATJ) localisent a I'apex cellulaire en
association des jonctions serrées, définissant le compartiment apical. Le complexe Scribble (SCRIB,
DLG et LGL) définit le compartiment basocellulaire (St Johnston and Ahringer, 2010). En
conséquence, la dissolution des jonctions épithéliales durant I'EMT confere la perte de la polarité
apico-basale (Huang et al.,, 2012a). Supportant cette association, la diminution d'expression de la
cadhérine E dans les cellules tumorales prévient l'interaction de SCRIB avec la membrane plasmique
latérale (Navarro et al., 2005); et I'extinction de SCRIB, ou de la cadhérine E, réduit I'adhésion et
augmente la motilité (Qin et al., 2005). Une fois I'EMT initiée, I'expression des protéines des
complexes de polarité comme CRB3 et LGL2 est réduite (Moreno-Bueno et al., 2008), déstabilisant

plus avant le phénotype polarisé.
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2. La modification du cytosquelette et la motilité

Les cellules effectuant I'EMT réorganisent leur cytosquelette d'actine corticale en une forme
qui permet des élongations dynamiques et la motilité (Thiery and Sleeman, 2006; Yilmaz and
Christofori, 2009, 2010). Ces nouvelles projections membranaires riches en actine facilitent les
mouvements cellulaires et servent d'extensions sensitives au cytosquelette. Ces projections incluent
des protrusions membranaires en feuillet (nommées lamellipodes), et des extensions en pointe
(nommées filopodes) a I'extrémité des lamellipodes (Ridley, 2011). Les invadopodes effectuent une
dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire, facilitant I'invasion cellulaire (McNiven, 2013;
Ridley, 2011). Finalement, I'EMT est caractérisée par I'augmentation de la contractilité des cellules et
la formation de fibres de stress. Ces changements dynamiques de I'organisation de l'actine sont
probablement médiés par des protéines de régulation telle que la moésine (Haynes et al., 2011),
mais le mécanisme moléculaire contrélant la dynamique de I'actine filamenteuse durant I'EMT reste

a étre élucidé.

Les GTPases de la famille Rho régulent la dynamique de lI'actine et contrélent son
réarrangement durant I'EMT. Parmi elles, RhoA induit la formation de fibres de stress, pendant que
RAC1 et CDC42 contrdlent la formation des lamellipodes et des filopodes. L'activation des GTPases
Rho est étroitement régulée par les GEFs, les GAPs et les GDIs (Ridley, 2011; Yilmaz and Christofori,
2009). Suivant I'activation de Rho par I'EMT, ROCK coopére avec DIA1 pour induire la polymérisation
de I'actine. ROCK induit aussi la phosphorylation de la chaine |égere de la myosine, ce qui renforce la
contractilité de I'acto-myosine et active LIMK pour inactiver la cofiline, un facteur de dissociation de
I'actine (Narumiya et al., 2009). Aprés |'activation de RAC2 ou CDC42, la kinase PAK1 active ses cibles,
qui sont impliquées dans I'étalement cellulaire et la motilité (Whale et al., 2011). Les GTPases Rho
régulent également la formation des complexes de jonctions cellule-cellule et la stabilité des
jonctions adhérentes. La caténine p120 cytoplasmique, qui est générée au cours de I'EMT, réprime
I'activité de Rho. Ceci peut faciliter la dissociation des jonctions cellulaires et activer RAC et CDC42
pour induire la formation des protrusions membranaires et la motilité cellulaire (Anastasiadis and

Reynolds, 2001).

La conversion de la polarité apico-basale a antéro-postérieure implique un dialogue entre les
GTPases Rho et les protéines définissant la polarité apico-basale (Godde et al., 2010; Nelson, 2009).
Pour accéder a la polarité directionnelle, les complexes PAR et Scribble, en partenariat avec les
complexes PATJ et Crumbs, relocalisent au front de migration de la cellule, ou RAC1 et CDC42

activent la polymérisation de I'actine et la formation des protrusions membranaires. Par contraste,
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RhoA localise a l'arriere de la cellule et induit le désassemblage des complexes d'adhésion et la
rétractation cellulaire (Nelson, 2009). PI3K joue un réle central dans l'initiation de la polarité antéro-
postérieure, et participe au recrutement de CDC42 et des GEFs au front (Nelson, 2009). La polarité
antéro-postérieure est maintenue via une boucle de mécanismes impliquant les protéines de polarité
et les petites GTPases. Par exemple, l'activation de RAC1 au front stimule PI3K, qui recrute les GEFs.
Les GTPases Rho controlent aussi la réorganisation du cytosquelette de microtubules. Ainsi, RAC1
favorise la polymérisation des microtubules et est elle-méme activée par eux au front cellulaire,
constituant une boucle de rétrocontrole positive qui participe a la réorganisation du cytosquelette de
microtubules (Wittmann et al., 2003). De plus, RAC1 induit I'agrégation des intégrines vers le front
cellulaire, ou la localisation de PAR3 et aPKC nécessite PATJ et PALS1 (Nelson, 2009). A I'arriére de la
cellule, la signalisation de RhoA inhibe I'activation de RAC1 et prévient la formation des complexes
PAR (Godde et al., 2010; Nelson, 2009). La réorganisation de I'architecture cytosquelettique et des
complexes de polarité, qui induit le changement de morphologie cellulaire comme I'élongation, les
protrusions membranaires et la polarité antéro-postérieure, est essentiele a I'EMT et permet la

migration directionnelle.

C. Les changements d'expressions génétiques

Au cours de I'EMT, les cellules diminuent I'expression des protéines épithéliales, incluant celles
qui font parties des complexes de jonctions cellule-cellule (Huang et al., 2012a; Peinado et al., 2007).
Elles redirigent également leurs programmes d'expression génomique pour permettre les
changements dans [l'architecture du cytosquelette, favorisant [|'adhésion aux cellules
mésenchymateuses et altérant leur interaction avec la matrice extracellulaire (De Craene and Bery,
2013; Yilmaz and Christofori, 2009, 2010). La variation des profils d'expression génomique associés a
I'EMT dépend des cellules et du type de tissus impliqué, ainsi que de lI'avancée de la progression vers

la différenciation mésenchymateuse.

1. La transition des cadhérines

La signature de I'EMT est l'inhibition de la cadhérine E, qui renforce la déstabilisation des
jonctions adhérentes. De plus, la répression des génes codants pour les claudines, I'occludine, la
desmoplakine et la plakophiline, stabilise la dissolution des jonctions serrées apicales et des
desmosomes (Huang et al.,, 2012a). Ces changements dans |'expression génomique préviennent la
formation de novo de jonctions cellule-cellule épithéliales, et on pour effet la perte de la fonction de

la barriére épithéliale (Peinado et al.,, 2007). La répression des génes codant les protéines de
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jonctions épithéliales est accompagnée de I'activation de geénes favorisant ['adhésion
mésenchymateuse. Spécifiquement, la diminution de la cadhérine E est balancée par I'augmentation
de l'expression de la cadhérine N, effectuant la transition de cadhérines qui altére I'adhésion
cellulaire (Wheelock et al., 2008; Yilmaz and Christofori, 2009). Via cette transition, les cellules
perdent leur association a I'épithélium et acquierent une affinité pour les cellules
mésenchymateuses, par interaction homotypique entre cadhérines N. Ces interactions sont plus
faibles que l'interaction homotypique des cadhérines E, facilitant ainsi la migration cellulaire et
I'invasion (Theveneau and Mayor, 2012). La cadhérine N se connecte au cytosquelette par les
caténines a et B, et interagit aussi avec la caténine p120, aux médiateurs de signalisation (Brieher
and Yap, 2013) et aux RTKs, comme le PDGFR et FGFR (Hansen et al., 2008). L'EMT active aussi
I'expression des NCAM (neural cell adhesion molecule), un autre partenaire de la cadhérine N dans la
modulation des RTKs associés (Cavallaro and Christofori, 2004). NCAM interagit avec la tyrosine
kinase FYN de la famille Src, facilitant I'assemblage des adhésions focales, de la migration et de

I'invasion (Lehembre et al., 2008).

2. Remodelage du cytosquelette

L'altération des génes contrdlant le cytosquelette et les protéines des complexes de polarité
contribue aussi a I'EMT. La composition des filaments intermédiaires change avec la répression de la
cytokératine et l'activation de I'expression de la vimentine (Huang et al., 2012a). Les filaments de
kératine et de vimentines régulent le trafic des organelles et des protéines associées a la membrane,
mais ils ciblent des protéines différentes dans leur transport a la membrane. Par exemple, la
kératine, mais pas la vimentine, peut transporter la cadhérine E a la membrane (Toivola et al., 2005).
Les changements dans la composition des filaments intermédiaires permettent aussi la motilité
cellulaire, possiblement par I'association de la vimentine aux protéines motrices (Mendez et al.,
2010). Pour induire la motilité directionnelle, les cellules subissant I'EMT répriment I'expression des
complexes Crumbs apicaux, notamment les protéines Crumbs3 et PATJ, et des complexes
basolatéraux Scribble, dont la protéine LGL2 (Moreno-Bueno et al., 2008; Nelson, 2009; Yilmaz and

Christofori, 2009).

3. Evolution du rapport a la matrice extracellulaire

Le remodelage de la matrice extracellulaire et les changements d'interactions entre les cellules
et la matrice sont essentiels dans l'initiation et la progression de I'EMT. Les complexes intégrines

permettent aux cellules de sentir les signaux des protéines matricielles via l'interaction avec les
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médiateurs de signalisation, comme ILK (integrin-linked kinase), PINCH (Cys-His protein 1) et la
parvine (Hansen et al., 2008; Yilmaz and Christofori, 2009). Lorsque les cellules épithéliales se
différencient en cellules mésenchymateuse, elles n'interagissent plus avec la lame basale et
communiquent avec une matrice extracellulaire différente. Ainsi, les cellules répriment les intégrines
épithéliales mais en activent d'autres, certaines de ces nouvelles intégrines ayant un réle clef dans
I'EMT (Yilmaz and Christofori, 2009). Par exemple, au cours de I'EMT l'expression de l'intégrine
épithéliale a6P4, qui interagit avec la lame basale, est inhibée par I'extinction épigénétique du gene
de l'intégrine B4 (Yang et al., 2009). De plus, l'intégrine épithéliale a3B1, qui se lie a la laminine mais
qui est aussi associée a la cadhérine E, est requise pour la progression de I'EMT et integre les signaux
de la B caténine et de la voie TGFB-SMAD (Kim et al., 2009). L'augmentation de I'intégrine a5B1 au
cours de I'EMT favorise I'adhésion cellulaire a la fibronectine, dont |'expression est aussi activée par
I'EMT et stimule la migration (Maschler et al., 2005; Mise et al., 2012). L'augmentation d'expression
des intégrines alP1 et a2f1 et leur interaction avec le collagene de type 1 facilitent la disruption des

complexes de cadhérine E et la translocation de la B caténine au noyau (Koenig et al., 2006).

L'évolution du répertoire des intégrines durant I'EMT est corrélée a l'augmentation
d'expression des protéases, comme les MMP2 et MMP9, renforcant la dégradation de la matrice et
I'invasion (Nistico et al., 2012). Les MMPs ciblent également les protéines transmembranaires, ce qui,
par exemple, résulte a la libération du domaine extracellulaire de la cadhérine E, contribuant a la
perte des jonctions adhérentes (Nistico et al., 2012). De plus, la MMP3 peut induire I'EMT via
I'augmentation de I'expression et de l'activité de RAC1B, qui provoque l'augmentation des ROS
intracellulaires menant a l'augmentation de I'expression de SNAIL1 (Radisky et al., 2005).
L'augmentation de l'intégrine avB6 pendant I'EMT est corrélée avec I'augmentation d'expression des
protéases, l'intégrine et les protéases colocalisent au niveau des invadopodes qui sont impliqués
dans l'invasion cellulaire (McNiven, 2013; Yilmaz and Christofori, 2009). Aussi, I'intégrine avp3 est
augmentée avec I'EMT, ce qui contribue aux fonctions pro-invasives du front cellulaire des cellules
cancéreuses (Shah et al., 2012). Enfin, la dégradation localisée de la matrice par les cellules invasives
peut libérer les facteurs de croissances stockés, et agir sur les cellules de maniére autocrine.
Certaines protéases, qui affectent l'invasion et les intégrines comme I' av6, activent le TGFB stocké
sous forme latente au cours de I'EMT (Sheppard, 2005). Ceci expose les cellules a une augmentation
de la signalisation du TGFB, qui renforce I'EMT et stimule |'expression de protéines matricielles
comme le collagéne et la fibronectine, favorisant le remodelage de la matrice pour en changer la

composition et les propriétés (Thiery et al., 2009; Thiery and Sleeman, 2006).
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D. Les voies de controles de I'EMT

1. Les facteurs de transcriptions controlant I'EMT

Les changements d'expression génomique qui contribuent a la répression du phénotype
épithéliale et a I'activation du phénotype mésenchymateux impliquent des facteurs de transcriptions
clefs, comme SNAIL, TWIST et ZEB. Leur expression est activée précocement dans I'EMT, et joue un
role central dans le développement, la fibrose et le cancer. Ces facteurs de transcription ayant des
profils d'expression distincts, leur contribution a I'EMT dépend des types de cellules et de tissus
impliqués, et de la signalisation ayant initié I'EMT. lls contrélent souvent I'un l'autre leur expression
et coopérent fonctionnellement au niveau des génes cibles (Peinado et al., 2007). De plus l'ajout
d'autres facteurs de transcription pousse plus avant le programme transcriptionnel de I'EMT et en
favorise la progression. Ensemble, les facteurs de transcription de I'EMT coordonnent la répression
des génes épithéliaux et induisent les genes mésenchymateux, les méme facteurs participant

souvent a la fois aux mécanismes de répression et d'activation (De Craene and Berx, 2013).

Figure 18 : Les facteurs de transcriptions de I'EMT

Voies de
Facteurs de Cibles inhibées durant Cibles activées durant

signalisations qui Références

transcription I'EMT I'EMT
les induisent

SNAIL et SLUG  Cadhérine E, Claudines, Fibronectine, Cadhérine N, TGFB-SMAD3, WNT-  (Julien et al., 2007; Kim
Occludine, Crumbs3, PALS1, Collagéne, MMP15, MMP2, B-Caténine, Notch, et al., 2007; Peinado et
PATIJ, Cytokératines, MMP9, TWIST, ID1, ID2, PI3K-AKT, NFkB, al., 2007; Sahlgren et al.,
Desmoplakine, Plakophiline  ZEB1, ZEB2 EGF, FGF 2008; Wang et al., 2009;
Wu et al., 2009a; Xu et
al., 2009; Yook et al.,

2006)
TWIST1 Cadhérine E, Claudines, Fibronectine, Cadhérine N, MAPK (Hong et al., 2011;
Occludine, Desmoplakine, Intégrine a5 Peinado et al., 2007; Xu
plakoglobine et al., 2009; Yang et al.,

2010; Yang et al., 2008)

ZEB1 et ZEB2 Cadhérine E, ZO1, Crumbs3, Cadhérines N, MMPs TGFB-SMAD3, WNT-  (Nishimura et al., 2006;
Plakophiline B-Caténine, RAS- Peinado et al., 2007;
MAPK Postigo, 2003; Postigo et

al., 2003; Sanchez-Tillo et
al., 2010; Shirakihara et
al., 2007; Wang et al.,
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2007; Xu et al., 2009)

FOXD3 Inconnues Inconnues Intégrine B1, (Cheung et al., 2005)
Laminine
FOXC2 Cadhérine E Fibronectine, Vimentine, TGFB-SMAD3 (Mani et al., 2007)
Cadhérine N, a-SMA
FOXF1 Cadhérine E, Claudine 1, Fibronectine, Cadhérine N Inconnues (Nilsson et al., 2010)
Occludines, Desmogléines
(1B et 2), Desmocolline2,
Desmoplakine
FOXQ1l Cadhérine E Fibronectine, Cadhérine N, Inconnues (Qiao et al., 2011)
Vimentine
FOXO3A Cadhérine E SNAIL AKT (Belguise et al., 2007)
FOXA1 Cadhérine E Fibronectine, Vimentine, TGFB, HGF, AKT (Song et al., 2010)
SNAIL
FOXA2 Cadhérine E, ZO1 Fibronectine, Vimentine, TGFB, HGF, AKT (Song et al., 2010)
Cadhérine N, SNAIL, SLUG
Serpent, Cadhérine E, Crumbs, Cadhérine N, MMP1 Inconnues (Campbell et al., 2011)
GATA4 et Claudines
GATA6
HMGA2 Cadhérine E SNAIL, SLUG, TWIST TGFB-SMAD3 (Thuault et al., 2008)
SOX9 Inconnues SLUG BMPs, PKA (Sakai et al., 2006)
KLF8 Cadhérine E MMP9 Inconnues (McDonald et al., 2011)
CBFA-KAP1 Inconnues FSP1 Inconnues (Venkov et al., 2007)
ZNF703 Cadhérine E Vimentine, Cadhérine N, GTPases Rho (Slorach et al., 2011)
SNAIL, Cytokératine
PRX1 Cadhérine E Vimentine, Laminine BMP2, TGFB (Ocana et al., 2012)

Figure 19 : Roles et régulations des facteurs de transcriptions majeurs de I'EMT

a. Les facteurs de transcription SNAIL et SLUG

Parmi les trois protéines SNAIL, SNAIL1 (aussi nommée simplement SNAIL) et SNAIL2 (SLUG)

activent le programme d'EMT au cours du développement, de la fibrose et du cancer (Barrallo-

Gimeno and Nieto, 2005). Ils répriment les genes épithéliaux en se liant a la boite E des séquences

d'ADN via leurs domaines a doigts de zinc c-terminaux (Peinado et al., 2007; Xu et al., 2009). La facon

dont SNAIL réprime I'expression de ses genes cibles est bien illustrée par I'activité de SNAIL1 sur le

promoteur de la cadhérine E (Batlle et al., 2000; Dong et al., 2013). Lors de la liaison a la boite E dans

la région proximale du promoteur du gene de la cadhérine E, SNAIL1 recrute le complexe PRC2

(Polycomb repressive complex 2), qui contient la méthyltransférase EZH2 (enhancer of zeste
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homologue 2), G9a, SUV39H1 (suppressor of variegation 3-9 homologue 1), le co-répresseur SIN3A,
les désacetylases d'histone 1, 2 et 3, et LSD1 (Lys-specific demethylase 1). Tous ces composants
coordonnent la modification des histones, spécifiquement la méthylation et I'acétylation des
histones H3K4, H3K9 et H3K27 (Dong et al., 2013; Dong et al., 2012; Herranz et al., 2008; Lin et al.,
2010b; Peinado et al., 2004a; Tong et al., 2012). La méthylation de H3K9 et de H3K27 marque la
chromatine réprimée, tandis que la méthylation de H3K4 et l'acétylation de H3K9 marque la
chromatine active. Les marqueurs de répression et d'activation peuvent colocaliser dans les
"domaines bivalents", comme pour le promoteur de la cadhérine E, mais qui survient aussi pour de
nombreux promoteurs des cellules souches embryoniques (Bernstein et al., 2006). Cela créai un état
d'équilibre pour le promoteur, qui permet son activation tout en maintenant la répression en
I'absence des signaux de différenciation. Le controle bivalent du promoteur de la cadhérine E peut
contribuer a la nature réversible de I'EMT. En plus de réprimer les genes épithéliaux, SNAIL1 active
les génes contribuant au phénotype mésenchymateux. Ceci peut aussi impliquer des domaines
bivalents, avec par exemple la triméthylation inhibitrice de H3K9 et l'acétylation activatrice de
H3K18, qui permettent I'expression mésodermique goosecoide en réponse au TGFB nodal (Xi et al.,
2011). De nombreuses voies de signalisation cooperent dans l'initiation et la progression de I'EMT, et
elles activent souvent I'expression de SNAIL1. Le TGFp et les protéines de la famille WNT, Notch et les
facteurs de croissance agissent via les RTKs, tous activant I'expression de SNAIL1 selon le contexte
physiologique (Peinado et al., 2007). SNAIL et SLUG coopérent avec d'autres régulateurs de la
transcription pour contrdler I'expression génomique. Par exemple, SNAIL coopere avec ETS1 lors de
son activation par les MAPK, pour activer |'expression des MMPs (Jorda et al., 2005). Il coopére aussi
avec le complexe SMAD3-SMAD4 pour induire via le TGFB la répression de la cadhérine E et de

I'occludine (Vincent et al., 2009).

Les modifications post-traductionnelles qui initient les voies de signalisation contrélent aussi la
localisation et la dégradation de SNAIL1, et de fait son activité (Peinado et al., 2007). SNAIL1 est
phosphorylé par GSK3B sur deux motifs riches en sérines permettant I'activation de son activité
transcriptionnelle. La phosphorylation des sérines 97 et 101 du premier motif facilite I'export du
noyau de SNAIL1, et la phosphorylation des sérines 108, 112, 116 et 120 du second motif induit sa
dégradation aprés ubiquitination (Zhou et al., 2004). Plusieurs voies de signalisation augmentent
I'activité de SNAIL1 en influencant la phosphorylation de GSK3pB. Les voies WNT et PI3K-AKT inhibent
la phosphorylation de SNAIL1 par GSK3f (Yook et al., 2006), tandis que les voies de Notch et NF-kB
interferent avec l'interaction GSK3B-SNAIL1 (Sahlgren et al., 2008; Wu et al., 2009a), ces deux
mécanismes favorisant la stabilité de SNAIL1. Inversement, SCP1 (small C-terminal domain

phosphatase 1) agit comme antagoniste de la phosphorylation par GSK3p et retient SNAIL1 au noyau
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ou il réprime la transcription (Wu et al., 2009b). De plus, PKD1 phosphoryle SNAIL1 sur sa sérine 11
pour faciliter I'export du noyau (Du et al., 2010), alors que sa phosphorylation par PAK1 sur la sérine
246 ou par LATS2 sur sa thréonine 203 augmente la rétention nucléaire et favorise I'EMT (Yang et al.,
2005; Zhang et al., 2012c). Le suppresseur de tumeur p53 recrute SNAIL2 pour induire sa dégradation
apres interaction avec l'ubiquitine ligase MDM2, qui en conséquence inhibe l'invasion tumorale

(Wang et al., 2009).

b. Les facteurs de transcription bHLH

Les facteurs bHLH (homodimeric and heterodimeric basic helix-loop-helix) sont des régulateurs
clefs de la spécification des lignages cellulaires et de la différenciation. Parmi eux, les protéines E12,
E47, TWIST1, TWIST2 et ID (inhibitor of differentiation) jouent des roles fondamentaux pour la
progression de I'EMT (De Craene and Berx, 2013; Peinado et al., 2007). Comme pour SNAIL,
I'expression de TWIST est diminuée par les genes épithéliaux et activée en réponses a I'expression
des génes mésenchymateux (Xu et al.,, 2009). Dans les cellules cancéreuses, TWIST1 réprime la
cadhérine E et induit I'expression de la cadhérine N indépendamment de SNAIL et probablement via
I'association d'autres protéines (Xu et al., 2009; Yang et al., 2012; Yang et al., 2010; Yang et al., 2008).
TWIST recrute la méthyltransférase SET8, qui induit la monométhylation de I'histone H4K20, un
marqueur associé a la répression du promoteur de la cadhérine E et a l'activation de la cadhérine N
(Yang et al., 2012). Dans les cancers de la téte et du cou, TWIST1 active I'expression de BMI1, un
composant du complexe PRC1, qui coopére a la boite E des promoteurs réprimant la cadhérine E et
I'inhibiteur de cycle p16 (codé par le gene CDKN2A) (Yang et al., 2010). Cette coopération implique le
recrutement du complexe PRC2, qui triméthyle I'histone H3K27 affectant lui aussi les promoteurs de

la cadhérine E et de CDKN2A (Yang et al., 2010).

Diverses voies de signalisation activent |'expression de TWIST au cours du développement et
de la tumorigénése (Peinado et al., 2007; Xu et al., 2009). Notamment, le facteur de transcription
HIF1la (hypoxia-inducible factor 1a) induit TWIST en condition hypoxique, ce qui favorise I'EMT et la
dissémination métastatique (Yang et al., 2008). De plus, le stress mécanique induit I'expression de
twist dans I'épithélium chez Drosophila melanogaster, et cela d'une maniere indépendante de la B
caténine (Farge, 2003). L'activité de TWIST dépend grandement de sa composition dimeérique.
TWIST1 et TWIST2 forment des homodiméres ou des hétérodimeres avec E12 ou E47, permettant la
régulation de la boite E de liaison a I'ADN et contrélant ainsi la transcription. Les protéines ID ne
peuvent pas se lier a I'ADN mais s'associent avec TWIST, E12 ou E47 pour inhiber fonctionnellement

TWIST. En conséquence, la répression du géne d'ID par le TGFB induit la levée de l'inhibition de
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TWIST (ou des autres facteurs bHLH) et augmente son activité, favorisant I'EMT (Kang et al., 2003).
Comme avec SNAIL, la stabilité de TWIST1 est régulée par sa phosphorylation sur la sérine 68 par les
MAPKs, le protégeant de la dégradation par le systeme ubiquitine-protéasome et augmentant son

activité (Hong et al., 2011).

c. Les facteurs de transcription ZEB

Les deux facteurs de transcription ZEB1 et ZEB2 agissent comme des régulateurs génétiques en
se liant aux boites E de I'ADN et ainsi réprimer ou activer la transcription (Peinado et al., 2007; Xu et
al., 2009). La répression transcriptionelle de ZEB implique souvent le recrutement du corépresseur
CTBP (C-terminal-binding protein). Cependant, dans certains cancers, ZEB1 réprime I'expression de la
cadhérine E, indépendamment de CTBP, en recrutant la protéine BRG1 de type SWI/SNF
(Switch/sucrose nonfermentable) (Sanchez-Tillo et al., 2010). ZEB1 peut aussi interagir avec les
coactivateurs de transcription PCAF (p300/CBP-associated factor) et p300, faisant passer ZEB1 de
répresseur de transcription a un activateur (Postigo et al., 2003). De plus, ZEB1 peut recruter LSD1
(Lys-specific demethylase 1), probablement le reliant a la déméthylation des histones dans I'EMT
(Wang et al., 2007). Par conséquent, comme SNAIL et TWIST, ZEB1 et ZEB2 peuvent se lier aux boites
E de I'ADN pour réprimer ou activer la transcription, participant ainsi a la répression des géne des
jonctions épithéliales et de la polarité pour ensuite activer les genes mésenchymateux définissant le

phénotype de I'EMT (Peinado et al., 2007; Xu et al., 2009).

L'expression de ZEB suit souvent |'activation de I'expression de SNAIL, ce qui est cohérent par
le ciblage du gene ZEB1 par SNAILL. De plus, TWIST1 coopére avec SNAIL1 dans l'induction de ZEB1
(Dave et al., 2011). L'expression de ZEB est induite en réponse aux voies du TGFB et de WNT, ainsi
que par les facteurs de croissance activant la signalisation RAS-MAPK (Xu et al., 2009). L'induction de
ZEB par le TGFB implique ETS1, qui est activée par les MAPK (Shirakihara et al., 2007). L'expression de
ZEB peut étre réprimée post-transcriptionnellement par des microARNs (Braeutigam et al., 2014;
Goncalves et al., 2009; Shapiro et al., 2011; Valacca et al., 2010), ainsi que par la sumoylation post-
traductionnelle de ZEB2 par PRC2 en association avec CBTP, favorisant sa localisation cytoplasmique

et atténuant sa répression de la transcription (Long et al., 2005).

d. Les nouveaux facteurs de transcription régulant I'EMT

Outre les facteurs de transcription majeurs de I'EMT vus précédemment, il a été démontré que

d'autres facteurs pouvaient induire ou réprimer I'EMT, aussi bien dans le développement que dans le
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cancer. Plusieurs d'entre eux sont des facteurs de transcription de type FOX (forkhead box), qui sont
définis par un domaine de liaison a I'ADN en "fourchette" (Eijkelenboom and Burgering, 2013).
D'autres appartiennent a la famille GATA, caractérisés par des modules de liaison a I'ADN en duo de
doigts de zinc, controlant la différenciation de divers lignages cellulaires (Bresnick et al., 2010). Ils
sont requis dans I'EMT pour réguler les genes des jonctions épithéliales et les complexes de polarité
(Campbell et al., 2011). Le facteur SOX (SRY box) affecte aussi I'EMT en synérgisant avec SNAIL1 et
SNAIL2 dans l'induction de I'EMT et l'invasion cellulaire (Guo et al., 2012; Kondoh and Kamachi, 2010;
Sakai et al., 2006).

La régulation de ces facteurs de transcription, leur réle dans I'EMT et leur relation avec SNAIL,
TWIST et ZEB, ne sont pas encore bien compris. Cependant, il est clair qu'ils sont a3 méme de
coordonner I'EMT, et que certains d'entre eux sont des régulateurs clefs alors que d'autres ont

probablement des fonctions plus restreintes, dépendantes du contexte tissulaire.

2. Lafamille TGFB, inductrice de I'EMT

La famille protéique du TGFB comprend trois membres TGFB, deux activines, plusieurs BMPs
(bone morphogentic proteins) et d'autres homo- et hétérodimeres de ligands, qui agissent tous par
combinaison binaire de récepteurs kinases transmembranaires (Ser/Thr/Tyr kinases).

Dans le développement, I'expression de TGFB1 et TGFB2 est associée a des évenements de
type EMT comme dans la formation des coussins endocardiaques (Mercado-Pimentel and Runyan,
2007), alors que la TGFB3 induit I'EMT responsable de la fusion du palais (Nawshad et al., 2004).

Aprés la naissance, le TGFB1 enclenche I'EMT dans la guérison des blessures, la fibrose et le
cancer. Par exemple, I'augmentation du TGFP1 a été reliée a I'EMT dans les cellules mésengiales
avant la fibrose du rein (Schnaper et al.,, 2003); dans les cellules épithéliales biliaires avant la
progression d'un foie malade en fibrose hépatique (Gressner et al., 2002); et dans les fibroblastes de
patients atteints de fibrose pulmonaire (Willis and Borok, 2007). Les cellules de la fibrose cardiaque
subissent une transition endothelio-mésenchymateuse, également provoquée par la signalisation du
TGFp (Zeisberg et al., 2007). Dans les carcinomes, |'expression et |'activité du TGFB1 sont augmentées
et favorisent une réponse épithéliale plastique, qui peut devenir une EMT, un pré requis de I'invasion
tumorale et de la dissémination (Kalluri and Weinberg, 2009; Katsuno et al., 2013; Thiery et al.,
2009). Par exemple, les carcinomes squameux évoluent en carcinomes invasifs a cellules fusiformes

en réponse a I'augmentation d'expression de TGFB1 activé (Portella et al., 1998).

Les autres protéines de la famille TGFB régulent également I'EMT, tout d'abord au cours du

développement. VG1 (Nodal and vegetal 1) participe a I'EMT durant I'ingression cellulaire formant le
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mésoderme dans les embryons de souris et de xénope (Acloque et al., 2009). La signalisation BMP
coopére avec WNT et le FGF pour induire la délamination de la créte neurale (Sauka-Spengler and
Bronner-Fraser, 2008), et participe également a I'EMT requise dans la formation des coussins
cardiaques (Kruithof et al., 2012).

Dans des contextes pathologiques, la signalisation BMP est impliquée a la fois dans I'EMT et
dans la transition mésenchimo-épithéliale (MET) (Gordon et al., 2009; Zeisberg et al., 2005). BMP2,
BMP4 et BMP7 favorisent I'EMT et I'invasion dans les cellules du cancer du pancréas, notamment par
la perte de la cadhérine E et I'augmentation de la MMP2 (Gordon et al., 2009). Dans la fibrose rénale,
BMP7 induit la MET des fibroblastes rénaux en diminuant la sécrétion de collagene | et en restaurant
I'expression de la cadhérine E (Zeisberg et al., 2005). Enfin, la signalisation TGF et BMP induit la
transition endothélio-mésenchymateuse dans la fibrodisplasia ossificans progressiva, dans laquelle
I'ossification hétérotopique survient en résultat des mutations activatrices du gene d'ALK2 (activin

receptor-like kinase 2), une activine de la famille TGF et récepteur pour BMP (Medici et al., 2010).

3. Les Récepteurs Tyrosines Kinases (RTKs) induisant I'EMT

En contraste de la famille TGFB, les facteurs de croissance agissant via les RTKs
transmembranaires stimulent souvent la prolifération cellulaire. La liaison au ligand induit
I'autophosphorylations des RTKs, permettant I'activation des voies PI3K/AKT, ERK/MAPK, p38/MAPK,
JNK et SRC. Les facteurs de croissance agissant via les RTKs induisent ainsi une EMT partielle ou

totale.

a. Activations des voies PI3K/AKT et ERK/MAPK par les facteurs
de croissance

L'activation de I'EMT par les RTKs souligne les réles des voies PI3K/AKT et ERK/MAPK dans le
processus de transdifférenciation. La signalisation d'AKT et mTORC2 est essentielle pour |'activation
de I'EMT par les RTKs (Gulhati et al., 2011; Lamouille et al., 2012). L'activation de la voie ERK/MAPK,
non seulement par les facteurs de croissance mais aussi par les mutations activatrices de RAS et RAF
dans les cellules cancéreuses, contribue aussi a I'EMT. Les voies RAS et RAF activent |'expression de
SNAIL et/ou SLUG, induisant l'activation des GTPases Rho, favorisant ainsi la motilité cellulaire et
I'invasion dans I'EMT associée au cancer (Makrodouli et al., 2011). L'activation de RPS6KA1(90 kDa
ribosomal protein S6 kinase) par la voie ERK/MAPK contribue aux propriétés invasives des cellules
épithéliales et des carcinomes, induisant I'expression du facteur de transcription FRA1 (FOS-related

antigen 1) (Doehn et al., 2009).
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b. Le FGF dans I'EMT

Le FGF (fibroblast growth factor) induit les caractéristiques mésenchymateuses dans les
cellules épithéliales. L'EMT induite par FGF1 dans les carcinomes de la vessie est accompagnée de
I'expression de SLUG, de la déstabilisation des desmosomes, et de I'expression de I'intégrine a2p1 et
de MMP13 (Billottet et al., 2008; Savagner et al., 1997; Valles et al., 1996). Le FGF agit comme un
inducteur de I'EMT dans le développement, par exemple au cours de la gastrulation. Les embryons
murins déficitaires en FGFR1 présentent une formation aberrante du mésoderme, et maintiennent la
cadhérine E et la B caténine a la surface cellulaire (Sun et al., 1999). Plus tard dans le développement,
la signalisation au FGF est requise pour la migration des cellules de la créte neurale, des études dans
le xénope révélant que le fgf2 et fgf8 étaient impliqués dans I'expression des marqueurs de la créte

neurale (Sauka-Spengler and Bronner-Fraser, 2008).

c. Le HGF dansI'EMT

Le HGF (hepatocyte growth factor), qui agit via la RTK c-MET (aussi appelée HGFR), est identifié
comme un facteur de dispersion cellulaire, ayant été décrit pour convertir les cellules épithéliales
rénales en cellules migratrices semblables aux fibroblastes (Stoker and Perryman, 1985). Le HGF
induit I'expression de SNAIL ou SLUG, en fonction du type cellulaire, pour promouvoir I'EMT
(Grotegut et al.,, 2006; Savagner et al., 1997). L'induction de SNAIL par le HGF requiere la voie
ERK/MAPK, et implique la liaison du facteur de transcription EGR1 (early growth response 1) au
promoteur de SNAIL (Grotegut et al., 2006). L'HGF induit également la déstabilisation des
desmosomes et la répression du géne de la desmoplakine (Savagner et al., 1997). Le récepteur c-MET
est retrouvé associé a la cadhérine E (Hiscox and Jiang, 1999), mais le réle de cette interaction dans
I'EMT reste a étre clarifié. Enfin, au cours du développement, le HGF participe a I'EMT dans la

formation des somites et des coussins endocardiaques (Romano and Runyan, 2000).

d. L'IGF1dans I'EMT

L'IGF1 (insulin-like growth factor 1) induit I'EMT dans certains modeles de culture cellulaire.
L'activation du récepteur a I'lGF1 provoque I'EMT dans les cellules épithéliales mammaires. Elle est
caractérisée par la perte de la cadhérine E et I'acquisition de la cadhérine N, de la vimentine et de la
fibronectine (Kim et al., 2007). Dans ces cellules, I'augmentation d'expression de SNAIL1, en réponse

a I'lGF1, est dépendante de NF-kB (Kim et al., 2007). Cependant, dans d'autres types cellulaires, 'EMT
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induite par I'lGF1 est accompagnée de |'expression de ZEB1, et elle est dépendante de I'activation de
la voie ERK/MAPK (Graham et al., 2008). De méme, la voie PI3K/AKT est requise pour l'induction de
I'EMT par I'lGF1 (Irie et al., 2005). De maniére intéressante, dans un méme systeme cellulaire, AKT1
et AKT2 agissent différemment, avec la diminution d'AKT1 stimulant I'EMT, cette stimulation étant
bloquée par la perte d'AKT2 (Irie et al., 2005). Enfin, le récepteur a I'lGF1 forme des complexes avec
la cadhérine E et l'intégrine av (Canonici et al., 2008), mais peut aussi s'associer a c-MET (Hiscox and

Jiang, 1999), la disruption de ces complexes favorisant la migration cellulaire (Canonici et al., 2008).

e. L'EGF dans I'EMT

En culture cellulaire, I'EGF (epidermal growth factor) induit I'endocytose de la cadhérine E,
ainsi que l'expression de SNAIL1 et TWIST, ce qui méne a la réduction des niveaux de la cadhérine E
(Lo et al.,, 2007; Lu et al.,, 2003). L'EGF induit également I'EMT dans des explants épithéliaux,
augmentant la motilité cellulaire et la protéolyse via les MMP2 et -9, cette action étant dépendante
de la kinase ILK et de la voie ERK/MAPK (Ahmed et al., 2006).L'activation du récepteur HER2 (human
EGF receptor 2) dans I'épithélium mammaire induits la formation de tumeurs avec la propriété de
I'EMT a échapper a la surveillance immunitaire (Knutson et al., 2006; Moody et al., 2005). Le facteur
Criptol, apparenté a I'EGF, peut également avoir un rdle dans le développement de I'EMT. Son
expression est corrélée avec la formation de la ligne primitive embryonnaire, et de la spécification du
mésoderme et de I'endoderme, une diminution de son expression provoque des défauts dans la
formation du mésoderme (Rangel et al.,, 2012). Criptol peut aussi avoir un role dans la
morphogénese de la glande mammaire (Rangel et al., 2012). Non seulement son expression est
augmentée dans le développement mammaire, mais faire exprimer Criptol dans des cellules
épithéliales mammaires en culture, ou le sur-exprimer, induit une morphologie fibroblastique, une
diminution des niveaux de cadhérine E et I'augmentation de la cadhérine N, de la vimentine et
I'expression de SNAIL (Strizzi et al., 2004). Une expression augmentée de Criptol a également été
associée a l'augmentation de la mobilité, de l'invasion et de la progression tumorale (Rangel et al.,
2012). Plutdt qu'agir comme un ligand, I'activité de Criptol dans I'EMT semble plutot étre reliée a
son réle de co-récepteur nodal et a sa fonction dans la signalisation WNT (Morkel et al., 2003; Tao et

al., 2005).

f. Le PDGF dans I'EMT

Dans les cellules d'adénocarcinomes du colon, le PDGF (platelet-derived growth factor) induit

la dissolution des jonctions adhérentes, la localisation nucléaire de la B caténine et la répression de
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la cadhérine E (Yang et al., 2006b). L'ablation de la sous-unité a du récepteur au PDGF provoque des
anomalies crano-faciales et de la valve cardiaque, dues a une migration mésenchymateuse
défectueuse et a une baisse de I'activité de la MMP2 (Robbins et al., 1999). Le VEGF (vascular
endothelial growth factor), apparenté au PDGF, est un inducteur de l'angiogenése mais aussi de
I'EMT. Le VEGF stimule l'expression de SNAIL dans les cellules de cancers du sein, inhibant
partiellement I'activité de GSK3B (Wanami et al., 2008); de méme qu'il est corrélé avec SNAIL, SLUG
et TWIST au cours de I'EMT des carcinomes pancréatiques (Yang et al., 2006a). De plus, SNAIL
augmente l'expression du VEGF, possiblement en conférant un rétrocontréle positif de I'EMT
(Peinado et al., 2004b). L'EMT induite par le VEGF peut ainsi étre reliée a la transition endothélio-
mésenchymateuse par |'angiogenese, qui peut grandement profiter des processus de progression et

d'invasion tumorale.

4. Les autres signaux extracellulaires qui régulent I'EMT

Figure 20 : Les voies de signalisation impliquées dans I'EMT

D'autres facteurs de différenciation activent ou régulent I'EMT, bien que les mécanismes sous-
jacents ne soient pas bien définis. Dans le signalisation canonique de WNT, sa liaison au récepteur
Frizzled (FZD) provoque l'inhibition de GSK3pB, prévenant la phosphorylation, 'ubiquitination et la
dégradation de la B caténine, lui permettant de réguler I'expression du génome (Niehrs, 2012).
L'inhibition de GSK3p stabilise SNAIL, favorisant I'EMT (Zhou et al., 2004). La signalisation de WNT est
impliqguée dans I'EMT embryonnaire. Les souris déficientes pour WNT3 ne forment pas de ligne
primitive ni de mésoderme (Liu et al., 1999), alors que I'expression ectopique de WNT8C induit la
formation de multiples lignes primitives (Popperl et al., 1997). La signalisation canonique de WNT
permet aussi la génération et la prolifération des précurseurs de la créte neurale (Garcia-Castro et al.,
2002), alors que sa signalisation indépendante de GSK3f est requise pour la migration de cellules de
cette méme créte neurale (Carmona-Fontaine et al., 2008). La signalisation de WNT favorise aussi
I'EMT associée au cancer, I'expression des genes induit par la B caténine étant augmentée dans les

cellules invasives des tumeurs colorectales lorsque I'EMT survient (Brabletz et al., 2001).

Dans la signalisation Hedgehog (HH), la liaison du ligand aux récepteurs PTC est liée aux
facteurs de transcription GLI (glioma family transcription factor) (Briscoe and Therond, 2013). Au
cours du développement, les cellules du somite ventral effectuent une transition en mésenchyme
pour former le sclerotome, ou SHH (sonic hedgehog) induit I'expression des marqueurs cellulaire

sclerotomaux (Monsoro-Burg, 2005). L'expression ectopique de GLI1 dans I'épithélium rénale de rat
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induit I'expression de SLUG, la perte de la cadhérine E (Li et al., 2006), I'augmentation de I'expression
de SHH et une signalisation associée a l'augmentation de SNAIL dans les cancers épithéliaux

(Fendrich et al., 2007).

La signalisation Notch participe aussi dans I'EMT du développement, et possiblement dans
I'EMT de la progression cancéreuse. L'interaction des ligands type Delta ou Jagged avec les
récepteurs Notch initie une signalisation via la libération protéolytique de Notch dans le domaine
intracellulaire qui régule ensuite l'expression de ses genes cibles (Hori et al., 2013). Dans le
développement, la signalisation Notch est requise pour I'EMT dans la formation des coussins
endocardiaques. Les souris déficientes pour Notchl présentent une réduction de I'expression de
SNAIL1 et une formation défectueuse des coussins endocardiaques (Timmerman et al., 2004). De
plus, le domaine intracellulaire de Notch active directement I'expression de SLUG (Niessen et al.,
2008). L'inhibition de Notchl inverse partiellement I'EMT des adénocarcinomes pulmonaires et

diminus leur comportement invasif (Xie et al., 2012).

Des facteurs additionnels du microenvironnement tissulaire ou tumoral peuvent également
faciliter I'initiation de I'EMT. Par exemple, les conditions hypoxiques des tumeurs facilitent I'EMT en
induisant des facteurs tels HIF1a, qui activent I'expression de TWIST et ainsi initie I'EMT qui aménera
au phénotype invasif (Yang et al.,, 2008). HIF1la induit également |'expression de SNAIL dans les
cellules endothéliales et les carcinomes des ovaires, provoquant la perte respectivement de la
cadhérine VE (VE pour vascular endothelial) et E (Imai et al., 2003; Luo et al., 2011). La libération de
cytokines inflammatoires, en dehors du TGFB1, par les cellules immunitaires, endothéliales et par les
CAFs, contribue a I'EMT. Par exemple, I'lL-6 favorise I'EMT des cellules de cancer du sein en culture,
ce qui concorde avec la diminution de la cadhérine E, I'augmentation de la cadhérine N, de la
vimentine, de SNAIL et de TWIST, augmentant l'invasion (Sullivan et al., 2009). L'expression
ectopique de TWIST dans ces cellules induit la production d'IL-6 et active le facteur de transcription
STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) (Sullivan et al.,, 2009), qui active
I'expression de SNAIL (Yadav et al., 2011).

Le mécanisme par lequel les cytokines inflammatoires autres que le TGFB contribuent a I'EMT
reste a étre mieux défini, méme si certaines cytokines peuvent induire la signalisation de NF-kB pour
directement activer I'expression de SNAIL ou ZEB (Jing et al., 2011). Considérant le lien entre
inflammation et fibrose, ces cytokines inflammatoires peuvent certainement contribuer a I'EMT dans

la fibrose.
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E. L'EMT et la résistance thérapeutique des cancers

Le lien entre EMT et résistance thérapeutique a été mis en évidence depuis longtemps, mais le
mécanisme exact est encore mal compris. Cependant, les études sur les cellules souches cancéreuses
(CSCs) ont permis de nombreuses avancées dans la caractérisation de la résistance induite par I'EMT.

Les CSCs sont des petites sous-populations de cellules au sein des tumeurs, responsables de la
tumorigénese (Singh et al., 2004). De nombreuses similarités existent entre les voies de signalisation
impliquées dans les CSCs et celles activées au cours de I'EMT, telles que les voies WNT, Hedgehog et
Notch. Ces voies sont critiques pour I'auto-renouvellement et le maintien des CSCs (Huber et al.,
2005). Des preuves empiriques suggérent que les cellules réalisant une EMT gagnent des propriétés
proches des cellules souches, et ainsi partagent avec les CSCs des voies de signalisations clef et un

phénotype résistant aux thérapies (Mani et al., 2008; Singh and Settleman, 2010).

1. L'efflux cellulaire et les transporteurs ABC

L'un des mécanismes principaux de la résistance thérapeutique des CSCs est I'efflux excessif
des drogues par les transporteurs membranaires, tels que la famille des transporteurs ABC (ATP-
binding cassette). Au moins trois membres de cette famille sont connus pour étre impliqués dans la
résistance thérapeutique : MDR1 (multi drug resistance 1), MRP1 (MDR-associated protein 1) et
BCRP (breast cancer resistance protein) (Gottesman et al., 2002). Ces transporteurs ont un vaste
spectre de substrats (Aller et al.,, 2009; Munoz et al., 2007; Natarajan et al., 2012), origine de la
résistance thérapeutique qu'ils supportent. Les cellules effectuant I'EMT sur-expriment les
transporteurs ABC et présentent un phénotype similaire aux CSCs. Il a ainsi été démontré que les
promoteurs des transporteurs ABC contenaient plusieurs sites de liaisons pour les facteurs de
transcription de I'EMT (Saxena et al., 2011). La surexpression de facteurs de transcription tels que
TWIST, SNAIL et FOXC2 augmentent |'activité des promoteurs et I'expression des transporteurs ABC
dans les cellules de cancer du sein. Ces cellules montrent une résistance dix fois supérieure au

traitement a la doxorubicine, comparées a des cellules non transfectées (Saxena et al., 2011).

2. Larésistance a l'apoptose

Un autre mécanisme important de la résistance thérapeutique induite par I'EMT est le gain de
la résistance a l'apoptose induite par les drogues. Les inhibiteurs des tyrosines kinases de I'EGFR,
comme l'erlotinib et le gefitinib, sont communément utilisés dans le traitement des cancers du

poumon non a petites cellules (NSCLC). Ces inhibiteurs peuvent lier le site de liaison a I'ATP de I'EGFR,

54



diminuant son activité et induisant I'apoptose. Il a ainsi été rapporté que I'EMT pouvait induire la
résistance des cellules cancéreuses aux inhibiteurs des tyrosines kinases de I'EGFR (Lin et al., 2014;
Uramoto et al.,, 2010), alors que la restauration de la cadhérine E augmentait la sensibilité des
cellules au traitement (Witta et al., 2006).

De plus en plus de preuves suggérent que les facteurs de transcriptions spécifiques de I'EMT
peuvent également inhiber 'apoptose induite par les inhibiteurs des tyrosines kinases de I'EGFR.
SLUG est suspecté de conférer la résistance au gefitinib en inhibant I'expression de BIM et en
augmentant l'activité de la caspase 9 dans les NSCLC (Chang et al., 2011). La surexpression de Notch1
est associée a I'EMT dans la résistance acquise au gefitinib, protégeant les cellules mutantes pour

I'EGFR de I'apoptose (Xie et al., 2013).

3. Lerole du microenvironnement

Le microenvironnement tumoral peut aussi étre un facteur de la résistance thérapeutique
induite par I'EMT. Les fibroblastes associées au cancer (CAFs), composants du stroma tumoral, jouent
un réle important dans la prolifération et I'invasion des cellules cancéreuses par interaction cellule-
cellule et la production de molécules de signalisation extracellulaire (Bremnes et al., 2011). Ces CAFS
facilitent l'initiation de I'EMT via la production de cytokines, comme I'lL-6 et TCF21 (Guan et al., 2014;
Sui et al., 2014).

L'hypoxie est un autre facteur important du microenvironnement tumoral capable de favoriser
I'EMT et la résistance thérapeutique. L'activation d'HIF1a en condition hypoxique induit I'EMT dans le
carcinome hépatocellulaire (HCC) et I'acquisition de résistance aux drogues par l'augmentation de
I'expression de MDR1 (Jiao and Nan, 2012). L'extinction d'HIFla inverse le phénotype de I'EMT et

abolit la résistance thérapeutique des HCC sous hypoxie.

F. Mélanome et transition de phénotype de type EMT

La transition épithélio-mésenchymateuse est une étape critique dans la formation de
I'embryon, et un processus similaire est particulierement important pour la différenciation du lignage
mélanocytaire. Elle implique la restructuration du cytosquelette, de la membrane plasmique et des
jonctions cellule-cellule. Ce plasticité permet aux mélanocytes d'émerger de la créte neurale (Baker
et al.,, 1997). Un changement de phénotype présentant des similarités avec ce programme d'EMT
embryonnaire survient lors de |'acquisition des propriétés métastatiques du mélanome dans la phase
verticale de croissance (Bennett, 2008). En comparant des mélanomes cutanés primaires de patients

qui ont développés des métastases avec ceux de patients non métastatiques, il est possible
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d'observer une différence d'expression des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux (Alonso et al.,
2007). Au niveau de l'expression des genes, une perte de la cadhérine E en paralléle du gain de la
cadhérine N et SPARC sont significativement associés au développement de métastases (Alonso et
al., 2007). De nombreuses preuves étayent la transition de phénotypes au cours de la progression du

mélanome et la formation de métastases in vivo (Hoek et al., 2008).

1. Les inducteurs de la transition de phénotype du mélanome

Le concept d'EMT a été introduit pour décrire une transition progressive caractérisée par un
statut mésenchymateux intermédiaire et la fluctuation d'expression des marqueurs de I'EMT, comme
dans les carcinomes du sein, du colon et des ovaires (Huang et al., 2013). Etant donné la nature
mésenchymateuse intermédiaire du mélanome, la fluctuation de |'expression des marqueurs de

I'EMT ont été observés.

Les facteurs de transcriptions de I'EMT ont un réle important dans la transition de phénotype
du mélanome (Vandamme and Berx, 2014). L'induction de ZEB1, des membres de la famille SNAIL, et
la répression de la cadhérine E surviennent lors de la progression du mélanome. Le paradigme
traditionnel des cancers épithéliaux est que les facteurs de transcriptions de I'EMT SNAIL1/2, ZEB1/2
et TWIST agissent comme des répresseurs de la cadhérine E, induisant effectivement I'EMT (Thiery et
al., 2009). Cependant, a la différence des cancers épithéliaux, dans le mélanome ZEB1 et ZEB2 sont
exprimés différentiellement entre les stades phénotypiques (Caramel et al., 2013) : les mélanocytes
normaux expriment faiblement ZEB1 et fortement ZEB2, alors que dans le mélanome on retrouve de
hauts niveaux de ZEB1 et peu de ZEB2. L'analyse d'une large série de patient par immunohistochimie
révele une forte expression de ZEB1 et TWIST1, avec une faible expression de ZEB2 , le tout
correspondant a une baisse significative du taux de survie (Caramel et al., 2013; Denecker et al.,
2014). 1l est également démontré que la perte de ZEB2 dans les mélanocytes induit leur
dédifférenciation, et qu'elle provoque dans les cellules de mélanome I'augmentation de I'expression
de ZEB1, réprime la cadhérine E et contribue a la progression et a la formation des métastases
(Denecker et al., 2014). Ceci suggére que ZEB2 peut faire fonction de facteur de différenciation, via le
maintient de la cadhérine E. Ces études rapportent égalmeent que le marqueurs de différenciation
mélanocytaire MITF est régulé lors de la transition d'expression de ZEB1/ZEB2. Une diminution de
MITF peut mener a un phénotype invasif, ce qui est cohérent avec la littérature (Hoek et al., 2008;
Vandamme and Berx, 2014). La comparaison des profiles d'expression d'échantillons de patients
métastatiques et non métastatiques confirme l'importance de la transition entre la cadhérine E et N

dans la progression du mélanome (Alonso et al., 2007). La relevance de cette transition est établies
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dans les cancers mélanocytaires (Krengel et al., 2004), avec l'induction de SPARC qui augmente
I'expression de SLUG, favorisant les capacitées invasives du mélanome (Fenouille et al., 2012). Dans
le mélanome, SLUG est un activateur transcriptionnel direct de ZEB1, aboutissant a la répression de

la cadhérine E (Wels et al., 2011).

La transition de phénotype dans le mélanome peut étre initié par des mécanismes différents
de ceux caractérisant I'EMT. Dans les lignées de cancers épithéliaux, I'augmentation de la
transcription de LEF1 par la B-caténine peut induire I'EMT, cela étant réversible en cas de retrait de
LEF1 (Kim et al., 2002). Dans le mélanome, les facteurs LEF1 et TCF4, qui interagissent avec la B-
caténine, voient leur expression inversement corrélée. La perte de LEF1 et le gain de TCF4 sont
associés avec la progression tumorale, induisant une transition de phénotype prolifératif a invasif
(Eichhoff et al., 2011). Le complexe B-caténine/LEF1 est régulé par la voie Wnt et active MITF (Larue
and Delmas, 2006). MITF est un gene au réle critique dans le développement du mélanocyte et dans
la progression du mélanome (Levy et al., 2006; Steingrimsson et al., 2004). Ainsi, MITF peut controler
la différenciation des cellules de mélanome et leur prolifération par arrét du cycle cellulaire (Loercher
et al., 2005; Wellbrock et al., 2008). De plus, I'activation de Wnt peut induire via la PKC une transition
de type EMT et augmenter la migration du mélanome, différemment de sa signalisation classique

(Dissanayake et al., 2007).

Figure 21 : Les inducteurs de la transition phénotypique du mélanome

Adapté de (Li et al., 2015)

JZEB2 J Métastases Multiples
NZEB1&TWIST/J, ZEB2&SLUG J Métastases Multiples
MMITF Différenciation Cutané
EGF/STAT3 Croissance et métastases Cutané
WNT5A/TNROR2 Invasion Cutané
MET/Exosome Métastases Cutané
MNTCF4/ LEF1 Invasion Cutané
JMITF Invasion Cutané
WNT5A/PKC Migration Cutané
FGF2/J{ FAK Migration Cutané
JE-Cadh/PN-Cadh Métastases Cutané
‘ME-Cadh Invasion Uvéal
HGF/Fibronectine Migration Cutané
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IGF-1 Migration Uvéal

2. Les voies de signalisation impliquées dans la transition de phénotype
du mélanome

Les signalisation de Wnt et Notch ont des réles bien caractérisés dans le développement des
cellules de la créte neurale (Cornell and Eisen, 2005; Wu et al., 2005). Ces voies de signalisation
embryonnaires sont également impliqués dans les fonctions tumorales des cellules de mélanome
(Takebe et al., 2011). Notamment, le mélanome présente un grand nombre de mutations activatrices
de la voie des MAP kinases, les mutations de BRAF et de NRAS étant les plus représentées (voir partie
[). Les voies MAPK et PI3K sont connues pour activer NF-kB, qui induit SNAIL et un phénotype
mésenchymateux dans les cellules épithéliales (Lin et al., 2010a), mais il manque encore la preuve de
|'existence de ce mécanisme dans le mélanome (Massoumi et al., 2009), méme s'il a été démontré
que SNAIL induisait un phénotype de type mésenchymateux dans le mélanome (Kudo-Saito et al.,
2009). Il est cependant suggéré que les RTKs (Récepteurs a Tyrosine Kinase) pourraient servir
d'intermédiaire pour activer NF-kB/SNAIL étant donné qu'elles activent les voies MAPK et PI3K.

De nombreuses preuves lient la signalisation des RTKs aux capacités migratoires, invasives et
métastatiques des cellules de mélanome. L'extinction de I'EGF dans les cellules de mélanome qui le
surexprime diminue les métastases aux ganglions lymphatiques, une étape clef de la progression
tumorale (Bracher et al., 2013). A la différence des mélanocytes, les cellules de mélanome sécrétent
le facteur de croissance FGF2, qui active le récepteur FGFR1. FGF2 favorise la migration des cellules
de mélanome en diminuant I'expression de FAK, induisant ainsi une perte de I'adhésion cellulaire
(Chalkiadaki et al., 2009). Comme dit précédemment, la transition des cadhérines E/N est un
important marqueur de cette transition de phénotype type EMT dans le mélanome. La signalisation
du HGF participe a cette transition des cadhérines via I'augmentation de SNAIL et TWIST (Koefinger
et al., 2011). De plus, la signalisation du HGF peut aussi induire la synthése de fibronectine, favorisant
la transformation et la migration des cellules de mélanome (Gaggioli et al., 2005). L'IGF-1 peut
également induire la migration, via I'augmentation de la production d'IL-8 des cellules de mélanome
(Satyamoorthy et al., 2002). Dans les patients de mélanomes uvéauy, il y a corrélation entre une
forte expression du récepteur a I'lGF-1 et les métastases (All-Ericsson et al., 2002).

Le TGF-B est l'inducteur d'EMT le plus étudié, avec un réle établi dans la régulation du
remodelage de la matrice extracellulaire et dans son influence du phénotype cellulaire (Derynck and
Zhang, 2003; Zavadil and Bottinger, 2005). De plus, le TGF-B peut activer SNAIL et SLUG via SMAD3
de maniére Rho-dépendante (Morita et al., 2007). L'augmentation de la signalisation du TGF-B est

impliqguée dans la résistance a l'inhibition de nombreux oncogénes. La perte de MED12, un
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répresseur de la signalisation de TGF-BR2, non seulement confere un phénotype mésenchymateux,
mais induit aussi une résistance aux inhibiteurs d'ALK, de I'EGFR et de BRAF dans de nombreux

cancers, dont le mélanome (Huang et al., 2012b).

3. Implications de la transition de phénotype dans la réponse aux
thérapies

L'adaptation du mélanome aux différentes thérapies qui le ciblent peuvent impliquer les
transitions de phénotypes, comme la transition de type EMT. Ainsi, la transition d'expression entre
ZEB1 et ZEB2 décrit précédemment peut étre initié et soutenu par une signalisation MAPK/ERK via
FRA-1, un composé du complexe AP-1 régulé par ERK (Caramel et al., 2013). Ainsi, les changements
d'expressions de ZEB1, ZEB2 et TWIST peuvent étre inversés par |'inhibition pharmacologique de la
signalisation BRAF/ERK. En considérant ces résultats avec ceux concernant l'association TGF-
B/MED12 (Huang et al., 2012b), il apparait de plus en plus indéniable que la transition de phénotype

du mélanome a de profondes implications dans la réponse thérapeutique.

La question de savoir s'il était intéressant de cibler cette transition de type EMT dans le
traitement du mélanome. Trois stratégies majeures ont été proposées pour répondre a cette
question. Considérant I'agressivité du mélanome, la premiére suggere une approche par réduction
du potentiel invasif. Des composés comme I'EGCG (Epigallocatechin gallate) ont des effet inhibiteurs
de la migration et de l'invasion de la lignée A375 (mutée pour BRAF), avec une inversion des
changements du phénotype type EMT orchestrée par une induction de la cadhérine E et la
suppression de la cadhérine N (Singh and Katiyar, 2011). Une autre stratégie repose sur |'utilisation
de la transition phénotypique comme méthode capable d'induire des changements dans le
mélanome pour le rendre plus facile a cibler par les traitements. Comme évoqué précédemment, une
haute expression de MITF dans le mélanome est associée avec un phénotype prolifératif. L'agent
chimiothérapeutique MTX (methotrexate) cause I'augmentation de MITF et de la tyrosinase, sa cible
directe, inhibant le potentiel invasif des cellules de mélanome. Ceci rend possible le traitement par
antifolate, une pro-drogue processée par la tyrosinase, qui induit une apoptose spécifiquement dans
les cellules traitées au MTX exprimant fortement MITF et la tyrosinase (Saez-Ayala et al., 2013). La
troisieme approche est basée sur le succeés des thérapies ciblant la signalisation BRAF/MAPK dans le
mélanome. La transition de phénotype, la migration cellulaire et l'invasion se développent
indépendamment ou parallelement de Il'acquisition de résistances thérapeutiques (Huang et al.,
2012b). Ainsi, la stratégie est de combinée une inhibition de la transition de phénotype et de la

migration cellulaire en conjonction de thérapies telles que le vemurafenib, qui cibles I'oncogéne
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BRAF et meéne a l'arrét de la croissance et/ou a la mort cellulaire. Des études révélent que la
combinaison d'inhibiteurs du TGRBR2 avec le vemurafenib permet de surpasser la résistance au
traitement induite par le TGFB (Huang et al., 2012b). L'inhibition chronique de BRAF provoque
également l'augmentation de la signalisation Wnt et favorise I'expression de l'inducteur d'EMT
WNTS5A. L'extinction de WNT5A abolie la résistance causée par le traitement chronique de

vemurafenib (Anastas et al., 2014).

Etant donné que la signalisation des nombreuses RTKs peut induire la transition de phénotype
et promouvoir la migration via des mécanismes distincts de la prolifération dépendante de
BRAF/MAPK et des facteurs de transcriptions de I'EMT, il semble logique de cibler une selection de
voies de signalisations issues de RTKs en combinaison avec des inhibiteurs de BRAF. Par exemple, la
signalisation de I'EGF confére une résistance a l'inhibition de BRAF et induit l'invasion dans le
mélanome via la voie SRC. L'inhibition du récepteur a I'EGF et de SRC resensibilise les cellules de
mélanomes résistantes au vemurafenib et bloque leur potentiel invasif (Girotti et al., 2013). L'HGF
sécrété par les cellules stromales du microenvironnement tumoral peut activer le récepteur MET,
initiant la signalisation MAPK/PI3K et conférant une résistance a l'inhibition de BRAF. Ainsi, une
double inhibition du HGF ou de MET peut supprimer la résistance (Straussman et al., 2012). Ceci
pourrait étre d'une importance particuliere en relation avec les exosomes issus de mélanome,
capable de conférer des propriétés métastatiques a des progéniteurs de moelle osseuse via MET
(Peinado et al., 2012). Les exosomes sont un important mécanisme d'export maintenant
compartimentées les molécules. Dans de nombreux cancers incluant le mélanome, les exosomes
dérivés des cellules tumorales contiennent de nombreux facteurs oncogénique influengant I'EMT et
les capacités métastatiques (Vella, 2014). Interférer avec les régulateurs de la formation des

exosomes permet de réduire la formation de métastases (Peinado et al., 2012).
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lll. SYK : Spleen tYrosine Kinase

A. Les Protéines Tyrosine Kinases (PTKs)

Les Protéines tyrosine kinases sont des enzymes dont l'activité catalytique est spécialisée dans
la phosphorylation de résidus tyrosines, présents sur leurs nombreux substrats, a partir de molécule
d'ATP, cette réaction étant réversible par le biais de protéines tyrosine phosphatases. Les PTKs
représentent 17% du "kinome" humain et sont donc d'importants acteurs de la transmission des
signaux cellulaires. Elles sont impliquées dans le contréle de nombreux mécanismes comme le
métabolisme énergétique, la progression du cycle cellulaire, le réarrangement du cytosquelette,
I'expression génique et I'apoptose. De maniére intéressante, la dérégulation des PTKs a un impact sur
la prolifération cellulaire et la survie, de telles altérations étant souvent associées a la tumorigenése
(Hunter, 2009; Krause and Van Etten, 2005).

Ces protéines sont sous-divisées en deux groupes : les Récepteurs Tyrosine Kinases (RTKs)
composés de récepteurs transmembranaires a activité tyrosine kinase; et les PTKs localisées au
niveau du cytoplasme. Les PTKs cytoplasmiques peuvent généralement s'associer avec des
récepteurs membranaires afin de transmettre la signalisation cellulaire. Les PTKs sont classées en

familles selon leur homologie avec des domaines ou motifs fonctionnels.

Figure 22 : Les PTKs Humaines

B. Généralités sur SYK
1. Structure

Le géne SYK code pour la protéine du méme nom, la Spleen tYrosine Kinase, baptisée d'apres
le premier site dont la protéine fut extraite (Kobayashi et al., 1990). Le géne est localisé au niveau du
chromosome 9q22, pouvant donner par épissage alternatif deux ARNm : SYK(L), ou simplement SYK,
et SYK(S), ou SYK-B. La protéine SYK, composée de 635 acides aminés pour un poids de 72 kDa,
appartient a la sous-famille SYK/ZAP70.

SYK est composée d'un tandem de domaines SH2 en position N-terminale, séparés par un
inter-domaine A (Sada et al., 2001). Un inter-domaine plus long sépare les domaines SH2 du domaine
catalytique. Les analyses structurelles indiquent la présence de nombreux résidus hydrophobes dans
les inter-domaines A et B, ainsi que dans le domaine kinase, qui interagissent et donnent a SYK une

conformation auto-inhibée (Gradler et al., 2013).
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Les domaines SH2 de SYK reconnaissent les motifs ITAM (séquence ASP/Glu-X-X-Tyr-X-X-Leu-
(X)6.5-Tyr-X-X-Leu) (Mocsai et al., 2010) suite a la phosphorylation de leurs tyrosines. Les motifs ITAM
se retrouvent sur de nombreux récepteurs couplés a SYK (Abram and Lowell, 2007), particulierement
sur les immunorécepteurs des cellules hématopoiétiques (Turner et al., 2000). Nous pouvons citer
par exemple le récepteur a I'antigene des cellules B (BCR ou B cell receptor), les récepteurs aux IgE
(FceR), aux IgG (FcyR), aux IgA (FcaR), le récepteur plaguettaire au collagene (GPVI), le récepteur
d'activation des cellule NK et les intégrines via I'association des adaptateurs DAP12 ou FcRy (Berton

et al., 2005).

Figure 23 : Structure de SYK

2. Activation de SYK via ses phosphorylations

SYK est donc primairement activée par son interaction avec un motif ITAM doublement
phosphorylé : ceci est engagé par la phosphorylation de la tyrosine en N-terminal des motifs ITAM
par un membre de la famille des tyrosines kinases Src permettant le recrutement de SYK au
récepteur (Geahlen, 2009; Mocsai et al., 2010). La seconde tyrosine du motif ITAM est ensuite
phosphorylée, probablement par SYK, complétant la formation du complexe SYK-récepteur. La liaison
au motif ITAM doublement phosphorylé leve I'anti-inhibition de SYK et meéne a son activation
(Gradler et al., 2013), qui va ainsi pouvoir catalyser la phosphorylation de ses substrats protéiques,
en privilégiant les tyrosines situées aux sites riches en acides aminés acides (Geahlen, 2009). Il a
également été montré que SYK pouvait, sous certaines conditions, phosphoryler des résidus sérines

(Heizmann et al., 2010; Uckun et al., 2012), mais cette fonction n'est pas encore bien comprise.

SYK elle-méme présente de nombreuses tyrosines phosphorylables qui peuvent réguler son

activité et sa capacité a interagir avec ses substrats protéiques (Geahlen, 2009).

La tyrosine 130 localisée dans l'inter-domaine A permettrait, une fois phosphorylée, de
moduler l'interaction de SYK avec les motifs ITAMs des récepteurs. Cette phosphorylation est
importante notamment pour augmenter |'activité basale de SYK et sa dissociation du récepteur des
lymphocytes B (Keshvara et al.,, 1997). La mutation Y130E de SYK provoque l'amplification de son
activité kinase et découple son activation de l'interaction avec un motif ITAM. De plus, la
conservation de ce site de phosphorylation est importante, sa délétion pouvant conduire a une
activation indépendante des ITAMs et rendre SYK sourd a la signalisation en aval (Adachi et al.,

2007).
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L'inter-domaine B contient également de nombreux sites de phosphorylation sur tyrosine, ces
sites modulant plus particulierement l'interaction protéine-protéine.

Ainsi la tyrosine 323 est un site de liaison au domaine SH2 de Il'ubiquitine ligase c-Cbl, un
régulateur négatif en aval de SYK dans les cellules B et les mastocytes (Ota and Samelson, 1997; Sada
et al., 2000). Cette tyrosine pourrait également étre impliquée dans l'interaction avec le domaine
SH2 de la sous-unité p85 de PI3K (Moon et al., 2005).

Les tyrosines 348 et 352 permettent, une fois phosphorylées, d'interagir avec les domaines
SH2 de protéines impliquées dans la signalisation cellulaire, telle Vavl (Deckert et al., 1996), la
phospholipase Cyl (PLCy1) (Law et al., 1996) et la phospholipase Cy2 (PLCy2) (Simon et al., 2005). La
phosphorylation de ces résidus est méme nécessaire dans les mastocytes pour la liaison de SYK au

motif ITAM des immunorécepteurs et I'augmentation de son activité kinase (Zhang et al., 2002).

Le domaine kinase présente de nombreux sites de phosphorylation modulant son activité.
Ainsi, le couple de tyrosines 525/526, situé dans la boucle d'activation du domaine kinase, est
nécessaire pour la signalisation en aval de SYK apres I'activation des immunorécepteurs (Zhang et al.,
1998). L'activation de ces deux tyrosines peut étre induite par autophosphorylation ou par un

intermédiaire comme les kinases Src (El-Hillal et al., 1997).

Trois tyrosines phosphorylables sont présentes dans la partie C-terminale de SYK
Y629/630/631. Leur autophosphorylation régule négativement |'activité kinase de la protéine dans la
lymphocyte T (Zeitimann et al., 1998), tandis que le mutant Tyr 629/630/631 Phe provoque un gain
de fonction (le mécanisme restant encore a déterminer). La tyrosine 630 est également
phosphorylée lors de I'activation du BCR, et permet la liaison de SYK au domaine SH2 de I'adaptateur
SLP65, permettant I'activation des voies en aval (Kulathu et al., 2008). Si les cellules B ne peuvent pas
former ce complexe SYK/SLP65, différentes dérégulations surviennent, telles l'incapacité pour AKT
d'activer la voie des MAP kinases, la perturbation de la signalisation par le calcium et un blocage du

développement cellulaire.

L'implication de SYK dans de nombreuses voies de signalisation fait que sa régulation est tres
importante, SYK ayant donc tendance a étre régulée négativement pour prévenir |'activation
constitutive des voies en aval. La tyrosine 323, par exemple, peut se lier a l'ubiquitine ligase c-Cbl,
conduisant a la dégradation de SYK par le protéasome. De plus, des protéines tyrosine phosphatase

telle SHP-1 peuvent déphosphoryler SYK pour inhiber son activité (Dustin et al., 1999).
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3. Epissage alternatif : la forme SYK-B

La transcription de SYK peut aboutir a deux produits d'épissages différents : la PTK classique
SYK, ou SYK(L); et une forme raccourcie SYK-B, ou SYK(S). SYK-B se voit amputée de 23 acides aminés
(283-305) dans l'inter-domaine B (Wang et al., 2003), affectant intrinsequement I'activité de la kinase
et réduisant son activité, comme cela a été mis en évidence dans la signalisation du BCR (Latour et
al., 1996). Si les cibles de SYK-B restent les mémes que celles de SYK, la délétion semble affecter la
capacité de la kinase a se lier aux motifs ITAM phosphorylés, causant la déficience de la signalisation.
Cependant, cette perte d'affinité pour les motifs ITAM ne semble pas résulter d'une perte de sites de
phosphorylation présents dans la portion amputée (Latour et al., 1998).

Des différences peuvent toutefois étre notées entre les localisations de SYK et SYK-B, SYK
pouvant se déplacer entre le cytoplasme et le noyau mais SYK-B étant strictement cytoplasmique
(Latour et al., 1996; Prinos et al., 2011; Wang et al., 2003). SYK pouvant pénétrer le noyau par
interaction avec les histones désacétylases et le facteur de transcription Spl (Wang et al., 2005), la
région perdue par SYK-B contient vraisemblablement la séquence permettant ce transport (Wang et
al., 2003).

SYK-B est coexprimée avec SYK, mais le rapport entre les deux favorise la forme compléete SYK.
Ainsi, la forme SYK-B est trés faiblement exprimée dans les lignées hématopoiétiques (Latour et al.,
1996) et completement absente des cellules épithéliales mammaires (Wang et al., 2003). Mais dans
le cas du cancer, il semble que l'expression de SYK-B augmente, comme en témoignent son
apparition dans les lignées cellulaires de cancer du sein (Wang et al., 2003), ou encore l'inversion de

la balance SYK/SYK-B en faveur de SYK-B dans les carcinomes hépatocellulaires (Hong et al., 2014).

Figure 24 : Structure comparative de SYK avec les autres membres de sa sous-famille

4. ZAP70

La protéine tyrosine kinase ZAP-70 a une structure trés proche de SYK, les deux constituant la
méme sous-famille de PTKs. La principale différence structurale repose sur la délétion dans ZAP-70
de 23 acides aminés par rapport a SYK, la méme séquence perdue par SYK-B. D'autres différences
ponctuelles existent entre les deux, tel le remplacement de la tyrosine 629, mais ZAP-70 est de fait
extrémement proche de SYK/SYK-B.

ZAP-70 est principalement exprimée dans les cellules T, les cellules NK et les cellules de

leucémie lymphoide chronique B (Colucci et al., 2002; Crespo et al., 2003). ZAP-70 joue un role
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majeur dans le développement et la signalisation des lymphocytes T, mais est un marqueur de

mauvais pronostic dans les leucémies lymphoides chroniques B.

5. Conservation au cours de I'évolution et développement
embryonnaire

La famille de PTK SYK/ZAP-70 a une origine évolutive ancienne, avec toutefois une alternance
entre apparition et disparition au cours de I'évolution animale (Steele et al., 1999). Drosophila
melanogaster exprime une protéine apparentée a SYK, SHARK (SH2 domain ankyrin repeat kinase 4),
qui contient des répétitions de domaines ankyrines entre ses domaines SH2. Dans un autre registre,
les hydres et les éponges expriment deux kinases apparentées a SYK : HTK98 est similaire a la version
de SYK des vertébrés et HTK16, qui est plus proche de SHARK (Steele et al., 1999; Suga et al., 1999). A
I'inverse, Caenorhabditis elegans ne présente aucune tyrosine kinase apparentée a SYK (Ruvkun and

Hobert, 1998).

Cette conservation au cours de |'évolution indique que SYK est importante pour la survie de
I'individu, sa perte devant avoir des conséquences majeures. Ainsi, le géne SYK invalidé par KO dans
la souris induit majoritairement une létalité périnatale, avec de larges hémorragies cutanées
(pétéchies) in utero ou a la naissance, ainsi que I'absence de cellules B matures (Cheng et al., 1995;
Turner et al., 1995). L'hématopoiése générale n'est pas perturbée, le phénotype hémorragique étant
di a une mauvaise séparation des systémes sanguins et lymphatiques, menant le premier a
s'épancher |étalement dans le second (Abtahian et al., 2003). Le partenariat entre SYK et SLP-76 dans
les précurseurs des cellules endothéliales serait nécessaire a I'angiogénése et la lymphangiogéneése.
Pour ce qui est du défaut en cellules B matures, il est originaire d'un blocage de la maturation au
niveau de la transition entre cellules pro-b et pré-B.

Dans |'état actuel des connaissances, aucun patient humain ou souche animale avec une

mutation germinale spontanée de SYK n'a été décrit.

C. Role physiologique

1. Les voies de signalisation dépendantes de SYK

Une fois SYK activée par son interaction avec des motifs ITAM, elle va pouvoir interagir avec de
nombreux partenaires et induire de nombreuses voies de signalisation. Suit une liste non exhaustive

des partenaires et substrats de SYK (Sada et al., 2001)
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Figure 25 : Les partenaires de SYK

Effecteurs/Substrats de SYK Références

LAT (Saitoh et al., 2000)
SLP-76 (Hendricks-Taylor et al., 1997)
BLNK / SLP-65 (Fu et al., 1998)
BCAP (Okada et al., 2000)
Molécules adaptatrices
HS1 (Yamanashi et al., 1997)
Shc (Nagai et al., 1995)
TCR CD3 (Latour et al., 1997)
3BP2 (Deckert et al., 1998)
Chbl (Lupher et al., 1998)
PLC-y (Takata et al., 1994)
PLD (Hitomi et al., 1999)
Btk (Kawakami et al., 2000)
Enzymes Pyk2 (Okazaki et al., 1997)
Vavl (Deckert et al., 1996)
Vav2 (Tartare-Deckert et al., 2001)
PI3K (Beitz et al., 1999)
MAPK (Costello et al., 1996)
Tubulin (Peters et al., 1996)
Protéines du Cytosquelette
SH3P7 (Larbolette et al., 1999)

Certaines des voies induites par SYK sont détaillées ci-dessous dans le modeéle le plus décrit

lorsque SYK est concernée : la signalisation du BCR.

Figure 26 : Signalisation de SYK dans le BCR

a. BLNK

La protéine BLNK (65 B cell linker protein), aussi nommée SLP-65 (SH2 domain-containing
leucocyte protein of 65 kDa) ou BASH (B cell-Specific adaptator protein), a un réle d'adaptateur et
d'effecteur de la signalisation BCR dans le cytoplasme. Une fois SYK activée par le BCR, la kinase
recrute BLNK a la membrane et la phosphoryle pour permettre I'activation de nombreuses voies.
Effectivement, l'activation de BLNK génére des sites de liaison et permet le recrutement de

nombreuses molécules effectrices, telles Vav, GRB2, PLCy2, NCK et BTK.
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BLNK sert également a moduler le recrutement d'enzymes régulant le second messager Ca** et
provoquant la transcription des genes cibles. Il a été montré par une approche de mutation
fonctionnelle de BLNK que son domaine SH2 est nécessaire pour que SYK puisse la phosphoryler,
gu'elle soit recrutée a la membrane et qu'elle induise I'activation de la voie NFAT (Abudula et al.,
2007). BLNK n'est pas seulement un substrat de SYK, elle sert également de partenaire de liaison
directe, et elle est activatrice de SYK (Kulathu et al., 2008). Ainsi, BLNK et SYK forment une boucle
médiée par la liaison entre le domaine SH2 de BLNK et le site d'auto-activation Y630 de SYK. Suite a
I'engagement du BCR, les cellules B incapables de former I'association SYK/BLNK (par exemple suite a
une mutation) se voient dans I'impossibilité d'activer les voies ERK, NFkB et NFAT, I'activation d'AKT
restant possible. Le blocage de ce complexe empéche également la maturation des cellules B. De
plus, dans les cellules B matures et activées I'association SYK/BLNK est nécessaire pour maintenir la
réponse du Ca®*. Une fois le BCR activé et internalisé, SYK peut rester activée dans son complexe avec
BLNK a la membrane, aboutissant a une signalisation soutenue.

De plus, indépendamment de son activité kinase, la fonction adaptatrice de SYK est nécessaire
pour lier la phosphorylation de BLNK & la réponse du Ca®* (Abudula et al., 2007). Enfin, la régulation

entre SYK et BLNK peut étre alternativement en aval ou en amont de 'une ou l'autre.

b. Lavoie des enzymes lipidiques : PI3K et PLCy

Les enzymes lipidiques PI3K et PLCy sont des effectrices générant des messagers secondaires
en aval de la signalisation BCR et sont liées au métabolisme des phospho-inositides. Ces deux

enzymes possedent des domaines SH2 et sont activées par phosphorylation.

SYK, via sa phosphorylation sur Y323, se lie directement au domaine SH2 de PI3K (Moon et al.,
2005). PI3K peut aussi étre recrutée par ses domaines SH2 par les adaptateurs BCAP (B-Cell activator
for PI3K) ou Cbl, apres leur phosphorylation par SYK. De plus, SYK peut étre ubiquitinée par Cbl-b lors
de sa liaison a sa tyrosine 323, ce qui induit la régulation négative du BCR (Sohn et al., 2003; Yankee
et al., 1999).

PI3K convertit les PIP, membranaires en PIP3, activant les PLCy, AKT et VAV. La voie PI3K/AKT
améliore la prolifération et la survie des lymphocytes B (Fruman et al., 1999). SYK mobilise également
cette voie anti-apoptotique dans la réponse des lymphocytes B apres stimulation par un stress

oxydant (Ding et al., 2000).

Les PLCy sont recrutées par la protéine adaptatrice BLNK activée par SYK via ses domaines SH2,

favorisant leur activation par SYK (Fu et al.,, 1998). PLCyl et PLCy2 convertissent les PIP,
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membranaires en messagers secondaires DAG (1,2-diacylglycérol) ou IP3 (1,4,5-triphosphate). Le
DAG active les PKC et I'IP3 libere le calcium du réticulum endoplasmique, activant la voie des MAP
kinases (ERK/JNK/p38) et des facteurs de transcription tel NFAT. Ceci est médié par la régulation
positive de la phosphatase calcineurine par le calcium, qui induit la déphosphorylation de NFAT et

permet sa translocation nucléaire, ou elle active ses genes cibles.

c. Lavoie des MAP kinases

Dans les Lymphocytes B, SYK se lie au BCR aprés son activation et phosphoryle Shc, qui a son
tour recrute GRB2 (Growth factor Receptor-Bound protein 2), Ras et SOS (Son of Sevenless),
conduisant a l'activation de la voie Ras/Raf/ERK (Nagai et al., 1995). GRB2 peut étre remplacée par
BLNK dans l'activation de la voie (Hashimoto et al., 1998).

Une fois activée, ERK active a son tour plusieurs facteurs de transcription nucléaires tels AP-1
et SRE, dépendant aussi de PLCy, et permettant I'entrée dans le cycle cellulaire et la production de

cytokines (Mittelstadt and DeFranco, 1993; Richards et al., 2001).

d. Lavoie NF-kB

NF-kB est un facteur de transcription impliqué dans de nombreux processus cellulaires, par
exemple pour protéger des signaux pro-apoptotiques (Barkett and Gilmore, 1999). Dans les
lymphocytes B, I'activation anti-apoptotique de NF-kB nécessite I'activation de PLCy2 par BTK et SYK
(Oh et al., 2007; Petro and Khan, 2001). SYK régule NF-kB a court terme par I'augmentation du Ca**

cytoplasmique alors que BTK est impliquée a long terme.

e. Lavoie Rho

La famille des GTPases Rho est impliquée dans de nombreux mécanismes cellulaires,
notamment dans le remaniement du cytosquelette d'actine et dans I'induction de la voie des MAP
kinases (Etienne-Manneville and Hall, 2002). Les membres de la famille Vav (1, 2 et 3) sont des
facteurs d'échange du GTP régulés par phosphorylation, qui jouent un réle important dans
I'activation de la famille Rho sous la signalisation BCR (Turner and Billadeau, 2002). SYK interagit via
sa tyrosine 352 au SH2 de Vav, ce qui induit sa phosphorylation et son activation. Ainsi, dans les
lymphocytes T, l'activation de Vav par SYK stimule la voie des MAP kinases et le facteur de
transcription NFAT (Deckert et al., 1996) via son association avec 3BP2, un autre substrat de SYK

(Foucault et al., 2005). Dans les lymphocytes B, Vav controle le cytosquelette d'actine via Racl
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(famille Rho), qui est nécessaire pour l'activation de la cycline D2 et la prolifération (Glassford et al.,
2001; Tarakhovsky et al., 1995); mais I'implication de SYK reste a déterminer. Dans les plaquettes, les
intégrines a,,,3 activées génerent la phosphorylation de Vav par SYK, provoquant le réarrangement

du cytosquelette (Obergfell et al., 2002).

SYK phosphoryle également de nombreux substrats impliqués dans I'organisation des
microtubules du cytosquelette. Les microtubules sont constitués de filaments épais composés
d'hétérodimeres a/B de tubuline. La signalisation BCR induit la phosphorylation de I'a-tubuline via

SYK, mais les conséquences de cette phosphorylation ne sont pas connues (Fernandez et al., 1999).

f. Signalisation non dépendante de I'activité kinase de SYK

Alors que dans les lymphocytes B, la signalisation par le calcium est induite par la
phosphorylation de BLNK et PLCy2 par SYK, ce second messager peut aussi étre généré par la
fonction adaptatrice de SYK indépendamment de son activité kinase. Un motif YXDV au niveau de
I'extrémité C-terminale de SYK permet de se lier directement a BLNK, comme le ferait PLCy2,

induisant la mobilisation du calcium (Abudula et al., 2007).

2. Role dans les cellules hématopoiétiques

a. Signalisation des récepteurs a motif ITAM

Les immunorécepteurs classiques (BCR, TCR et plusieurs FcRs) effectuent, directement ou
indirectement, la reconnaissance adaptative du soi et des antigénes étrangers. Les adaptateurs
transmembranaires associés aux immunorécepteurs, voire dans le cas du FcyRIIA, le ligand lié a la
chaine du récepteur, peuvent contenir un ou plusieurs ITAMs. La liaison au récepteur méne a la
phosphorylation de ces ITAMs, principalement par les membres de la famille Src. Via l'interaction
avec leur double domaine SH2, les ITAMs phosphorylés recrutent SYK dans le cas du BCR et des FcR
(ZAP-70 dans le cas du TCR), activant la kinase et la signalisation en aval. ZAP-70 est plus dépendant
de I'activation par les kinases Src que SYK, probablement car SYK peut phosphoryler de lui-méme les

ITAMs (Pao et al., 1997; Turner et al., 2000).
Outre la signalisation initiée par la liaison ligand-récepteur, les ITAMs peuvent induire une

signalisation constitutive ou tonique. Ceci a été prouvé lors du blocage de la signalisation BCR par

I'inactivation des ITAMs portés par les chaines a, aboutissant a la disparition rapide des cellules B
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matures (Kraus et al., 2004). Ceci indique que le maintien des cellules B matures requiére l'activation
des ITAMs, méme en absence de ligands du BCR, d'ou une activation tonique. Ainsi, méme si il n'a
pas encore été montré que SYK était nécessaire a la signalisation tonique, I'effet des inhibiteurs de
SYK sur des lymphomes B exprimant le BCR suggére que c'est le cas. Il a également été montré dans
les mastocytes que la signalisation par le FceRI pouvait étre induite méme en absence d'antigénes
(Kitaura et al., 2003; Kohno et al., 2005). Ces réponses nécessitant I'agrégation du récepteur et de

SYK, cela semble se conformer a la signalisation conventionnelle ITAM-SYK.

Il a longtemps été supposé que les deux résidus tyrosines phosphorylés constituant le motif
ITAM devaient se situer sur la méme chaine peptidique pour recruter et activer SYK. Cependant, il a
été montré que SYK pouvait étre activée via des récepteurs de type lectine, présentant seulement un
motif Tyr-X-X-leu sur leur queue cytoplasmique : par exemple, le récepteur de recognition fongique
CleC7A (Rogers et al., 2005), ou le récepteur plaquettaire CleC2 (Suzuki-Inoue et al., 2006). La
transduction du signal passe par les domaines SH2 de SYK et par ces hémilTAMs (Fuller et al., 2007,
Rogers et al., 2005) : les récepteurs porteurs des motifs hémilTAMs activent SYK en se dimérisant,
liant les deux domaines SH2 de SYK sur les hémilTAMs phosphorylés des deux chaines (Hughes et al.,

2010).

b. Signalisation des récepteurs sans motifs ITAM

De nombreux récepteurs, autres que les immunorécepteurs, peuvent activer SYK sans porter
eux-mémes des motifs ITAMs. En exemple, nous pouvons citer les Intégrines ou les récepteurs aux
chimiokines, qui ne contiennent pas de motifs ITAM mais s'associent a des adaptateurs a motifs
ITAM, comme DAP12 et FcRy (Mocsai et al., 2006), aboutissant a I'activation de SYK dans plusieurs

types cellulaires(Abram and Lowell, 2007).

Il a été montré dans les macrophages et les neutrophiles que SYK est activée par I'intégrine B2
via son interaction avec les adaptateurs DAP12 et de FcRy (Mocsai et al.,, 2006). Différemment,
I'intégrine plaquettaire a,bB3 peut engager et activer SYK indépendamment de ses domaines SH2
(Gao et al., 1997). Ces résultats suggerent que méme au sein des intégrines différents modes de
signalisation engageant SYK sont possibles. Toujours dans les plaquettes, lors de leur étalement sur
fibrinogéne, SYK peut se lier aux intégrines B3 non phosphorylées par son domaine SH2 en N-
terminal et par l'inter-domaine A (Woodside et al., 2002). Cependant, ces observations n'écartent
pas la possibilité d'une phosphorylation intermédiaire de SYK par des protéines contenant des motifs

ITAM.
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Le M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor) se lie au récepteur tyrosine kinase c-Fms
dans les ostéoclastes, participant a la régulation du cytosquelette via I'adaptateur DAP12 et SYK (Zou

et al., 2008).

Le récepteur membranaire PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1), exprimé dans les cellules
myéloides, se lie aux protéines ERM (Ezrine, Radixine et Moésine), provoquant la phosphorylation de
leur motif ITAM. Les ERM sont connues pour faire le lien entre la membrane plasmique et le

cytosquelette d'actine, servir d'adaptateurs et induire I'activation de SYK (Urzainqui et al., 2002).

La chimiokine CXCL12/SDF1 (Stroma-Derived Factor 1) est impliquée dans la polarité et la
migration des cellules hématopoiétiques, activant SYK dans les lymphocytes B (Matsusaka et al.,
2005) et ZAP-70 dans les lymphocytes T (Ticchioni et al., 2002). Les mécanismes d'action aboutissant
a l'activation de SYK par CXCL12 ne sont pas encore connus mais pourraient faire intervenir des

adaptateurs contenant des motifs ITAM comme DAP12 et FcRy.

c. Signalisation activée par le stress oxydatif

Le stress oxydatif est généré par de nombreux processus physiologiques et pathologiques,
mais peut aussi étre causé par des stress environnementaux comme les rayonnements UV ou
ionisants, ou encore induit par des traitements. Il survient quand la concentration en radicaux libres
et en ROS (Reactive Oxygen Species) dépassent les capacités anti-oxydantes cellulaires. De
nombreuses pathologies découlent du stress oxydatif, pouvant devenir cytotoxique ou perturber les
voies de signalisation (Thannickal and Fanburg, 2000).

Le stress oxydatif peut ainsi activer une signalisation, indépendamment de l'activation des
récepteurs, par l'inhibition des tyrosines phosphatases, qui conduit a I'activation de tyrosines kinases
comme SYK et ZAP-70 (Schieven et al., 1993; Schieven et al.,, 1994). Dans les lymphocytes B, le
traitement a I'H,0, induit une activation de SYK dépendante de Lyn, kinase de la famille Src (Qin et
al., 1996). Toujours dans ces cellules, la concentration en H,0, induira, via l'activation de SYK, des

voies pro ou anti-apoptotiques (Tohyama et al., 2004).

3. Role dans les cellules non hématopoiétiques

SYK joue un réle majeur dans les cellules du lignage hématopoiétique, avec une influence sur

de nombreux mécanismes allant de la prolifération a la différenciation et la phagocytose. Cependant,
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les récepteurs activant SYK, comme les intégrines, sont présents dans de nombreuses cellules non-

hématopoiétiques, ce qui laisse supposer un role de SYK dans ces types cellulaires.

On retrouve I'expression de SYK dans les cellules endothéliales vasculaires : il est indispensable
a leur prolifération, leur migration et leur survie. L'invalidation de SYK chez la souris induit une mort
périnatale par pétéchie : les cellules endothéliales vasculaires présentant d'importantes anomalies
morphologiques (Inatome et al., 2001; Yanagi et al., 2001) et la glycoprotéine VI (GpVI), un récepteur
au collagene des plaquettes, voie son expression perturbée (Mocsai et al., 2010). Ces deux défauts
engendrés par le KO de SYK entraine un défaut de la séparation des systémes vasculaires et

lymphatiques, cause de la pétéchie.

SYK est exprimée dans plusieurs types de cellules épithéliales. Elle est présente dans
I'épithélium mammaire humain et murin (Coopman et al., 2000; Fluck et al., 1995). SYK est exprimée
dans le tissu mammaire normal, les lésions et hyperplasies bénignes, mais est perdue
progressivement en cas de transformation tumorale. Les cellules épithéliales bronchiques expriment
SYK, dans lesquelles elle participe a la signalisation inflammatoire en aval de I'intégrine B1 et du TNF
(Ulanova et al., 2006; Ulanova et al., 2005). De méme, SYK s'exprime dans I'épithélium gastrique
(Wang et al., 2004) et dans les cellules épithéliales squameuses de la téte et du cou (Luangdilok et al.,

2007).

SYK participe a la différenciation des fibroblastes embryonnaires de souris 3T3-L1 en
adipocytes, son activité étant impliquée dans l'adipogénése (Wang and Malbon, 1999).

Dans les fibroblastes de la muqueuse nasale, I'expression de SYK est associée a la production
de la chimiokine RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted) lors de la
stimulation par du LPS (lipopolysaccharide), qui est porté par la paroi des bactéries a Gram négatif
(Yamada et al., 2001). RANTES participe a la réponse inflammatoire en recrutant et activant les

éosinophiles.

SYK est impliquée dans I'activation de la voie des MAP kinases dans les hépatocytes humains et
murins, via les récepteurs couplés aux protéines G (Tsuchida et al., 2000). Comme pour les cellules
endothéliales, les hépatocytes de souris invalidées pour SYK développent des anomalies

morphologiques (Yanagi et al., 2001).

SYK est retrouvée dans les cellules neuronales et impliquée dans la différenciation neurale des

cellules de carcinomes embryonnaires P19 (Tsujimura et al., 2001).
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Les cellules musculaires lisses de rat expriment SYK, qui contrble la synthése protéique en
réponse a l'angiotensine Il, peptide majeur qui régule I'noméostasie et la prolifération cellulaire

(Yaghini et al., 2007).

4. Role dans la peau

La peau est constituée de nombreux types cellulaires (sa composition et son homéostasie
étant décrites plus avant en partie I). SYK est présente dans ces nombreux types cellulaires, comme
dans les mélanocytes, les kératinocytes, les cellules épithéliales vasculaires et les cellules

immunitaires résidentes.

Dans les mélanocytes, son expression est perdue lors de la transformation en mélanome
(Hoeller et al., 2005; Muthusamy et al., 2006), cependant, son réle physiologique est peu connu. En
effet, bien qu'elle semble étre impliquée dans le contrdle de la survie cellulaire et avoir un réle
suppresseur de tumeur, sa réexpression est capable d'arréter la prolifération des cellules et d'induire

la sénescence (Bailet et al., 2009).

Les kératinocytes expriment d'importants niveaux de SYK, leur implication étant probablement
due aux multiples immunorécepteurs présents dans ce type cellulaire, clefs de la réponse
immunitaire cutanée (Kobayashi et al., 2009; MclInturff et al., 2005). Les kératinocytes subissent un
processus de différenciation poussé, le stade terminal étant la mort cellulaire, mais dont I'évolution
fait intervenir de nombreux mécanismes immunitaires (Elias, 2005; Nestle et al., 2009). Il a été
démontré que SYK agissait comme un immunorégulateur dans la régulation de la différenciation
kératinocytaire, son expression diminuant au fur et a mesure de la différenciation (Wu et al., 2016).
L'inhibition ou extinction de SYK dans les kératinocytes peut méme augmenter |'expression des

marqueurs de différenciation, suggérant que SYK inhibe la différenciation kératinocytaire.

De maniere générale, |'expression de SYK dans la peau semble également pouvoir médier la

réponse aux UVs, régulant la sécrétion de MMPs (MMP-1 et MMP-13) dans le stroma cutané et

produisant un signal pro-survie avec activation de la voie JNK (Papazoglou et al., 2011).

D. Les pathologies cancéreuses

1. SYK, promoteur de tumeur
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Figure 27 : Cancers dans lesquels SYK est promoteur de tumeur

D'apreés (Krisenko and Geahlen, 2015)

Type de cancer

Leucémie lymphoblastique B

(LLC-B)

Observations
Activation constitutive de SYK.

L'inhibition de SYK induit I'apoptose.

Références
(Buchner et al., 2009;
Chen et al., 2008a;
Gobessi et al., 2009)

Lymphome diffus a larges cellules B

(DLBCL)

Activation constitutive de SYK, augmentation du

nombre de copie du gene.

L'inhibition de SYK induit I'apoptose ou l'arrét de

cycle.

(Chen et al., 2008b;
Chen et al., 2013;
Cheng et al., 2011)

Lymphome folliculaire

(LF)

L'inhibition de SYK induit I'apoptose.

(Leseux et al., 2006)

Lymphome de la cellule du
manteau

(LCM)

Surexpression de SYK suite a I'amplification du
gene.

L'inhibition de SYK induit I'apoptose.

(Rinaldi et al., 2006)

Lymphome de la zone marginale

(LZm)

Augmentation de I'expression de SYK.

(Ruiz-Ballesteros et

al., 2005)

Leucémie lymphoblastique aiglie B

(LLA-B)

Activation constitutive de SYK.
Les inhibiteurs de SYK bloquent la prolifération

tumorale.

(Perova et al., 2014;
Uckun et al., 2010a;
Uckun et al., 2013)

Lymphome des cellules T
périphériques

(PTCL)

Activation constitutive de SYK.

Protéine de fusion TEL-SYK.

(Feldman et al., 2008;
Pechloff et al., 2010)

Virus Epstein-Barr + désordre
lymphoprolifératif
(PTLD)

Activation de SYK par LMP2A.

L'inhibition de SYK induit I'apoptose.

(Hatton et al., 2011)

Leucémie aiglie myéloide

(LAM)

Activation de SYK par les intégrines.
L'inhibition de SYK diminue la prolifération et

induit la différenciation.

(Hahn et al., 2009;
Miller et al., 2013;
Oellerich et al., 2013)

Carcinome nasopharyngien

Activation de SYK par LMP2A.

(Bach et al., 2014)

Cancer du sein HER2 positif

Activation de SYK par C35.

(Lu et al., 2006)

Cancer du pancréas

Cellules dépendantes de K-RAS.

Supprimer SYK induit I'apoptose.

(Fotheringham et al.,

2012)

Cancer du poumon

Cellules dépendantes de K-RAS.

Supprimer SYK induit I'apoptose.

(Fotheringham et al.,

2012)
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Rétinoblastome

Expression de SYK dans les cellules tumorales,
absent du tissu normal.

L'inhibition de SYK induit I'apoptose.

(Singh et al., 2009)

Cancer de l'ovaire

L'expression de SYK augmente avec la progression
tumoral.

L'inhibition de SYK induit I'apoptose.

(Lowe et al., 2004)

Cancer de poumon a petites
cellules

(SCLC)

Forte expression de SYK dans les tumeurs.

L'extinction de SYK induit I'apoptose.

(Prinos et al., 2011;
Zhang et al., 2012b)

Carcinome squameux de la téte et
du cou

(SCCHN)

La forte expression de SYK stimule la motilité

cellulaire.

(Udyavar et al., 2013)

a. Lasurvie dans les cancers hématopoiétiques sous le BCR

Le rble de SYK en tant que promoteur de la prolifération cellulaire tumorale est
particulierement décrit dans les pathologies des cellules B, SYK étant fortement impliquée dans la
signalisation du BCR et la survie cellulaire.

Au cours du développement des cellules B dans la moelle osseuse, le réarrangement de la
chaine lourde des immunoglobulines aboutit a un récepteur de pré-cellules B contenant une chaine
lourde, une chaine légére de substitution et un hétérodimeére CD79a/CD79b; porteurs de motifs
ITAM (Monroe, 2006). Un réarrangement génétique et un assemblage du récepteur sont requis pour
que les cellules survivent a la transition de cellules progénitrices en pré-cellules B, via une
signalisation issue du pré-BCR relayée par SYK. En conséquence, les précurseurs des cellules B
déficientes pour SYK échouent généralement a se différencier en pré-cellules B (Turner et al., 1995).
Celles qui réussissent la transition le font principalement grace a la faible expression constitutive de
ZAP-70, mais échouent a progresser plus loin, et n'aboutissent jamais en cellules B matures (Fallah-
Arani et al., 2008). Cette transition plus tardive requiert le réarrangement du locus de la chaine
légere, la production et I'expression a la surface du récepteur de cellule B mature, celui-ci étant
également associé avec I'hétérodimere CD79a/CD79b. A ce stade, SYK est a nouveau requis pour la
survie cellulaire, supposément activé par la signalisation tonique (en l'absence d'antigenes) du BCR
(Monroe, 2006). En fait, I'expression soutenue du BCR et sa signalisation tonique sont requises pour
la survie continue des cellules B matures (Lam et al., 1997). La signalisation via le récepteur BAFF, un
récepteur au TNF requis pour la survie des cellules B folliculaires, passe également par |'association

de SYK aux motifs ITAM du BCR pour assurer la survie cellulaire (Schweighoffer et al., 2013).
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Il a été montré dans un modele murin de lymphome non-hodgkinien, portant une association
de I'oncogene c-Myc inductible par immunoglobulines (Eu-MYC) et un BCR spécifique au HEL (Hen
Egg Lysosyme), (BCR"™), que le développement de tumeurs lymphoides dépend de la signalisation
tonique du BCR pour assurer leur survie (Young et al., 2009). De plus, la génération de souris Ep-
MYC/ BCR*™ /sHEL résulte en l'apparition de tumeurs plus agressives, chroniquement activées via le
BCR, et ressemblant au lymphome de Burkitt. Ceci supporte le concept d'un BCR contribuant a la
tumorigenése via une signalisation tonique et/ou chronique. Dans ces deux types de tumeurs,

|'extinction de SYK induit I'apoptose des cellules et inhibe la formation de tumeurs chez la souris.

Un autre exemple du réle primordial de SYK et du BCR est leur implication dans la
tumorigenese de la LLC-B (leucémie lymphoblastique B). La LLC-B émerge de |'expansion clonale de
cellules B matures, les cellules de LLC-B étant typiquement BCR positives et formant deux catégories
générales : une forme indolente avec les genes de la région variable de la chaine lourde des
immunoglobulines (IgVy) mutés et une forme agressive avec les génes IgV,, non mutés et exprimant
ZAP-70 (Kipps, 2003). ZAP-70 n'est pas exprimée normalement dans les cellules B, et sa capacité a
induire la tumorigenése des LLC-B ne requiert pas qu'elle soit catalytiquement active, suggérant une
fonction adaptatrice de la kinase (Chen et al.,, 2008a). Les cellules des deux classes de LLC-B sont
caractérisées par la présence de hauts niveaux de SYK constitutionnellement activée (Baudot et al.,
2009). Mais le fait de savoir si l'activation de SYK suit I'engagement du BCR par un antigéene
guelconque via une signalisation chronique ou si elle est due a une signalisation tonique du BCR
indépendante de tout ligand n'est pas encore clair,, les deux mécanismes pouvant induire un
développement tumoral (Rickert, 2013).

L'inhibition de SYK ou son extinction, aussi bien dans la forme indolente qu'active des LLC-B,
provoque |'apoptose par la voie de la caspase 3 (Baudot et al., 2009; Buchner et al., 2009; Gobessi et
al., 2009). La forme agressive non mutée est particulierement dépendante de |'activité de SYK pour
sa survie (Buchner et al., 2009). Dans un essai de phase 1/2 testant l'inhibiteur de SYK fostamatinib,
55% des patients atteints de LLC-B ont répondu positivement a la thérapie (Friedberg et al., 2010).
Les cellules issues de patients traités présentaient une expression diminuée de NF-kB et des genes
cibles de c-Myc, une activation réduite de BTK (située en aval de SYK), des niveaux bas de MYC et
JunB, et une diminution de l'expression des marqueurs d'activation de surface; tout ceci étant

cohérent suite a une inhibition de la signalisation BCR (Herman et al., 2013).

La signalisation dépendante du BCR est également impliquée dans les LDGCB (Lymphome
diffus a grandes cellules B). Le LDGCB est une collection hétérogene de pathologies, dont une partie

est BCR positive, présentant une signature d'expression génique cohérente avec des cellules B
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activées aux anti-IgM et reposant pour leur survie de I'expression des composants du BCR (Davis et
al., 2010). De nombreuses lignées issues de LDGCB présentent une signalisation tonique ou
chronique du BCR, résultant en la phosphorylation constitutive de SYK sur les tyrosines d'auto-
activation (Chen et al., 2008b). Sur 61 échantillons de LDGCB de patients, 44% présentaient des
niveaux élevés de SYK phosphorylée, localisés a la membrane plasmique, ou le BCR se situe
également (Cheng et al., 2011). Certains LDGCB primaires montrent une augmentation du nombre de
copies du géne SYK, corrélée a I'augmentation de I'expression de la protéine (Chen et al., 2013). Les
cellules de LDGCB dépendantes du BCR surexpriment fréquemment l'inhibiteur de la transcription
BCL6, qui diminuent |'expression de PTPROt, un récepteur de type phosphatase de tyrosine et
régulant négativement la signalisation dépendante de SYK du BCR (Juszczynski et al., 2009). Ainsi,
une diminution de PTPROt augmente la signalisation tonique du BCR (Chen et al., 2006). L'inhibition
de l'activité de SYK par les inhibiteurs pharmacologiques R406 et PRT318 a un effet cytotoxique et
cytostatique sur la plupart des LDGCB BCR positives (Chen et al., 2008b; Cheng et al., 2011), tandis
que l'extinction de SYK par interférence a ARN provoque un arrét de cycle dans les lignées de LDGCB
sensibles au PRT318, mimant les effets de l'inhibiteur (Cheng et al., 2011). De maniére cohérente
avec ces observations, 22% des patients de LDGCB ont été répondeurs lors des essais cliniques du

fostamatinib (Friedberg et al., 2010).

L'activation constitutive de SYK a également été rapportée dans d'autres pathologies
cancéreuses dérivées des cellules B, comme le lymphome folliculaire (LF) (Leseux et al., 2006), le
lymphome a cellules du manteau (LCM) (Rinaldi et al., 2006) et le lymphome de la zone marginale
(LZM) (Ruiz-Ballesteros et al., 2005). Les cellules de LF sont hyper-répondantes a I'engagement du
BCR, comparées aux cellules B non-cancéreuses infiltrant les tumeurs (Irish et al., 2006). Dans les
LCM, une rare mais létale forme de lymphome non-hodgkinien, SYK est surexprimée suite a une
amplification génique, aussi bien dans les tumeurs primaires que dans les lignées (Rinaldi et al.,
2006). Dans les LZM de la rate, I'expression de SYK est augmentée (Ruiz-Ballesteros et al., 2005),
potentiellement en raison d'une diminution des microARNs miR-27b and miR-377, qui sont prédits
comme capables de moduler la transcription du géne SYK (Arribas et al., 2013). De plus, dans les LF
comme dans les LCM, le piceatannol, un inhibiteur de SYK, est toxique pour les cellules exprimant

une forme constitutionnellement phosphorylée et active de SYK.

Nous pouvons donc conclure que SYK est clairement important dans la transmission de la

signalisation tonique et chronique du BCR, supportant la survie cellulaire de nombreux lymphomes

dérivés des cellules B.
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b. La survie dans les cancers hématopoiétiques via la voie
PI3K/AKT

Figure 28 : SYK et la voie PI3K/AKT

Une caractéristique fondamentale des cellules cancéreuses est leur résistance a I'apoptose
(Hanahan and Weinberg, 2011), une capacité favorisée par l'expression de SYK. Ainsi, SYK est
proposée comme un promoteur de la tumorigenese dans de nombreux cancers, via la voie pro-survie

PI3K-AKT.

Dans les cellules B normales, SYK couple les récepteurs aux antigénes a l'activation de la voie
PI3K-AKT (Beitz et al., 1999; Vivanco and Sawyers, 2002); voie essentielle dans la signalisation du BCR
dont I'activation tonique entretient une survie SYK dépendante. En cas de perte du BCR, la survie
peut étre assurée par l'activation constitutive de PI3K, ou la délétion de PTEN (Srinivasan et al.,
2009). AKT est une kinase qui contrdéle la survie via la phosphorylation de nombreux substrats pro ou

anti-apoptotiques.

Une des cibles pro-survies dans les LLC-B est MCL-1, un membre de la famille BCL-2 (Youle and
Strasser, 2008). L'extinction de MCL-1 par interférence a ARN méne a la mort cellulaire, en faisant un
composant essentiel de la survie (Longo et al., 2008). Les LLC-B ont généralement une augmentation
de la phosphorylation basale d'AKT dépendante de SYK. AKT activée phosphoryle et inhibe GSK3, qui
régule négativement la stabilisation de MCL-1 par phosphorylation de sa sérine 159, menant a son
ubiquitination et sa destruction par le protéasome (Inuzuka et al., 2011). PKCS est également une
cible de SYK dans les LLC-B (Baudot et al., 2009), son activation favorisant I'activation d'AKT, et peut
aussi indépendamment inactiver GSK3 et stabiliser MCL-1. Ceci établit un mécanisme alternatif dans
la régulation de MCL-1 indépendamment d'AKT. Ainsi, le traitement avec des inhibiteurs de SYK
meéne a la diminution de MCL-1, par déstabilisation de la protéine via l'inhibition de GSK3 par AKT
et/ou PKCS. L'expression de SYK protége aussi MCL-1 de la dégradation dans le rétinoblastome
(Zzhang et al., 2012b), suggérant que ce mécanisme doit se retrouver dans de nombreux types de

tumeurs.
Dans la signalisation de PI3K/AKT se trouve mTOR, une sérine/thréonine kinase et un

régulateur de la croissance tumorale (Mamane et al., 2006). Dans les AML, l'inhibition ou extinction

de SYK éteint l'activité de mTOR, qui est constitutivement actif dans les cellules non traitées
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(Carnevale et al.,, 2013). La combinaison d'inhibiteurs de SYK et de PI3K ou mTOR induit la

différenciation des cellules d'AML.

La voie de signalisation PI3K/AKT peut également renforcer la signalisation du BCR dans
certains types de tumeurs. Dans les DLBCL, I'activation de SYK et PI3K/AKT par le BCR active a son
tour le facteur de transcription SREBP, un régulateur de la synthése du cholestérol (Chen et al.,,
2013). Ceci a pour résultat I'augmentation d'expression des enzymes de la voie anabolique du
cholestérol, ce qui augmente la concentration de cholestérol a la membrane plasmique, stimulant le
BCR par son agrégation dans les domaines lipidiques membranaires.

De plus, l'activation d'AKT dépendante de SYK et l'inhibition consécutive de GSK3 meéne a
I'accumulation de MYC, normalement dégradé apres sa phosphorylation par GSK3. MYC active le
groupe miR17-92, qui stimule le BCR en régulant I'expression de protéines inhibitrices comme CD22
et FcyRllb (Psathas et al., 2013). Ces deux protéines portent des motifs ITIMs (immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif), qui lors de leurs phosphorylations lient des régulateurs négatifs de
la signalisation BCR, comme la phosphatase de lipide SHIP1 et la phosphatase de tyrosine SHP-1
(Nitschke, 2005). Ainsi, aussi bien I'augmentation d'expression de MYC que des miR17-92 réduisent
I'expression des protéines a motif ITIM pour promouvoir I'activation par le BCR de la signalisation en

aval, SYK, PI3K et AKT inclues.

c. La survie dans les cancers hématopoiétiques indépendants
du BCR

Le rbéle oncogénique de SYK supportant la croissance tumorale n'est pas restreint aux cellules
exprimant le BCR. Dans les LLA-B (leucémies lymphoblastique aiglie B), la plupart des cellules
malignes dérivent des précurseurs des cellules B, et sont donc privées des complexes types pré-BCR
et BCR. Cependant, ces cellules tumorales survivent et développent de nombreuses caractéristiques
des pré-cellules B, méme en I'absence du pré-BCR (Perova et al., 2014). De maniére intéressante, la
pluparts des cellules de LLA-B, primairement isolées de patients, ont des niveaux élevés de SYK
constitutivement phosphorylée et activée; leur croissance in vitro et en xénogreffes étant atténuée
par les inhibiteurs de SYK (Perova et al., 2014; Uckun et al., 2010a; Uckun et al., 2013).

L'expression de SYK peut également étre détectée dans 94% des lymphomes T périphériques
(PTCL) sous une forme constitutivement phosphorylée (Feldman et al., 2008). Le signal en amont de
SYK augmentant l'activité des LLA-B et PTLC reste a étre identifié, méme si le TCR est un suspect dans

le cas des PTCL (Warner et al., 2013)
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Dans certains cancers lymphoblastiques, les protéines porteuses de motifs ITAM en dehors du
BCR supportent l'activation de SYK pour induire la survie tumorale. Durant la phase latente de
I'infection au virus d'Epstein-Barr (EBV), la protéine LMP2A est exprimée a la membrane (Merchant
et al., 2000). LMP2A interagit avec LYN et SYK, le second via un ITAM en N-terminal qui, lorsqu'il est
phosphorylé, s'associe avec les domaines SH2 de SYK. Cette interaction inhibe la signalisation du BCR
et prévient la lyse cellulaire. De maniére intéressante, LMP2A se substitue au BCR pour promouvoir
la différenciation des cellules B, méme en I'absence des immunoglobulines de surface, en produisant
le signal tonique nécessaire a la survie des cellules B (Caldwell et al., 1998). Ainsi, les cellules B
exprimant LMP2A peuvent coloniser les organes lymphoides. L'infection par I'EBV est quasi-
universelle chez I'adulte, I'infection étant controlée par une réponse T cytotoxique. Cependant, chez
des individus immuno-déprimés, il peut survenir un désordre lympho-prolifératif (PTLD). Les cellules
de lymphomes en résultant sont principalement dérivées des cellules B et sont caractérisées par
I'activation constitutive de SYK (Hatton et al.,, 2011); ces cellules étant dépendantes de cette
expression activée de SYK, son inhibition par le R406 et son extinction par interférence a ARN

induisant 'apoptose.

Dans la leucémie myéloide aiglie (LAM), les intégrines peuvent fonctionner en amont de SYK
pour favoriser son activité et supporter le croissance tumorale. Les LAM émergent de I'augmentation
de la prolifération et du défaut de différenciation des cellules progénitrices du lignage myéloide,
n'exprimant donc pas le BCR. Une étude sur la sensibilité des LAM aux inhibiteurs de I'EGFR couplée a
un crible par interférence ARN a identifié SYK comme un acteur majeur de la pathogénése des LAM
(Hahn et al., 2009). Le ciblage de SYK par inhibiteur ou interférence ARN est capable de diminuer la
prolifération et d'induire la différenciation des cellules primaires de LAM et des lignées cellulaires,
inhibant méme la croissance de xénogreffes chez la souris (Hahn et al., 2009). L'intégrine B3 a ainsi
pu étre identifiée pour son réle clef dans la prolifération et différenciation des LAM (Miller et al.,
2013), sa suppression par interférence ARN réduisant la phosphorylation et I'activité de SYK
similairement a I'effet des inhibiteurs de SYK sur les LAM. D'autres acteurs identifiés par
spectrométrie comme des partenaires clefs de SYK dans les LAM ont été découverts : I'intégrine B2 et
FcyRI (Oellerich et al.,, 2013). L'engagement de l'un ou l'autre de ces récepteurs est couplé a
|'activation de SYK. Le KO de l'intégrine B2, ou de la chaine de FcRy, diminuent la prolifération SYK-
dépendante des lignées de LAM. De plus, dans les neutrophiles et les macrophages, I'activation de
SYK par les intégrines requiert I'expression de DAP12 ou de FcRy (Mocsai et al., 2006); les deux
arborant des motifs ITAM qui, lors de leur phosphorylation, s'associent avec SYK. FcRy étant
constitutivement phosphorylé sur son motif ITAM et associé a SYK dans les LAM, il est suspecté

d'avoir un role d'activation tonique de SYK (Oellerich et al., 2013). Enfin, approximativement 1/3 des
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patients de LAM portent des mutations du géne FLT3, résultant a |'expression constitutivement
active de cette RTK. Dans ces cellules, FLT3 s'associe a SYK via son domaine C-SH2, aboutissant a

I'nyper-activation des deux interactants et activant la voie MYC (Puissant et al., 2014).

Dans de nombreux types cellulaires comme les DLBCL, le lymphome de Burkitt et le carcinome
mammaire, SYK interagit avec NCL (nucléoline), induisant la liaison de NCL au messager codant pour
la protéine anti-apoptotique BCL-XL (Wang et al., 2014). Ceci permet de stabiliser le messager de

BCL-XL face a la dégradation induite par les stress oxydatifs et génotoxiques.

SYK influence aussi l'activité des protéines STAT (signal transducer and activator of
transcription), des facteurs de transcription activés via leur phosphorylation sur tyrosine. Dans cette
famille, STAT3 et STATS5, en particulier, sont des régulateurs centraux de la survie tumorale (Yu and
Jove, 2004). L'analyse protéomique des interactants de SYK dans les AML identifie STAT3 et STATS
comme des partenaires directs de SYK (Oellerich et al., 2013). Les deux sont constitutivement activés
et phosphorylés dans les AML par la signalisation tonique, I'activation de SYK étant effectuée par les
intégrines et FcRy. L'expression constitutivement activée de STAT3 et STAT5 protege les cellules

d'AML des effets anti-prolifératifs des inhibiteurs de SYK.

d. Les fusions de SYK

Une voie alternative pouvant générer toniqguement un signal SYK indépendant passe par un
réarrangement du géne et la production d'une fusion de protéines constitutivement actives.
Cependant, grace aux actuels "big datas", il a été établi que SYK est trés rarement muté dans les
cancers (Gao et al., 2013), indiquant que SYK ne semble pas étre un inducteur majeur de la
tumorigenese. Cependant, des translocations chromosomiques impliquant le gene SYK ont été
détectées comme pouvant produire des protéines de fusion promouvant les pathologies
myéloprolifératives ou lymphoprolifératives.

Par exemple, lors de la fusion du domaine de dimérisation du gene TEL avec SYK, le produit de
fusion donne une kinase active provoquant une maladie myéloproliférative (Kuno et al., 2001). Cette
activation de SYK mime probablement ce qui se passe lors de I'agrégation de récepteurs couplés a
SYK, stimulant son autophosphorylation et modulant son activité (Geahlen, 2009). L'expression de la
protéine de fusion TEL-SYK dans les AML provoque la phosphorylation de STAT5 (Kanie et al., 2004),
alors que STAT3 est phosphorylée dans les LLC-B et les LLA-B par une voie dépendante de SYK
(Buchner et al., 2009; Uckun et al., 2010b). De maniére intéressante, cette activation des STATs

survient indépendamment de la voie JAK, le régulateur canonique en amont de I'activité de STAT.
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Nous pouvons également relever la fusion de SYK avec la tyrosine ITK : la région N-terminale
contenant les domaines Tec et PH d'ITK étant fusionnée a l'inter-domaine B et au domaine
catalytique de SYK . Cette fusion est fréquemment trouvée dans les PTCL, formant une protéine
constitutivement active et dont I'expression mene a la phosphorylation d'adaptateurs et de protéines
en aval (Dierks et al., 2010; Pechloff et al.,, 2010). La fusion ITK-SYK provoque des maladies
lymphoprolifératives des cellules T.

L'expression d'aucune de ces fusions n'est probablement suffisante pour provoquer la
transformation des cellules B ou T : d'autres altérations génétiques doivent s'ajouter a ce contexte

mutationnel (Hug et al., 2014).

e. Signalisation ITAM dans les cancers non hématopoiétiques

L'activation inappropriée de SYK par des protéines portant des motifs ITAM peut contribuer a
la transformation tumorale dans les cellules non hématopoiétiques.

Par exemple, le virus de la tumeur mammaire murine, causant des adénocarcinomes chez la
souris, exprime le gene env qui, lors de son expression dans |'épithélium mammaire, provoque des
changements morphologiques proches d'une transformation tumorale (Katz et al., 2005). La protéine
env contient un motif ITAM pouvant s'associer a SYK. Le blocage de la transformation des cellules
épithéliales par le piceatannol, un inhibiteur de SYK, est un argument qui montre le réle oncogénique
de SYK dans cet exemple.

Le motif ITAM porté par LMP2A, qui contribue a la survie tumorale dans les PTLD, influence les
propriétés physiques des carcinomes nasopharyngiens induits par I'EBV (Lu et al.,, 2006). LMP2A
s'associe a SYK via son ITAM et augmente la motilité cellulaire de maniére dépendante de la
phosphorylation de I''TAM et des expressions et activités de SYK. L'expression ectopique de LMP2A
dans les kératinocytes augmentent également la migration cellulaire dépendamment de la liaison
ITAM-SYK et induit la translocation de l'intégrine aV a la membrane (Fotheringham et al., 2012).

Le gene codant pour C35 (C170rf37), situé sur I'amplicon HER2, voit son expression augmentée
avec |'amplification du géne HER2 dans le cancer du sein humain (Katz et al., 2010). C35 porte un
motif ITAM et son expression dans I'épithélium mammaire induit une prolifération invasive et
déclenche une transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) caractérisée par la perte de la cadhérine

E. Cette activité est dépendante du motif ITAM de C35 et de SYK.
Il est intéressant de noter que, dans les méme types cellulaires que ceux évoqués plus haut,

I'expression de SYK en absence d'un effecteur portant un motif ITAM tel ENV, LMP2A ou C35

provoque l'inhibition de la motilité cellulaire et de I'EMT. Ainsi, ces molécules a I'expression
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aberrante contenant des motifs ITAM doivent séquestrer SYK loin de ses partenaires protéiques
normaux et la rapprocher de substrats dont la phosphorylation altére la prolifération et la migration

cellulaire.

f. Lasurvie cellulaire dans les cancers non hématopoiétiques

Les mutations oncogéniques de K-Ras sont fréquemment vues dans les adénocarcinomes du
pancréas, du poumon et du colon. Une analyse compare, via leurs signatures d'expression, des
cellules issues de tumeurs pancréatiques et pulmonaires dépendantes de |'expression oncogénique
de K-Ras pour leur survie, avec des cellules tumorales non dépendantes de K-Ras (Singh et al., 2009).
De maniére intéressante, SYK est le géne le plus communément exprimé dans les cellules
dépendantes de K-Ras alors que son expression est absente dans les cellules indépendantes de K-Ras.
Dans les cellules K-Ras dépendantes, I'inhibition et la suppression de SYK mene a la mort cellulaire via
une activation de la caspase 3. Inversement, dans de nombreuses cellules, la seule expression d'un
oncogene comme K-Ras induit I'apoptose; a moins que les cellules acquiérent d'autres modifications
anti-apoptotiques (Lowe et al., 2004). Il est donc probable que I'activité pro-survie de SYK protege les
cellules de I'apoptose induite par I'oncogéne K-Ras.

SYK a un réle pro-survie similaire dans le rétinoblastome (Zhang et al., 2012b). Le séquencage
du génome entier de cellules de rétinoblastome ne révele pas de mutations significatives
d'oncogénes ou de suppresseurs de tumeur autres que RBI. Cependant, de nombreuses
modifications de méthylations épigénétiques sont observées, comme la diminution de la méthylation
du promoteur du gene SYK. En conséquence, SYK est exprimée dans les cellules primaires et de
lignées de rétinoblastome mais est absente des cellules normales de la rétine. L'inhibition et
I'extinction de SYK dans ces cellules tumorales provoquent une apoptose via les mitochondries.
L'utilisation d'inhibiteur de SYK dans les chimiothérapies contre le rétinoblastome améliore
I'efficacité du traitement dans le modele murin de la pathologie, faisant de SYK une cible

thérapeutique prometteuse pour le traitement du rétinoblastome infantile (Zhang et al., 2012b).

Dans de nombreux tissus, incluant le cerveau, le colon, le rein et I'ovaire, les niveaux de I'ARN
messager de SYK sont, en général, supérieurs dans les cancers par rapport aux tissus normaux (Shin
et al.,, 2011); suggérant des roles potentiels de SYK dans la tumorigenése de nombreux types
cellulaires en dehors du systeme immunitaire.

Dans le cancer de l'ovaire par exemple, I'expression de SYK augmente avec chaque stade de
développement tumoral (Prinos et al., 2011) : les tumeurs faiblement agressives ont de plus faibles

niveaux de SYK, les tumeurs de grade 1 montrent des niveaux d'expression intermédiaires, son
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expression étant la plus haute dans les tumeurs trés agressives de grade 3. L'extinction de SYK inhibe
la croissance dépendante de I'adhésion et provoque I'apoptose des cellules tumorales ovariennes
surexprimant SYK.

L'analyse des genes co-exprimés dans le cancer du poumon a petites cellules (SCLC) révéle SYK
comme un potentiel oncogene "driver" (Udyavar et al., 2013). L'examen de tumeurs primaires de
SCLC révele une expression supérieure de SYK dans 30% des échantillons par rapport a I'épithélium
alvéolaire normal. De méme, une grande majorité de lignées de SCLC surexpriment le messager de
SYK (Barretina et al., 2012), son extinction diminuant la croissance cellulaire et augmentant
I'apoptose.

Enfin, SYK est fréquemment retrouvée dans les carcinomes squameux de la téte et du cou
(SCHN), ol son expression augmente la migration cellulaire (Luangdilok et al., 2007). Une expression
élevée de SYK est corrélée avec les SCCHN au fort potentiel métastatique et avec un faible taux de

survie des patients.

2. SYK, suppresseur de tumeur

Figure 29 : Cancers dans lesquels SYK est suppresseur de tumeur

D'apreés (Krisenko and Geahlen, 2015).

Type de cancer Observations Références
Leucémie aiglie lymphoblastique des  L'extinction de SYK provoque le cancer. (Goodman et al.,
cellules pro-B (Pro-LAL-B) 2001)
Cancer du sein La diminution de SYK est corrélée a l'invasion, les  (Blancato et al., 2014;
métastases et la progression de la tumeur. Coopman et al., 2000;
Méthylation du promoteur et perte allélique. Layton et al., 2009;

La ré-expression de SYK inhibe la migration et les  Moroni et al., 2004;

métastases. Sung et al., 2009;
L'extinction de SYK induit I'EMT. Toyama et al., 2003).
Adénocarcinome pancréatique Perte de SYK dans les cellules tumorales (Layton et al., 2009)
canalaire faiblement différenciées.
(PDAC) L'extinction de SYK induit I'EMT.
Cancer de la vessie Expression de SYK diminuée, extinction (Kunze et al., 2006)

épigénétique.

Cancer colorectal Expression de SYK diminuée, extinction (Yang et al., 2013)

épigénétique.
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La re-expression de SYK réduit la migration et

I'invasion.

Mélanome

Expression de SYK diminuée, extinction

épigénétique.

La réexpression de SYK réduit la migration et

I'invasion.
La réexpression dans les lignées induit la

sénescence.

(Bailet et al., 2009;
Hoeller et al., 2005;
Muthusamy et al.,

2006)

Cancer gastrique

Expression de SYK diminuée, extinction

épigénétique.

Changement dans la localisation nucléaire.

(Nakashima et al.,
2006; Wang et al.,
2004)

Cancer nasopharyngien

Expression de SYK diminuée, extinction

épigénétique.

(Jinetal., 2012)

Carcinome hépatocellulaire

(HCC)

Expression de SYK diminuée, extinction
épigénétique.

Dégradation via CHK1.

La re-expression de SYK réduit la migration et

I'invasion.

SYK-B augmente les métastases.

(Yuan et al., 2006)

Cancer de l'ovaire

SYK favorise la survie cellulaire alors que SYK-B

provoque |'apoptose.

(Lowe et al., 2004)

Un vaste nombre de publications indique que SYK est impliqué dans le développement tumoral
des cancers du lignage hématopoiétique, son activation étant importante pour la survie et la
prolifération cellulaire, avec toutefois une exception notable. L'ARN messager de SYK subit un
traitement alternatif menant a une forte réduction de son expression et de son activité dans la
Leucémie Aiglie Lymphoblastique des cellules pro-B infantile CD19+ CD10-. Cet événement provoque
I'arrét de la maturation des pro-cellules B en pré-cellules B, c'est donc un rare exemple ou la perte de

SYK contribue a la progression tumorale dans un cancer dérivé des cellules B (Goodman et al., 2001).

Il est compliqué d'établir un réle précis pour SYK dans les carcinomes, des cancers dérivés des
cellules épithéliales. Dans certaines cellules et types de tissus, SYK est associée a un phénotype

malin. Cependant, pour de nombreux types de tumeurs, SYK est exprimée dans les carcinomes bien a

a. Lasuppression tumorale dans les LAL-B
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modérément différenciés, mais est absente des cellules peu différenciées et invasives. Son extinction
dans des tumeurs plus différenciées augmente la prolifération invasive alors que sa réexpression
dans des cellules trés agressives ralentit leur mobilité et inhibe la formation de métastases. Ainsi, SYK
est fréqguemment décrit comme un suppresseur de tumeur dans de nombreux cancers dérivés des

cellules épithéliales.

Une premiere relation inverse entre I'expression de SYK et la progression tumorale fut décrite
par I'équipe de Mueller étudiant le role de la kinase dans la carcinogénése mammaire (Coopman et
al., 2000). Aussi bien au niveau messager que protéique, SYK est présente dans les cellules
épithéliales normales de la glande mammaire et dans les cancers du sein a faible potentiel
métastatique, alors qu'elle est absente des lignées hautement invasives et métastatiques. Dans les
échantillons de patients, la perte de SYK durant le développement tumorale est progressive avec des
niveaux d'expression réduits dans le carcinome canalaire in situ (DCIS) et completement perdue dans
le cancer du sein invasif (Blancato et al., 2014; Moroni et al., 2004). Les métastases a distance sont
plus fréquemment rencontrées chez les patients présentant des niveaux réduits du messager de SYK
(Toyama et al., 2003).

La perte de SYK est une double conséquence de la méthylation des flots CpG de son promoteur
et de la perte allélique. Le promoteur de SYK est fréquemment hyperméthylé dans les tumeurs
mammaires primaires, mais non-méthylé dans les tissus mammaires normaux adjacents (Layton et
al.,, 2009). La perte hétérozygotique du gene SYK est fréquente dans le carcinome canalaire invasif
(IDC) et dans les DCIS adjacents aux IDC (Blancato et al., 2014). En conséquence, il a été montré que
des souris haplo-insuffisantes pour SYK avaient un risque accru de développer des tumeurs

mammaires (Sung et al., 2009).

Une distribution asymétrique similaire de SYK entre des cellules cancéreuses peu ou bien
différenciées peut étre retrouvée dans de nombreux types de tumeurs. Par exemple SYK est
retrouvée dans les canaux normaux du pancréas et dans les cellules bien différenciées des cancers
pancréatiques, mais est perdue dans l'adénocarcinome pancréatique canalaire (PDAC), dont les
cellules vont de modérément a faiblement différenciées (Layton et al., 2009). De méme, SYK est
présente dans les lignées de cancer stromal pancréatique (PDAC), mais est absent des lignées moins
différenciées.

De maniére intéressante, les cellules des cancers du pancréas et du poumon dépendantes de
K-Ras (et SYK) pour leur survie ont une morphologie plus épithéliale alors que les cellules
indépendantes de K-Ras et ayant perdues SYK ont une morphologie mésenchymateuse (Singh et al.,

2009).
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La diminution de I'expression de SYK dans les tumeurs agressives et invasives par une
extinction épigénétique se retrouve également dans le cancer de la vessie (Kunze et al., 2006), le
cancer colorectal (Yang et al., 2013), le cancer gastrique (Nakashima et al., 2006; Wang et al., 2004),
le cancer nasopharyngien (Jin et al., 2012) et le carcinome hépatocellulaire (HCC) (Yuan et al., 2006).
Dans le HCC, SYK est contrblée au niveau protéique par CHK1, fréquemment surexprimée dans ce
cancer. CHK1 phosphoryle SYK sur la Sérine 295 provoquant son ubiquitination et sa dégradation par

le protéasome (Hong et al., 2012).

Les sites primaires des carcinomes ont généralement une morphologie épithéliale, avec des
cellules resserrées, et sont caractérisés par l'expression de la cadhérine E sur les jonctions cellule-
cellule. Le procédé par lequel les cellules tumorales quittent la tumeur primaire pour entrer dans la
circulation et métastaser a distance requiert une transition vers le phénotype mésenchymateux,
perdant la polarité cellulaire et gagnant en mobilité et en propriétés invasives (Kalluri and Weinberg,
2009). Cette transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est cruciale pour I'embryogénese et le
développement des organes, mais les cellules cancéreuses utilisent ce mécanisme pour initier
I'invasion et la formation de métastases. Les variations de I'expression de SYK entre les tumeurs
faiblement et bien différenciées refletent probablement les effets de la kinase sur la différenciation
et les propriétés physiques cellulaires, incluant I'EMT.

L'expression de shRNA contre SYK, dans des cellules épithéliales mammaires (MCF10A)
immortalisées mais non transformée, augmente la motilité cellulaire, I'invasion et la croissance sur
agar mou, tout en induisant une morphologie fibroblastique caractéristique de I'EMT (Sung et al.,
2009). Les changements d'expression génomique suite a I'extinction de SYK confirment la perte de
génes épithéliaux et I'augmentation d'expression de génes caractéristiques des cellules
mésenchymateuses. De méme, une forme de SYK inactive pour son activité kinase exprimée dans des
MCF7 agira comme un dominant négatif et augmentera la tumorigénese dans un modele de
xénogreffe murin (Coopman et al.,, 2000). Des résultats comparables sont observés dans des
carcinomes pancréatiques dépendant de K-Ras, ou I'extinction de SYK mene a la perte de |'expression
de la cadhérine E, caractéristique de I'EMT (Singh et al., 2009). De maniere intéressante, SYK est
incluse dans la signature génétique principale de I'EMT comme un gene réprimé en expression dans
les cancers du sein subissant une EMT en réponse de multiple facteurs de transcriptions induisant
I'EMT (Taube et al., 2010).

On peut donc conclure que SYK est un régulateur négatif de I'EMT, représenté par son

expression différentielle entre les tumeurs faiblement et bien différenciées.
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Le support qu'apporte SYK a la croissance des cellules avec un phénotype épithélial est
probablement la source de ses effets antiprolifératifs lorsqu'elle est ré-exprimée dans des cellules
tumorales au phénotype mésenchymateux. La réintroduction de SYK dans des carcinomes
mammaires hautement invasifs réduit la motilité cellulaire (Zhang et al., 2009), la prolifération
(Coopman et al., 2000), ralentit la croissance tumorale et inhibe la formation de métastases en
xénogreffes chez I'animal (Coopman et al., 2000).

Des inhibitions identiques de la migration et de l'invasion sont retrouvées lorsque SYK est ré-
exprimée dans des cellules I'ayant perdue issues de carcinomes hépatiques (Yuan et al., 2006), de
cancers colorectaux (Yang et al., 2013), et d'adénocarcinomes pancréatiques (Layton et al., 2009).

Une analyse de l'expression génique de cellules Pancl (lignée de cancer du pancréas),
négatives pour SYK, révele que plus de 2000 génes voient leur expression modifiée par sa
réexpression (Layton et al., 2009), incluant des génes tel MMP2 qui sont requis pour la prolifération
invasive. Ces cellules Pancl ré-exprimant SYK développent également un phénotype plus différencié,
et présentent plus d'interactions cellules-cellules (Layton et al., 2009), ce qui est cohérent avec la
capacité de SYK a augmenter les interactions cellules-cellules dans les cancers du sein (Zhang et al.,

2009).

L'application d'inhibiteurs de SYK entraine des changements rapides des capacités physique
des cellules cancéreuses exprimant SYK (Zhang et al., 2009). Ainsi, |'effet négatif de SYK sur la
croissance tumorale est probablement une conséquence des changements d'expressions géniques
dépendants de SYK mais aussi de la phosphorylation directe de régulateurs de la dynamique du
cytosquelette (Krisenko et al., 2015; Larive et al., 2009). Par exemple, SYK peut catalyser la
phosphorylation de protéines du cytosquelette comme |'a-tubuline, la cortactine, la cadhérine E, I'a-
caténine et MAP1B (Krisenko et al., 2015; Larive et al., 2009; Maruyama et al., 1996; Peters et al.,
1996; Zhang et al., 2009). SYK est également recruté au centrosome ou sont situés de nombreux
substrats (Xue et al., 2012; Zyss et al., 2005). C'est la capacité de SYK a augmenter I'adhésion et
affecter négativement la migration et l'invasion qui explique son absence des cellules tumorales
hautement agressives et qui la font qualifier de suppresseur de tumeur dans certains types de

tumeurs.

Alors que les cellules de carcinomes progressent vers un phénotype de plus en plus invasif, la
suppression de l'expression et de l'activité de SYK requierent le soutien de mécanismes
supplémentaires pour assurer la survie. Par exemple, de nombreux carcinomes indépendant de K-Ras
sont déficients pour PTEN (Singh et al., 2009) et ont de hauts niveaux d'AKT activé, améliorant la

survie cellulaire.
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c. Lasuppression tumorale dans les mélanomes

SYK s'exprime dans les mélanocytes humains normaux et est absent de la majorité des lignées
de mélanomes (Hoeller et al., 2005), I'expression de son messager étant fortement diminuée dans les
tumeurs primaires et les lignées (Muthusamy et al., 2006). Similairement au cancer du sein, la perte
de l'expression de SYK est généralement due a I'hyperméthylation épigénétique de son promoteur
(Yuan et al., 2001). En effet, le géne SYK posséde des ilots CpG se retrouvant hyperméthylés dans la
plupart des lignées de mélanomes et dans 30% des tumeurs (Liu et al., 2008; Muthusamy et al.,
2006). Ainsi, en traitant les mélanomes ayant perdu SYK a la 5-aza-2'-déoxycytidine, un agent
inhibant notamment les méthyltransférases de I'ADN et provoquant sa déméthylation, I'expression

de SYK est restaurée (Muthusamy et al., 2006).

La réintroduction de SYK dans la lignée de mélanome Melluso réduit fortement la
prolifération, la formation de colonies in vitro, et la croissance tumorale de xénogreffes murines
(Muthusamy et al., 2006) (Hoeller et al., 2005). Cependant cet effet antiprolifératif de SYK n'est pas
retrouvé dans toutes les études (Hoeller et al., 2005). Ré-exprimer SYK dans les mélanomes permet
également de diminuer l'invasion cellulaire d'une matrice de matrigel (Hoeller et al., 2005).

L'impact de la réexpression de SYK dans les cellules de mélanome a été étudié précédemment
au sein du laboratoire, apportant de nombreuses précisions sur les processus touchés (Bailet et al.,
2009). Il a ainsi été montré que la réintroduction de SYK par infection adénovirale dans des lignées de
mélanomes négatives pour SYK permettait de réduire la formation de colonies sur plastique, la
croissance tumorale en 3D (sphéroides) et la migration et l'invasion in vitro en réponse a la
chimiotaxie. Ces effets sont indépendants de l'activité kinase de SYK, étant reproductibles avec un
mutant invalidant son activité, suggérant un role d'adaptateur lié aux domaines SH2. Ces effets de la
réintroduction de SYK sont les conséquences d'une modulation du cycle cellulaire et de I'entrée des
cellules en sénescence (aplatissement, agrandissement, apparition de vacuoles et marquage B-Gal).
Les mélanomes sont bloqués en phase Gy-G; par I'induction de la voie p53 suite a I'activation de JNK.
Ainsi, la réexpression de SYK provoque la phosphorylation de p53 sous une cascade MKK7/INK qui
induit en réponse l'activation de p21 puis la déphosphorylation de Rb et la répression des genes
cibles du facteur de transcription E2F1 (Cyclines A et B) . La régulation des voies p53/p21 et pRb est
connue pour induire l'arrét du cycle cellulaire et I'entrée en sénescence (Chang et al., 2000; el-Deiry

et al., 1993; Noda et al., 1994; Vousden and Lane, 2007), ce qui est cohérent avec les observations.
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Dans le cas du cancer du sein, une fraction du SYK réintroduit est également retrouvé au
niveau des centrosomes qui contrblent la progression mitotique, ce qui a pour conséquence une
division cellulaire anormale et une mort cellulaire non apoptotique semblable a une catastrophe
mitotique (Zyss et al., 2005). De par la proximité entre les deux cancers, il est possble qu'un tel

mécanisme soit retrouvé dans le mélanome.

Ainsi, la réexpression de SYK dans le mélanome induit la sénescence ainsi que possiblement
une mort cellulaire spécifique par catastrophe mitotique. Une piste sur les mécanismes d'actions
serait le contrdle négatif de SYK sur PI3K (Mahabeleshwar and Kundu, 2003), qui régule TBX2 et c-
MYC (Ismail and Bateman, 2009; Zhu et al., 2008). De fait, SYK dérégulerait TBX2 et/ou c-MYC pour
induire des effets pro-sénescences, I'impact négatif de la réexpression de SYK sur le messager de c-
MYC ayant déja été observé (Bailet et al., 2009).

Ces études portent surtout sur la réintroduction de SYK dans les lignées de mélanomes I'ayant
perdu, qui sont largement majoritaires. Cependant, le moment de la perte de SYK et I'impact de cette
perte dans la transformation du mélanocyte au mélanome restent peu connus. De plus, méme dans
le mélanome le réle de SYK en tant que suppresseur de tumeur n'est peut-étre pas absolu : il a été

P29s

montré que dans les mélanomes porteurs de la mutation RAC1™™, retrouvé dans 5 a 9% des cas,

plusieurs protéines voient leur expression augmenter, telle la cycline B1, PD-L1, Ets-1 et SYK (Vu et

P2 Cette

al.,, 2015). Cette augmentation est inversée par la suppression de I'expression de RAC1
mutation induit une augmentation de la prolifération, qui n'est pas affectée par I'expression
augmentée de SYK (Vu et al., 2015). Ces résultats laissent donc penser que le réle de SYK dans le

mélanome est extrémement complexe et peut évoluer au cours de la transformation tumorale.

Figure 30 : Mécanisme de sénescence dans le mélanome
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IV. La voie des Intégrines
A. Généralités

1. Structure

Figure 31 : Le réseau mécanique cellulaire

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires qui connectent l|'environnement
intracellulaire a la matrice extracellulaire, via la membrane plasmique. Ainsi, les signalisations
mécaniques et biochimiques transmisent de ou vers le cytoplasme a la MEC sont transmises via les
intégrines, faisant d'elles une clef bidirectionnelle essentielle dans la régulation de I'adhésion

cellulaire.

Figure 32 : La structure des intégrines

Les intégrines sont des hétérodimeres composés de deux sous-unités a et B assemblées par
liaison non covalente. On recense chez les vertébrés 18 types de sous-unités a et 8 sous-unités 3,
pouvant s'assembler en 24 récepteurs différents ayant des affinités de liaisons et une distribution
tissulaire différente (Barczyk et al.,, 2010; Hynes, 2002). Chaque sous-unité consiste en plusieurs
larges domaines extracellulaires de liaisons aux ligands (les ecto-domaines), d'un domaine
transmembranaire et d'une courte queue cytoplasmique (Gallant et al., 2005). Les tailles varient,
mais les sous-unités a et B contiennent généralement autour de 1000 et 750 acides aminés,

respectivement.

2. L'activation des intégrines

Figure 33 : Mécanismes d'activation des intégrines

L'activation des intégrines passe par une transition d'une forme repliée de faible affinité a une
conformation étendue, de haute affinité avec la séparation de tous les domaines (a I'exception du
domaine de téte). L'activation de l'intégrine éloigne le site de liaison au ligand de la membrane
plasmique d'une distance de 150 & 200 A, avec la pointe opposée a la membrane, libérant le site de
liaison au ligand (Zhu et al., 2007). Les liguands des intégrines sont multiples, comportants la matrice
extracellulaire (collagéne, fibronectine...) et les molécules matricielles (SPARC, ostéopontine...). Elles

seront détaillés plus avant dans ce chapitre.
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Figure 31 : Le réseau mécanique cellulaire
Adaptée de Jahed et al., 2014

La cellule est reliée mécaniquement de la matrice extracellulaire au noyau via un réseau de molécules. A
I'extérieur de la cellule, les molécules de la MEC sont couplées aux récepteurs transmembranaires de type
intégrines, intégrines qui sont reliées au cytosquelette d’actine directement via des molécules de liaisons.
Les filaments du cytosquelette sont tous couplés entre eux via différentes protéines. Enfin, un complexe
protéiques nommé LINC connecte les filaments cytosquelette au nucléosquelette.
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Figure 32 : La structure des intégrines
Adapté de Jahed et al., 2014

Les intégrines sont des hétérodiméres composés de sous-unités a et B. La sous-unité a contient les
domaines extramembranaires suivant : un propulseur B, Thigh, Calf-1 et Calf-2, ainsi que le domaine a-I
présent dans 9 sous-unités a. L'ectodomaine de la sous-unité B des domaines BA, PSI (plexin-semaphoring-
integrin), quatres EGFs et BTD (B-tail domain). Les deux sous-unités contiennent un domaine
transmembranaire et une queue cytoplasmique. La queue cytoplasmique de la sous-unité B contient deux
sites de liaisons aux phosphotyrosines (MP = Membrane-proximal, MD = membrane-distal).



De nombreuses études se sont intéressées a l'activation des intégrines au cours de la
formation des adhésions focales. Il a d'abord été montré que les queues cytoplasmiques des sous-
unités a et B se séparent lors de la liaison du ligand (Hughes et al., 1996). Il est établi que la rupture
d'un groupe de ponts salins avec une région de résidus hydrophobes des domaines
transmembranaires et cytoplasmiques des intégrines a et B est suffisant pour leur activation (Banno
and Ginsberg, 2008; Kim et al., 2003; Lad et al., 2007; Moser et al., 2009).

L'activation des intégrines peut étre induite par la liaison a des molécules intracellulaires : il
s'agit de I'activation "inside-out" (Puklin-Faucher and Sheetz, 2009), ou étre provoquée par les forces
exercées par la MEC et transmises via le ligand, on parle alors d'activation "outside-in" (Takagi et al.,
2002). Ces activations induisent le changement de conformation des intégrines soit du domaine de

gueue a celui de téte pour I""inside-out", soit I'inverse pour |""outside-in". Certains suggerent que lors
de l'adhésion cellulaire, le changement de conformation est induit simultanément des deux

extrémités (Alon and Dustin, 2007; Puklin-Faucher et al., 2006; Puklin-Faucher and Sheetz, 2009).

Deux modeles s'essayent a décrire le mécanisme par lequel l'intégrine passe a son état de
forte affinité : le cran d'arrét et le verrou.

Le modele du cran d'arrét suggere que le déroulement de l'intégrine au cours de sa transition
ressemble a l'ouverture d'un couteau a cran d'arrét, avec une protéine cytoplasmique comme la
taline se liant a l'intégrine et provoquant le déploiement de ses écto-domaines (Takagi and Springer,
2002; Xiao et al., 2004).

Le modele du verrou suggere que le domaine de téte de l'intégrine et le domaine de queue
sont verrouillés par une boucle en épingle a cheveux et partagent une petite surface de 64 A2. Les
mouvements mécaniques de la queue cytoplasmique et du domaine transmembranaire au cours de
la signalisation "inside-out" pourraient débloquer le verrou et mener a l'activation de l'intégrine
(Mehrbod and Mofrad, 2013; Xiong et al., 2003).

Ces modeles ne sont pas parfaits et comportent chacun des lacunes non élucidées.

La taline est reconnue comme un acteur majeur de l'activation "inside-out" (Wegener et al.,
2007), son importance ayant été prédite par simulation et confirmée expérimentalement (Mehrbod
and Mofrad, 2013). Elle active les intégrines en se liant a leur domaine NPxY de la queue
cytoplasmique B. Néanmoins, tant la maniére dont cette liaison peut induire le changement de
conformation (par le cran d'arrét ?) que le mécanisme de transmission de signal du domaine de
queue aux écto-domaines, restent peu connus.

La liaison aux ligands de la MEC transmet des forces qui peuvent influer sur le changement de

conformation. La taline semble étre la seule protéine avec un domaine de liaison aux
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phosphotyrosines (domaines PTB) qui active les intégrines en s'y liant, bien que les intégrines
puissent lier a leur motif NPxY d'autres protéines cytoplasmiques possédant des PTB sans provoquer
leur activation (Calderwood et al., 2003; McCleverty et al., 2007).

Outre le motif NPxY, la taline peut interagir avec d'autres régions de la queue cytoplasmique
de la sous-unité B, ce qui pourrait expliquer son exclusivité dans I'activation des intégrines (Wegener
et al., 2007). Mais certaines études suggérent que la taline n'est pas le seul acteur dans I'activation
des intégrines, et que la kindline agirait en coopération avec la taline a cette fin (Kahner et al., 2012;

Montanez et al., 2008; Moser et al., 2008; Plow et al., 2009).

3. Lerecyclage des intégrines

Figure 34 : Le recyclage des intégrines

Les intégrines font partie des récepteurs membranaires régulés par endocytose (Bridgewater
et al., 2012; Caswell and Norman, 2006; De Franceschi et al., 2015; Pellinen and Ivaska, 2006). Les
cycles d'endocytoses et d'exocytoses permettent le recyclage, contrélent la disponibilité a la
membrane plasmique des intégrines, et pour certaines d'entre elles leur quasi-totalité est recyclée
toutes les 30 min. La dégradation des intégrines est lente (la demi-vie des intégrines de surface se
situe entre 12 et 24h (Bottcher et al., 2012; Dozynkiewicz et al., 2012; Lobert et al., 2010; Tiwari et
al., 2011)), ainsi la majorité des intégrines internalisées est recyclée (Pellinen and lvaska, 2006).

Cette régulation fine de la population des intégrines de surface influence leur fonction, et des
preuves indiquent que les différentes routes d'endocytoses qui contrélent ce trafic jouent un role
important dans la migration cellulaire, incluant I'haptotaxie, la chimiotaxie et I'invasion de matrices
3D. Les GTPases des familles RAB et ARF sont des régulateurs clefs du transit via le systeme
endolysosomal et sont elles-mémes contrblées par des cycles de liaison de GTP, catalysés par les
GEFs (guanine nucleotide exchange factors) et hydrolisés par les GAPs (GTPase-activating proteins).
Les GTPases RAB recrutent leurs protéines effectrices pour réguler le tri, la liaison aux protéines
motrices, |'attachement, I'ancrage et la fusion des vésicules (Zhen and Stenmark, 2015), alors que les
ARFs sont associées au recrutement des protéines du manteau qui contrdlent le bourgeonnement
des vésicules en plus de lier les protéines motrices et réguler la signalisation des phopholipides
(Donaldson and Jackson, 2011; Hsu et al., 2012).

Certains effecteurs des GTPases RAB et ARF, et certaines protéines RAB elles-mémes, peuvent
interagir directement avec les intégrines, régulant précisément quelles types spécifiques d'intégrines
sont recyclées. Ces voies peuvent étre classifiées en deux routes différentes, I'endocytose

dépendante ou indépendante de la clathrine. La voie dépendante des clathrines repose notamment
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sur la macropinocytose (Gu et al., 2011), des projections membranaires riches en actine filamenteuse
a la membrane apicale et Rho-A (Mai et al., 2014), les deux étant déclenchées par la signalisation des
récepteurs aux facteurs de croissance. De plus, l'intégrine Bl peut étre endocytosée par des
transporteurs indépendants de la clathrine. En contraste des autres routes d'endocytoses, cette voie
dépendante des glycosphingolipides et de l'actine est initiée a la membrane extracellulaire. L3, la
galectine-3 interagit avec le domaine extracellulaire glycosylé de B1 et il a été suggéré que ceci
induit la déformation mécanique de la membrane plasmique, ainsi que l'activation de récepteurs
d'endocytoses indépendants des clathrines (Lakshminarayan et al., 2014).

La fin du recyclage avec le retour a la membrane des intégrines survient via I'un des deux
mécanismes, qui sont distincts spatialement et temporellement, nommés voies de la boucle courte
et de la boucle longue (Caswell and Norman, 2006; Morgan et al., 2009; Scita and Di Fiore, 2010). Le
recyclage via la boucle courte est dépendant de RAB4 et induit un retour rapide des récepteurs a la
membrane. Alternativement, les récepteurs entrent dans la boucle longue, relocalisent dans des
compartiments périnucléaires RAB11-positifs avant de retourner a la membrane. Ces voies de
recyclage facilitent I'adhésion et fournissent a la cellule une réserve constante d'intégrines prétes a

engager la matrice et générer de nouvelles adhésions.

4. Les différentes catégories d'intégrines

Figure 35 : Les sous-types d'intégrines selon leurs affinités

a. Les récepteurs d'adhésion leucocytaires

Dans les leucocytes, deux familles principales d'intégrines sont impliquées : la famille de B2

celle d'a4.

L'intégrine B2 est spécifique des leucocytes et peut s'associer a 4 sous unités a, formant les
paires alB2, aMB2, aXB2 et aDB2, toutes essentielles a la réponse immunitaire (Vanderslice and
Woodside, 2006). La mutation aberrante de l'intégrine B2 provoque le syndrome de déficience
sévere d'adhérence des leucocyte de type 1 (LAD-1) (Kuijpers et al., 1997).

alLB2, aussi appelée LFA-1 (Leukocyte function associated antigenl), est le sous-type le plus
abondant dans les leucocytes, son expression pouvant varier selon I'avancement de la différenciation
cellulaire (Miller et al., 1986). En interagissant avec ses ligands naturels, ICAM-1, 2 et 3, alp2 est
impliqguée dans la formation de la synapse immunologique dans la réponse immunitaire (de

Fougerolles and Springer, 1992), ainsi que dans I'adhésion et I'extravasation des leucocytes a travers
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I'endothélium (Dustin and Springer, 1988; Vanderslice and Woodside, 2006). Le récepteur alLB2 est
une tres bonne cible thérapeutique dans le traitement de l'inflammation, des maladies auto-

immunes, de I'AVC et de l'ischémie (Shimaoka and Springer, 2003).

La sous-unité a4 peut s'associer avec B1 et B7 pour former les sous-types a4B1, ou VLA-4 (very
late antigen 4), et a4B7 (Berlin et al., 1993). Parmi les ligands naturels de ces intégrines il peut étre
cité VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule - 1) et la fibronectine via son domaine de liaison issue
d'un épissage alternatif CS-1 (connecting segment - 1). La fibronectine est reconnue par a4p1 via son
épitope de liaison Leu-Asp-Val (Komoriya et al., 1991), et VCAM-1 interagit avec a4p1 et a4p7 par
une séquence QIDSPL (Clements et al.,, 1994). a4B7 peut également lier un troisieme ligand,
MAdCAM-1 (mucosal addressing cell adhesion molecule - 1) avec une relativement forte sélectivité
(Shyjan et al., 1996).

L'intégrine a4B1 est principalement exprimée a la surface des lymphocytes, des éosinophiles,
des monocytes, des basophiles et des mastocytes, alors que a4B7 est présente sur les lymphocytes T
et B et sur les éosinophiles (Bochner et al., 1991; Erle et al., 1994). Ces deux sous-types d'intégrines
jouent un réle important dans la réponse immunitaire, a cause de leur implication dans les
mécanismes d'adhésion, de migration et d'activation des leucocytes (Kinashi, 2012). L'infiltration
leucocytaire sur les sites inflammatoires survient globalement en quatre étapes. Premiérement, les
leucocytes s'accrochent faiblement a I'endothélium vasculaire et "roulent" a sa surface.
Deuxiemement, le chimiotactisme du site induit |'activation des récepteurs de surface (sélectines,
intégrines). Troisiemement, I'adhésion des leucocytes a I'endothélium augmente, jusqu'a la derniére
étape, l'infiltration des leucocytes entre les cellules endothéliales (extravasation) (Ley et al., 2007).

Les maladies associées aux a4Bl et a4B7 sont principalement inflammatoires et auto-
immunes, reliées a I'accumulation pathologique de leucocytes activés dans les tissus affectés. En
exemple : inflammation intestinale, arthrite rhumatoide, asthme, maladie de Crohn et sclérose

multiple (Vanderslice and Woodside, 2006).

b. Les récepteurs au collagene

Les intégrines des sous-types alf1, a2B1, al0B1 et al1B1 peuvent se lier a la triple hélice du
collagene (White et al., 2004), la protéine matricielle la plus abondante dans les tissus fibreux comme
la peau, le cartilage, les os et les vaisseaux sanguins, principalement produit par les fibroblastes. Les
intégrines réceptrices au collagéne se lient a leur ligand via un domaine spécial | (Von-Willebrand
factor A-like domain), une sous-unité insérée dans la région hélicoidale a I'interface entre les unités a

et B et impliquée dans I'activation du récepteur et sa liaison au ligand.
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La distribution d'expression et la spécificité du ligand varient significativement d'un sous-type a
I'autre. Alors que alB1, aussi appelé VLA-1, se lie préférentiellement au collagéne de type IV de la
lame basale, a2B1, ou VLA-2, interagit avec le collagéne fibrillaire de type | avec une plus grande
affinité (Dickeson et al., 1999; Tulla et al., 2001).

Les intégrines réceptrices au collagéne sont largement impliquées dans les processus
physiologiques tels que l'adhésion cellulaire, la migration et la prolifération, dans la réponse
immunitaire (de Fougerolles et al., 2000) (expression dans les monocytes, les mastocytes et les
granulocytes neutrophiles) ainsi que dans le remodelage de la matrice (muscles lisses, cellules
endothéliales, fibroblastes). alf1l semble particulierement impliquée dans la prolifération et a2f1
dans le remodelage matriciel (White et al., 2004). a10B1 et allpl participent quant a elles au

métabolisme des os et du cartilage (Camper et al., 2001; Tiger et al., 2001).

D'aprés des études basées sur des modeles animaux, alPf1l joue un role pathologique dans
I'angiogénése cancéreuse (Pozzi et al., 2000), la fibrose (Gardner, 1999), l'inflammation (Fiorucci et
al., 2002) et la réparation osseuse aprées une fracture (Ekholm et al., 2002).

a2B1 est impliquée dans la liaison au collagene des plaquettes (Holtkotter et al., 2002) et est
ainsi un acteur clef de la thrombose, en plus de son réle dans l'inflammation. De hauts niveaux
d'expression d'a2B1 induitant un plus grand risque d'AVC et d'infarctus du myocarde (Moshfegh et
al., 1999). Cette intégrine est également retrouvée surexprimée dans le cancer de la prostate (Hall et

al., 2008), ainsi que dans plusieurs autres types (Klein et al., 1991).

c. Lesrécepteurs alalaminine

Les sous-types d'intégrines a3f1, a6B1, a7B1 et a6p4 se lient a la laminine (Belkin and Stepp,
2000), une classe de glycoprotéines retrouvée dans la lame basale. Les laminines sont des protéines
trimériques contenant des chaines a, B et y (Colognato and Yurchenco, 2000). Elles jouent un réle
important dans la différenciation cellulaire, la migration et I'adhésion. Elles sont exprimées dans les
cellules épithéliales et participent a I'adhésion de ces cellules a la lame basale (Mercurio et al., 2001).
Comme de nombreuses tumeurs solides se développent a partir des cellules épithéliales, les
intégrines liant la laminine sont retrouvées exprimées dans les cellules tumorales de plusieurs
modeles, et, entre autres, sont responsables de la croissance tumorale et des métastases.

Un sous-type clef des récepteurs a la laminine est l'intégrine a6B4, qui se lie
préférentiellement a la laminine-5 (Gilcrease, 2007). La signalisation sous a6B4 induit la prolifération

des cellules épithéliales cutanées et joue un role dans l'invasion tumorale et la prolifération. Ainsi, de
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nombreux carcinomes invasifs montrent des niveaux élevés de ce sous-type d'intégrine, qui permet

in vitro d'améliorer les capacités invasives de carcinomes mammaires (Lipscomb et al., 2005).

d. Les récepteurs au motif RGD

Le motif RGD est le tripeptide Arg-Gly-Asp, originellement identifié comme la séquence au sein
de la fibronectine responsable de I'adhésion cellulaire par l'intégrine spécifique a5B1, et qui depuis a
été retrouvé dans de nombreuses autres protéines, dont les intégrines. De plus, le collagene, connu
pour provoquer une adhésion indépendante de la fibronectine, contient lui aussi une séquence RGDX
(Rubin et al., 1981; Schor and Court, 1979). Le contexte protéique ou se situe le motif RGD, comme
les résidus voisins et la structure 3D, détermine ses capacités d'interactions avec le site de liaison des

intégrines (Haas and Plow, 1994).

Le récepteur plaquettaire allbB3, également connu comme le récepteur glycoprotéique (GP)-
llb/Illa, est une cible thérapeutique majeure du fait de son expression unique a la surface des
plaquettes et des mégakaryocytes (Phillips et al., 1991), des cellules productrices de plaquettes de la
moelle osseuse. L'intégrine allbB3 est impliquée dans I'agrégation des plaquettes durant I'hémostase
primaire via le fibrinogene du plasma. Dans ce mécanisme d'agrégation, le fibrinogéne relie deux
plaquettes entre elles en liant les allbB3 de surface des deux cellules grace a ses deux sites arborant
le motif RGD (Hynes, 1992). Bloquer I' allbB3 par des anticorps monoclonaux a permis cliniquement

de traiter le phénomene de thrombose.

Les intégrines avP3 et avPp5 sont fortement exprimées dans les ostéoclastes, les cellules
endothéliales et dans les tumeurs solides, et sont impliquées dans I'angiogénése (Weis and Cheresh,
2011a). Au sein des protéines de la matrice extracellulaire, elles se lient préférentiellement a la
vitronectine via son site RGD (Plow et al., 2000).

De plus, des antagonistes a I'avB3 sont développés pour le traitement de I'ostéoporose, une
maladie caractérisée par la perte de densité osseuse. Dans des conditions normales, une balance
existe entre la résorption osseuse des ostéoclastes et la formation osseuse des ostéoblastes.
Cependant, lors d'évenement comme la chute des estrogénes sanguins a la ménopause, I'équilibre
est rompu en faveur des ostéoclastes et provoque a long terme la dégénération osseuse (Zhao et al.,
2005). Comme avB3 est exprimée a la surface des ostéoclastes, I'utilisation d'antagonistes permet de
prévenir la résorption osseuse in vitro et in vivo (Masarachia et al., 1998), essentiellement en

interférant avec la motilité des ostéoclastes (Chellaiah and Hruska, 2003).
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B. Les intégrines comme acteurs clefs des structures cellulaires d'adhésion

1. Les fibres de stress et les adhésions focales

Figure 36 : Les fibres de stress

Les fibres de stress sont des assemblages de fibres d'actines réticulées. Elle sont, typiquement,
divisées en trois types : fibres ventrales, dorsales et arcs transversaux. Ces trois types sont définis
selon leur fonction, leur localisation cellulaire, leur structure et leur composition (Hotulainen and
Lappalainen, 2006; Small et al., 1998).

Les fibres de stress dorsales sont longues, linéaires et non-contractiles, réticulées par I'a-
actinine et composées de palladine et de la protéine VASP (Burnette et al., 2014; Gateva et al., 2014).
Elles ne sont attachées qu'a la membrane ventrale via les adhésions focales en un ancrage unique et
discret, habituellement proche des bords cellulaires. De I3, elles s'étendent vers le centre de la cellule
via une polymérisation de l'actine dépendante de VASP et de la formine (Hotulainen and
Lappalainen, 2006; Skau et al., 2015; Tojkander et al., 2015). Leur réle serait de servir de pistes sur
lesquelles glissent les arcs transversaux (Hotulainen and Lappalainen, 2006; Tee et al., 2015).

Les arcs transversaux sont des structures d'actine allongées et incurvées, le long desquelles
alternent des bandes répétés d'a-actinine et de myosine. Aprées leur formation aux lamellipodes via
ARP2/3 et des fibres d'actines nucléées autour de la formine (Burnette et al., 2011; Hotulainen and
Lappalainen, 2006; Tojkander et al., 2015; Zhang et al.,, 2003), les arcs transversaux glissent de
maniére centripéte, sans ancrage aux adhésions focales, le long des fibres de stress dorsales par un
mécanisme dépendant de la myosine Il (Tee et al., 2015). lIs finissent par fusionner entre eux au
centre de la cellule, formant un épais paquet d'actomyosine contractile.

Les fibres de stress ventrales combinent les propriétés des arcs transversaux et des fibres
dorsales. Ces longues et linéaires structures d'actine s'étendent habituellement d'un bord a l'autre de
la cellule, attachées a chaque extrémité a des adhésions focales. Cependant, leur centre est composé
d'une alternance de bandes d'a-actinine et de myosine Il de longueurs variables. L'un des
mécanismes de formation des fibres de stress ventrales passe par la fusion d'arcs transversaux avec
deux fibres dorsales (Hotulainen and Lappalainen, 2006; Tojkander et al., 2015). Les fibres ventrales
incluent également deux sous-types de fibres : les fibres de stress périphériques, qui courent le long
des bords stables des cellules (Prager-Khoutorsky et al., 2011), et les fibres de stress a bouchon
d'actine, qui sont drapées autour du noyau (Kim et al., 2014). De maniére intéressante, alors que la
myosine Il génére une force contractile aussi bien dans les arcs transversaux que les fibres ventrales,

leurs effets sont distincts. Dans les arcs transversaux, ces forces s'exercent dans la cellules pour les
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rapprocher du centre (Hotulainen and Lappalainen, 2006). En contraste, les fibres de stress ventrales
transmettent les forces générées par la myosine Il au milieu extérieur via leur ancrage aux adhésions
focales, permettant de sonder et d'interagir avec le microenvironnement (Balaban et al., 2001;
Grashoff et al., 2010; Sabass et al., 2008).

Ainsi, méme si les fibres dorsales et les arcs transversaux sont primordiaux pour I'étalement
cellulaire, ce sont les fibres ventrales qui sont le plus retrouvées dans les cellules matures et qui
semblent avoir un réle clef dans les perceptions mécanosensibles cellulaires et l'interaction a la

matrice extracellulaire via les adhésions focales (Pellegrin and Mellor, 2007).

Figure 37 : Les adhésions focales

Les adhésions focales sont situées au niveau de la membrane ventrale des cellules adhérentes,
mesurent environ 1 micrometre de longueur et forment le lien entre la section terminale des fibres
de stress et la matrice extracellulaire (MEC). Leurs composants cytoplasmiques s'attachent au fibres
de stress, alors que leur composants extracellulaires s'ancrent a la MC via les intégrines. Les
adhésions focales sont des complexes protéiques fortement régulés et composés de plus de 200
protéines distinctes, définies collectivement comme "lI'adhésome des intégrines" (Byron et al., 2011;
Kuo et al., 2011; Schiller et al., 2011; Zaidel-Bar and Geiger, 2010; Zaidel-Bar et al., 2007; Zamir and
Geiger, 2001).

Les protéines des adhésions focales sont réparties en deux classes fonctionnelles de molécules
: les protéines structurelles (la vinculine, la paxilline, la taline, la zyxine...) et celles de signalisation
(FAK, certaines phosphatases, les activateurs et inhibiteurs des protéines G de la famille Rho...). Les
protéines de la structure sont impliquées dans la formation et la stabilité de l'intégrité de I'adhésion
focale, liant les fibres de stress a la MEC via les intégrines. Les protéines de signalisation sont
recrutées sur le site d'adhésion, ou elles générent et transmettent des signaux dépendant de
I'adhésion, controlant localement le développement et le maintien de I'adhésion focale.
Simultanément, ces protéines régulent de nombreux processus cellulaires clefs comme Ia
prolifération, la différentiation, la survie et la migration (Wozniak et al., 2004).

Si les fibres de stress et les adhésions focales sont deux structures bien distinctes, elles sont
clairement interdépendantes. La dissolution des fibres de stress (en inhibant la myosine Il par le
traitement a la blebbistatine, par exemple) s'accompagne du désassemblage rapide des adhésion
focales. Inversement, les fibres de stress diminuent lorsque leur site d'ancrage disparait lors de la
migration cellulaire (Laukaitis et al., 2001), soit en interagissant avec les microtubules (Ezratty et al.,

2005), soit suite a une inhibition de constituants spécifiques de I'adhésion focale comme la taline
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(Humphries et al., 2007). De plus, les fibres de stress se contractent lorsqu'elles sont séparées de leur
adhésion focale, comme lors de la cassure en son milieu d'une fibre, laissant deux extrémités non
ancrées (Colombelli et al., 2009; Kumar et al., 2006). Jusqu'a la formation d'une nouvelle adhésion
focale, I'adhésion restante toujours connectée a la fibre de stress montre une perte rapide de la
zyxine, dont la localisation est dépendante du stress mécanique (Colombelli et al., 2009; Zaidel-Bar et
al., 2003).

Cette interdépendance entre les fibres de stress et I'adhésion focale se manifeste également
par l'apparente corrélation entre plusieurs parametres physiques de ces deux structures.
Spécifiquement, il a été montré que la taille d'une adhésion focale change selon la charge mécanique
gu'elle subit : lors de la génération de forces contractiles par la myosine I, l'aire des adhésions
focales ancrées au substrat augmente, et réciproquement. Sur un substrat d'élastomeres avec une
rigidité d'environ 10 kPA, la relation entre force et aire se mesure a environ 5,5 nN/um? (Balaban et
al., 2001). Ceci équivaut a un stress constant d'environ 5,5 kPA exercé par les adhésions focales au
substrat, ce qui est en comparaison trois fois supérieur a la pression exercé par le flux sanguin sur les

parois artérielles (Samijo et al., 1998).

Si de nombreux progrés ont été réalisés ces derniéres années sur la classification des fibres de
stress et la compréhension de leur réle et leur mode d'assemblage, peu de choses sont connues en
revanche sur la différence entre leurs sites spécifiques d'adhésion. Par exemple, comme la
composition des adhésions focales est régulée par le stress mécanique (Lavelin et al., 2013; Yoshigi et
al., 2005), la tension inférieure de fibres dorsales comparée aux fibres ventrales (Soine et al., 2015;
Tojkander et al., 2015) doit résulter en des variations substantielles entre leurs adhésion focales.
Formellement, il est suggéré que chaque type de fibres de stress est associé a un type d'adhésion
focal spécifique. De plus, les forces transmises par I'adhésion associée au différentes sortes de fibres
de stress peuvent non seulement varier en magnitude mais aussi en direction. Les fibres ventrales
sont paralléles au substrat, appliquant donc essentiellement des forces tangentielles (Balaban et al.,
2001), tandis que les fibres dorsales (Burnette et al., 2014) et les fibres a bouchon d'actine (Kim et al.,
2014) peuvent s'ancrer a leur site d'adhésion perpendiculairement au substrat (Hur et al., 2009),
impliquant des forces difficilement quantifiables par les méthodes de détection 2D.

Naturellement, les fibres de stress interagissent mécaniquement non seulement avec les
adhésions focales mais aussi avec d'autres structures cellulaires, notamment des fibres de stress
voisines et le cortex d'actine. Similairement, les adhésion focales n'interagissent pas exclusivement

avec les fibres de stress méme si elles sont leurs partenaires privilégiés.

2. Les invadosomes : podosomes et invadopodes
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Figure 38 : Structure des invadosomes

Historiquement, les podosomes ont été découverts dans des fibroblastes embryonnaires de
poulet infectés au virus du sarcome de Rous, induisant I'oncogéne v-src et relocalisant la vinculine et
I'a-actinine des adhésions focales vers de nouvelles structures en rosette. Celles-ci étant impliquées
dans I'adhésion cellulaire, elles furent considérées comme les "pieds" des cellules, d'olu le nom de
podosomes. Il fut constaté ensuite que ces podosomes étaient capables de dégrader la matrice
extracellulaire et se localisaient au niveau de protrusions cytoplasmiques des cellules au fort
potentiel invasif, comme les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules cancéreuse etc.,
étant alors renommeés invadopodes. Il y a donc une certaine confusion sémantique entre les deux
termes, les structures auxquelles ils se référent étant fondamentalement identiques, mais le terme
podosome renvoie au role d'adhésion cellulaire tandis qu'invadopode se référe a l'invasion.

Aujourd'hui, le terme générique d'invadosome émerge, mais les occurences de podosome et
d'invadopode étant répandus dans la littérature il devient commun d'utiliser podosome dans le cas
de cellules normales non transformées et de préférer invadopode pour les cellules cancéreuses
(Murphy and Courtneidge, 2011). Il subsiste cependant certaines différences subtiles entre les deux
structures, avec des changements morphologiques et une distribution protéique quelque peu
distinctes, impliquant une capacité des invadopodes a pénétrer plus profondément la MEC que les
podosomes, car les premiers bénéficient d'un renouvellement plus lent que les seconds
(respectivement quelques heures pour quelques minutes) (Weaver, 2008).

Il est aussi important de distinguer les invadosomes des autres protrusions cellulaires, comme
les filopodes et les lamellipodes, et des structures adhésives telles que les adhésions focales. Toutes
ces structures partagent toutefois de nombreuses protéines, tels les acteurs impliqués dans la

polymérisation de I'actine (Block et al., 2008; Gimona et al., 2008).

Les invadosomes sont caractérisés par un cceur riche en actine, entouré de protéines
structurales et d'adhésion (Linder and Kopp, 2005). Un ensemble de nucléateurs de I'actine, des
activateurs de la polymérisation, des protéines de liaison et de réticulation de I'actine, des kinase,
des petites GTPases et des protéines structurelles régulent la machinerie de l'actine. Parmi les
acteurs majeurs de sa régulation on retrouve les adaptateurs protéiques TKS4 et TKS5 (Tyr kinase
substrate with 4 or 5 SH3 domains), la cortactine, N-WASP, SRC, la MTIMMP et les intégrines
(Buccione et al., 2009; Clark and Weaver, 2008; Gimona et al., 2008; Stylli et al., 2008).
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Les invadosomes permettent a la cellules de coordonner la dégradation de la matrice avec la
motilité cellulaire, afin de faciliter la migration a travers les microenvironnements tissulaires. Les
podosomes sont retrouvés dans les types cellulaires impliqués dans le remodelage des tissus et la
surveillance immunitaire : la présence d'invadopodes est corrélée avec le potentiel invasif et
métastatique des cellules cancéreuses. Leur maturation implique le recrutement et l'activation de
multiples protéases péricellulaires qui facilitent la dégradation de la MEC (Artym et al., 2006; Clark et
al., 2007). Trois classes principales de protéases sont impliquées : les métalloprotéases régulées par
le zinc (MMP2, MMP9, MT1IMMP et les sheddases de la famille ADAM), les protéases Cys cathepsines
et les protéases Ser UPAR (seprase and urokinase plasminogen activator surface receptor) (Linder,
2007; Stylli et al., 2008). Les podosomes et les invadopodes peuvent également agir comme mécano-
senseurs, et exercer une traction sur la matrice extracellulaire par un processus dépendant de la

MT1MMP (Albiges-Rizo et al., 2009; Collin et al., 2008).

Figure 39 : Maturation et activation des invadosomes

Les récepteurs aux intégrines interagissent directement avec la MEC, et sont donc idéalement
placés pour moduler les invadosomes. De nombreuses études rapportent la présence d'intégrines
dans les podosomes et les invadopodes. L'intégrine avp3 est retrouvée dans les podosomes des
ostéoclastes et dans les invadopodes de nombreux cancers (Gimona et al., 2008; Zambonin-Zallone
et al.,, 1989), tandis que la sous-unité Bl a été identifiée aussi bien dans les podosomes que les
invadopodes (Helfrich et al., 1996; Mueller and Chen, 1991).

Peu de travaux se sont directement intéressées au role des intégrines dans ces structures, bien
que la formation des invadosomes soit modulée par la présence de composés matriciels (Destaing et
al., 2010; Gawden-Bone et al., 2010). L'activation de B1 par des anticorps stimule la dégradation de la
MEC (Nakahara et al.,, 1998), tandis qu'interférer avec avB3 dans les ostéoclastes inactive
fonctionnellement les podosomes (Blouw et al., 2008). L'implication de la MEC et des intégrines dans
la régulation de la formation des podosomes et des invadopodes a été étudiée dans les ostéoclastes
et les fibroblastes transformés par SRC (Destaing et al., 2010), ces deux modéles exprimant les sous-
unités B1 et B3. Les invadopodes se forment méme en absence de l'intégrine B3, mais la constitution
des podosomes et des invadopodes est totalement inhibée lors de la perte de I'intégrine B1. De plus,
la phosphorylation de la queue cytoplasmique de 1 augmente la formation de rosettes. De maniere
intéressante, la perte de B1 renforce également la formation d'adhésions focales, ce qui corrobore

I'idée d'une relation poussée entre les deux structures (Destaing et al., 2010).
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C. La migration cellulaire

On ne peut pas parler de la voie des intégrines sans évoquer leur implication dans les
nombreux processus de migration cellulaire. De par leur importance dans les mécanismes
d'adhésion, de remodelage de la matrice extracellulaire ou de survie, les intégrines sont des facteurs
clefs de la migration.

Les mécanismes de migrations permettent aux cellules de s'assembler, se positionner, se
restructurer, défendre et réparer les organismes multicellulaires (Friedl and Weigelin, 2008; Scarpa
and Mayor, 2016; Sonnemann and Bement, 2011). C'est en conséquence un processus tres plastique,
qui permet aux cellules d'atteindre et changer leur positionnement dans un environnement donné
pour exécuter leurs fonctions, former ou abandonner des assemblages de cellules avoisinantes, se
déplacer individuellement ou collectivement, et interagir mécaniquement et chimiquement avec les
composants structurels des tissus et ainsi altérer la composition et I'organisation des tissus
interstitiels (Friedl et al., 2012; Rowe and Weiss, 2009).

Ces processus sont controlés par des programmes moléculaires permettant a la cellule de
percevoir, interagir et (si besoin) remodeler la structure des tissus lors de leur déplacement ou
ancrage (Chen et al.,, 2004). En dépit de I'énorme complexité de la migration cellulaire et de sa
potentielle vulnérabilité aux assauts mécaniques et signalétiques, le processus est robuste et
résistant. Par la redondance et la complémentarité des voies de signalisations, les cellules sont
équipées de nombreuses stratégies pour s'adapter et assurer la migration cellulaire (Friedl and Wolf,

2010).

1. Les modeéles de migration cellulaire

Les cellules peuvent migrer soit individuellement, grace a I'activité du cytosquelette et sans
interactions cellule-cellule avec les cellules avoisinantes (Ridley et al., 2003), soit collectivement, en
un groupe cohésif qui maintient ses jonctions cellule-cellule et coordonne leur cytosquelette entre
cellules et avec les tissus avoisinants (Friedl and Gilmour, 2009).

Le modeéle général de la migration individuelle se réfere aux déplacements des leucocytes en
transit entre et a travers les tissus au cours de leur fonction de surveillance de I'organisme (Friedl and
Weigelin, 2008), mais aussi a la production, dépo6t et réabsorption de matrice extracellulaire par les
cellules stromales (Grinnell and Petroll, 2010), et enfin aux capacités d'intégration et d'ancrage dans
une nouvelle niche des cellules souches (Paksa and Raz, 2015). In vivo, il est possible de distinguer
deux modes de migrations individuelles en se basant sur la morphologie, les mouvements et les

fonctions cellulaires : les mouvements amiboides et mésenchymateux.
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La migration collective survient lorsque les cellules maintiennent leur jonctions cellule-cellule
avec leur voisines et bougent comme un groupe coordonné (Friedl and Gilmour, 2009). Leur
morphologie collective, leur dynamique et leur devenir sont déterminés par le type et la stabilité des
jonctions intercellulaires et des conditions extracellulaires.

Ces types de migrations, individuelle ou collective, sont contr6lés par des programmes
moléculaires définissant leur spécificité, leur force mécanique et leur renouvellement, et

conditionnent les interactions cellule-cellule et cellule-matrice.

Figure 40 : La migration, individuelle ou collective

a. La migration individuelle

Les cellules individuelles percoivent les stimuli de migration et les indications de directions via
leur front de migration. Ce front est guidé par des stimuli physiques, comme des discontinuités
structurelles du substrat détectées par les récepteurs d'adhésions, ou par une induction chimique de
facteurs autocrines ou paracrines. Ces signaux convergent a la membrane, provoquant la transition
du PIP2 en PIP3 et activent RAC ou CDC42, permettant aux cellules de passer d'un comportement
sédentaire a mobile (Heit et al., 2002; Kolsch et al., 2008). La localisation des protrusions définit la
direction du mouvement, et un changement de polarité induit un changement de direction. Par la
production différentielle de protrusions, les cellules individuelles décident quoi suivre entre les
différents gradients d'attractions (Heit et al., 2002) et les différentes cytokines solubles ou immobiles
(Weber et al., 2013), ajustant la direction de leur migration selon la disponibilité en ligand d'adhésion
et de I'organisation géométrique des tissus (Doyle et al., 2009; Starke et al., 2014).En modulant RAC
et CDC42, le front de migration de la cellule peut adopter différentes formes et changer de types de
protrusions, incluant les lamellipodes, les filopodes, les lobopodes et les "blebs", séquentiellement
ou simultanément (Bergert et al., 2012; Petrie and Yamada, 2012; Roubinet et al., 2012; Starke et al.,
2014). Les différents types de protrusion different dans leur forme, leur cinétique et leurs protéines
de liaisons a I'actine (Sarmiento et al., 2008; Tseng et al., 2001), ainsi que dans leur capacité a
focaliser I'actine, les intégrines et les protéases de surfaces, induisant des variations dans leur

capacités a adhérer, générer des forces mécaniques et dégrader la matrice.

b. La migration collective

La direction prise lors d'une migration collective peut étre déterminée par deux mécanismes

distincts, les décisions prises par la cellule de téte et le dépot de matrice extracellulaire. La cellule de
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(a) Transition d’une cellule isolée immobile a migratrice. Les caractéristiques du mouvement amiboide sont une
forme arrondie, et un front trés dynamique formant des protrusions de type « bleb », des dendrites, des filopodes ou
des pseudopodes aux capacités d’adhésion limitées. Le mouvement mesenchymateux génére une forme de cellule

allongée, avec des extensions dans I’axe antéro-postérieure et une adhésion renforcée.

(b) Le mode de migration collective dépend de la morphologie cellulaire et de la force des interactions cellule-cellule.

Le mouvement mésenchymateux collectif est caractérisé par une forte densité cellulaire, des jonctions cellule-cellule
faibles et survient lors d’un confinement important. Le mouvement neuronal est utilisé par les astrocytes et les
cellules de gliome migrant a travers le stroma du cerveau, conservant des jonctions filamenteuses. La migration des
cellules épithéliales est maintenue par une adhésion cellule-cellule trés forte décourageant l'individualisation, son
mouvement est soit en couche ou multicouche épithéliale, soit conserve une polarité apico-basale et un lumen. Le
mouvement collectif endothélial mene au bourgeonnement vasculaire, avec une forte adhésion cellule-cellule

étanche préservant et la polarité apico-basale pour le lumen, et la polarité antéro-postérieure de la cellule de téte.



téte détecte et suit les reperes des tissus ainsi que les facteurs pro-migration, dirigeant le groupe
entier. La cellule de téte guide les autres via des chimiokines comme SDF-1, tandis que la productions
de morphogénes comme le FGF et I'HGF définissent I'émergence de branches latérales, comme lors
de l'angiogénese (Xu et al., 2014). Les branches peuvent étre induites par le dép6t de protéines
matricielles par des cellules épithéliales mouvantes, comme la fibronectine, qui cause des
bifurcations et initialement sépare les compartiments tissulaires (Larsen et al., 2006; Sakai et al.,

2003).

c. Plasticité de la migration

La migration collective peut se convertir en migration individuelle, via un détachement des
cellules du groupe par des déplacement mésenchymaux ou amiboides. Au moins deux mécanismes
d'individualisation supportent ce détachement, I"'unjamming" (débourrage) et l'inhibition des
jonctions adhérentes (Haeger et al., 2015).

Avant I"'unjamming", les cellules migratrices conservent des jonctions cellule-cellule faibles,
leur cohésion n'étant assurée que par le fait qu'elles se déplacent dans des espaces confinés, comme
les cellules mésenchymateuses migrant dans des structures en tube dans un collagéne dense (Haeger
et al., 2014; llina et al., 2011), ou in vivo dans I'espace interstitiel (Weigelin et al., 2016). Lorsque les
cellules émergent dans un milieu moins confinés elles se libérent les unes des autres (Haeger et al.,
2014).

L'inhibition transcriptionnelle des jonctions adhérentes, des jonctions serrées et des
desmosomes survient lors de la transition épithélio-mesenchymateuse (EMT). L'EMT est induite par
des déclencheurs extracellulaires, comme les cytokines, les facteurs de croissance et la stress
métabolique, menant a l'internalisation du tube neural, la transition de la cadhérine E vers la
cadhérine N, et l'induction de la migration (Nieto, 2011; Theveneau and Mayor, 2012). Les cellules
ont donc moins d'attaches intercellulaires, se détachent de I'épithélium et bougent individuellement.
Les modifications induites par I'EMT sont plus détaillé dans la sous-partie consacrée dans le chapitre
l.

Selon qu'elles retiennent ou non des interactions intercellulaires et qu'elles traversent des

espaces confinés, les cellules peuvent alterner d'une migration collective a individuelle et vice versa.

2. Guider la migration, une histoire de -taxie

Figure 41 : Les différents types de migration
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a. L'haptotaxie et I'haptorépulsion

L'haptotaxie décrit une migration dirigée par une combinaisons de facteurs physiques et
chimiques le long de ligands immobiles (Carter, 1967). Le gradient de ligands peut résulter de niveaux
ou de distribution différents des protéines matricielles, incluant le collagene, la fibronectine et les
laminines, les cytokines et chimio-attractants liés a la matrice, et/ou les molécules d'adhésion
présentes sur les cellules rencontrées (cadhérines, CAMs, intégrines...). Les cellules orientent
habituellement leur migration vers les sites présentant le plus de possibilités d'adhésion, cependant
le mouvement peut également se tourner en sens inverse vers la plus faible densité de ligands en
fonction des cellules et des récepteurs d'adhésions impliqués (Bauer et al., 2009; Chan et al., 2014).

Avec I'haptotaxie en tant que premier évenement, les cellules de téte peuvent renforcer ou
opposer l'attraction a quatre niveaux : en sentant et répondant au signal d'attraction, en déposant
des composés matriciels et formant de nouveau sites d'adhésion (Nguyen et al., 2000; Stratman and
Davis, 2012), en retirant des sites d'adhésion par dégradation de la matrice (Daub and Merks, 2013;
Gritsenko et al., 2012), et enfin en remodelant la matrice via une action paracrine de dépé6t de
cytokines et chimiokines (Egeblad et al., 2010). Les trois derniers, en modifiant les tissus traversés,

affectent I'attraction des cellules suivantes.

Le mécanisme de répulsion est défini par le guidage des cellules loin de la structure
rencontrée. La répulsion haptokinetique peut étre médiée via la communication cellule-cellule, par
exemple par interaction du récepteur tyrosine kinase a l'ephrine avec son ligand associé a la
membrane des cellules voisines (Park and Lee, 2015; Sugiyama et al., 2013), ou via des voies de
signalisation en aval d'autres molécules d'adhésion cellule-cellule comme la cadhérine N (Fagotto et
al., 2013; Theveneau et al., 2013).

La signalisation en aval de la répulsion induit I'inhibition de RAC, le désassemblage des
adhésions focales et I'effondrement des protrusions cellulaires suivi par la réorientation de la cellule
dans la direction opposée (Theveneau et al., 2013). De plus, la répulsion provoque une contractilité
dépendante de Rho aux limites cellulaires, ce qui prévient I'établissement de jonctions cellulaires

stables et supporte la séparation entre cellules et tissus (Fagotto et al., 2013).

b. L'haptokinésie

L'haptokinésie est un processus de guidage cellulaire résultant de l'orientation de l'axe
longitudinal des cellules et des mouvements le long de repéeres topographiques fournis par

I'environnement (Dickinson et al., 1994). Pour permettre I'haptokinésie, les récepteurs d'adhésion
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s'engagent avec le substrat et "sentent" les repéres topographiques avant de s'y coupler
mécaniquement (Dee et al., 1999; Maheshwari and Lauffenburger, 1998). Ces repéres peuvent étre
des composants de la matrice, incluant les fibres de collagéne ou la lame basale, ou des structures
tissulaire complexe comme les pistes neuronales, les fibres musculaires ou le tissus adipeux. A des
degrés divers, ces structures sont respectées par les cellules migratrices, servant de pistes orientant
la migration mais aussi de barriere protégeant I'environnement adjacent de l'invasion (llina et al.,
2011; Weigelin et al., 2016; Weiner et al., 2007; Yevick et al., 2015). Etant donné la complexité des
mouvements cellulaires, il n'est pas encore clair quand et comment les cellules exercent une

haptokinése active ou sont simplement emportées par une route restrictive.

c. Lachimiotaxie

L'orientation de la migration cellulaire via des solutés chimiques est nommée chimiotaxie,
pouvant étre attractrice ou répulsive. La chimio-attraction est le mouvement chimiotactique le long
d'un gradient de solutés chimiques, incluant les chimiokines et les cytokines mais aussi le pH et les
especes réactives de l'oxygéne (Majumdar et al., 2014). Basés sur la diffusion et la convection, la
chimiotaxie est rapide mais limitée dans le temps, en contraste des signaux plus durables de
I'naptotaxie et haptorépulsion. La liaison des récepteurs et leur activation par les molécules
chimioattractantes induisent localement une signalisation en aval et des protrusions cytoplasmiques
suivies d'une polarisation cellulaire et de mouvement vers la plus grande disponibilité en soluté
(Insall, 2010). En réponse au gradient, la polarité est renforcée par l'activation préférentielle de voies
de signalisation dans les cellules de téte lors de la migration collective, ce qui stimule la migration et
stabilise la polarité et la cohésion cellule-cellule (Theveneau et al., 2010; Wan et al., 2013).

La chimiotaxie est typiquement un mécanisme paracrine, via la diffusion de molécules
sécrétées par d'autres cellules voisines (Bagorda and Parent, 2008; Tessier-Lavigne, 1994), mais peut
également étre induite ou maintenue par les cellules elles-mémes (Cai and Montell, 2014; Majumdar
et al., 2014). Dans la migration collective,, un gradient peut étre établi entre le groupe de téte et
celui de queue, par exemple en relachant a la téte des facteurs stimulant la migration (Kriebel et al.,
2008), en produisant des enzymes dégradant les chimiokines afin de "purifier" I'axe de migration
(Garcia et al., 2009), et enfin en piégeant via des récepteurs leurres certaines molécules afin de
restreindre |'attraction d'autres cellules (Cai and Montell, 2014; Dona et al., 2013). Ainsi, le récepteur
CXCR7, exprimé préférentiellement en queue d'une migration collective, séquestre le SDF-1 stromal
et génére un gradient pour guider des migrations successives induites par CXCR4 (Dona et al., 2013;

Valentin et al., 2007; Venkiteswaran et al., 2013).
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La chimio-répulsion décrit le mouvement inverse, la fuite des cellules par rapport a la source
d'un stimulus chimique. Similaire a la chimio-attraction, les récepteurs lient les molécules solubles et
induisent une signalisation locale, induisant la formation de protrusions au pole opposé de la cellule
(Bagorda and Parent, 2008; Tessier-Lavigne, 1994). La chimio-répulsion a un réle tres important dans
le développement embryonnaire, ol la migration collective est repoussée par des morphogénes
comme le FGF8 et Wnt3a, qui repoussent le feuillet du mésoderme durant la gastrulation (Weijer,

2009).

d. La durotaxie

La durotaxie est le déplacement des cellules migrant en réponse a un gradient de rigidité du
substrat, pouvant étre orientée positivement (vers la plus grande rigidité), négativement (vers la plus
faible rigidité), ou perpendiculairement (le long d'une rigidité constante) au gradient (Harland et al.,
2011; Lo et al., 2000).

La durotaxie positive est prévalente dans la migration des fibroblastes vers les régions de
haute rigidité lorsqu'ils sont placés sur une matrice a la rigidité variable (Wong et al., 2014), ce qui
résulte d'une signalisation mécano-sensible, incluant les intégrines des adhésions focales et la
génération de la force de traction par la contraction de la myosine Il (Fouchard et al., 2011; Lange
and Fabry, 2013). La migration collective des cellules de sarcomes est augmentée sur des substrats
rigides par rapport a d'autres plus souples (Beaune et al., 2014).

Cependant, les mécanismes grace auxquels les groupes de cellules intégrent les gradient de

rigidité pour percevoir la direction restent a étre explorés.

e. Les flux et les contraintes de cisaillement

Les cellules peuvent migrer dans un flux liquide, comme dans les vaisseaux sanguins ou le
tractus urinaire, suivant une attraction spécifique.

Les cellules peuvent dériver lorsqu'elles pénetrent un flux sans adhérer aux parois du vaisseau,
comme dans le cas de cellules passivement emportées par le sang ou la lymphe, ou encore dans les
fluides des cavités péritonéale ou pleurale (Aceto et al., 2014; Giuliano et al., 2015).

Les contraintes de cisaillement imposées par les flux peuvent également servir d'information
directionnelle aux cellules adhérentes, via des molécules sensibles a ce stress mécanique. Ces
senseurs incluent les adhésions focales (et les intégrines), les récepteurs couplés aux protéines G, les

canaux a ions de type TRP (transient receptor potential), et le cil primaire (Vasilyev and Drummond,
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2010). En conséquence, les cellules migratrices peuvent bouger avec ou contre le flux (Hsu et al.,,

2005; Vasilyev et al., 2009).

f. L'électrotaxie

L'électrotaxie, aussi connue comme la galvanotaxie, est définie comme la migration cellulaire
dirigée par un courant ou un champ électrique, s'orientant selon le type cellulaire vers I'anode ou la
cathode (Cortese et al., 2014; Liu and Song, 2014; Wu and Lin, 2014). Les champs électriques peuvent
ouvrir les canaux voltages dépendants a ions Ca*" et Na*, provoquant des flux d'ions intracellulaires et
activant de nombreuses voies en aval (Na/K-ATPase, NHE3 et polarisation cellulaire (Liu and Song,
2014; Zhao, 2009)). De plus, les récepteurs de surface impliqués dans la migration, comme I'EGFR,
I'AchR (acetylcholine receptor) et les intégrines sont décrits comme répondant aux champs
électriques et activent localement les voies PI3K/AKT et MAP/ERK (Cohen et al., 2014; Liu and Song,
2014).

L'électrotaxie a différents effets incluant la stimulation de la migration de nombreux types
cellulaires comme les fibroblastes, les cellules épithéliales et endothéliales, les neurones, les cellules
immunitaires et les cellules cancéreuses (Cortese et al.,, 2014). L'électrotaxie supporte la
régénération des tissus, les épithéliums blessés induisant un gradient de faibles courants électriques
qui déclenche la migration a l'intérieur de I'espace ouvert pour favoriser la fermeture de la blessure
(zhao et al., 2006). Outre I'épithélium lui-méme, les cellules endothéliales et neuronales sont aussi
impliqués dans la régénération (Zhao, 2009; Zhao et al., 2006). Cliniguement, la stimulation

électrique des tissus est parfois utilisée pour favoriser la guérison (Torkaman, 2014; Zhao, 2009).

D. Intégrines et Cancers

Classiquement, la littérature sur le cancer a tendance a impliquer les intégrines dans la
prolifération tumorale, la migration et la survie. Ce réle des intégrines dans la migration cellulaire et
I'invasion est I'un des domaines les plus étudiés de la biologie des tumeurs (Desgrosellier and

Cheresh, 2010; Seguin et al., 2015), notamment dans le mélanome

Figure 42 : Les intégrines impliquées dans le cancer

Adapté de (Desgrosellier and Cheresh, 2010)

Type de cancer Intégrines exprimées Phénotypes associés

Mélanome avB3 et a5p1 Phase verticale de croissance et

métastases lymphatiques.
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Sein 06B4 et avp3 Croissance de la  tumeur,
augmentation de grade et baisse
de la survie (a6B4). Augmentation
des métastases osseuses (avf3).

Prostate avp3 Augmentation des métastases
osseuses.

Pancréas avf3 Métastases lymphatiques.

Ovaires a4pB1 et avp3 Augmentation des métastastases
péritonéale (a4p1) et prolifération
tumorale (avf3).

Cervical avp3 et avp6 Baisse de la survie des patients.

Glioblastome

avf3 et avB5 Exprimés a la marge tumeur-tissus

normaux, role possible dans
I'invasion
Carcinome du poumon non a a5B1 Baisse de la survie des patients.
petites cellules
Colon avpe6 Baisse de la survie des patients.

Outre les spécificités de liaisons aux protéines structurales vues précédemment, les intégrines

sont capables de lier de nombreuses protéines matricielles ou des jonctions cellule-cellule.

Figure 43 : Spécificités de ligand des couples d'intégrines

Adapté de (Eble and de Rezende, 2014; Gagen et al., 2014)

Intégrines

Ligands

alpl Collagenes (I, IV, IX), laminine, galectine-8

a2p1 Collagenes (I, IV, IX), laminine, Cadhérine E, trombospondine-1, ténascine-C

a3p1 Laminine, trombospondine-1, galectine-8

adpl Fibronectine, VCAM-1, ICAM-4, MAdCAM-1, trombospondine-1, ostéopontine, ADAM?2

51 Fibronectine, fibrilline, ostéopontine, trombospondine-1, galectine-8, ADAM (9, 12, 15, 23),
SPARC

a6p1 Laminine, trombospondine, ADAM (9, 12, 15, 23)

a7pl Laminine

a8pl Fibronectine, vitronectine, ostéopontine, ténascine-C, néphronectine, LAP-TGF

a9p1 Fibronectine, ténascine-C, VEGF, VCAM-1, ostéopontine, ADAM (2, 9, 12, 15, 23)

al0pl Collagenes (I, IV, VI, IX), Laminine
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allpl Collagenes (1, IV, IX)

avpl Fibronectine, vitronectine, LAP-TGFp, ostéopontine, ADAM (9, 12, 15, 23), galectine-8

Fibronectine, vitronectine, trombospondine (1, 2), collagéne IV, CTGF, MMP-2, LAP-TGFj,

avps3 ostéopontine

avp5s Fibronectine, vitronectine, LAP-TGF(, ostéopontine, ADAM (9, 12, 15, 23)
avpe6 Fibronectine, LAP-TGFp, ostéopontine

avp8 Fibronectine, vitronectine, LAP-TGF(

a6p4 Laminine

adp7 Fibronectine, VCAM-1, MAdCAM-1, ostéopontine
aEBR7 Cadhérine E

aDB2 VCAM-1, ICAM-3

alp2 ICAM (1, 5)

aMpB2 Fibrine, ICAM (1, 2, 4)

aXp2 Collagenes, fibrine, ICAM

allbp3 Fibronectine, fibrine, vitronectine, trombospondine

1. Role des intégrines dans les cellules souches

Les cellules souches épithéliales jouent un role important dans la physiologie du
développement, de la maintenance et du remodelage des organes et des tissus (Blanpain and Fuchs,
2014), ces propriétés étant associées a l'initiation et la progression des carcinomes (Visvader and
Lindeman, 2012). Etant donné que la niche des cellules souches est extrémement régulée par des
signaux issus du microenvironnement matriciel, certaines intégrines sont impliquées dans la
capacités des cellules souches a percevoir et répondre cette signalisation, aussi bien dans les tissus
normaux que dans le contexte tumoral. De nombreuses intégrines ont été définies comme des
marqueurs et régulateurs des cellules souches, suggérant de nouvelles approches thérapeutiques a

développer ciblant le phénotype "souche" des cellules cancéreuses.

Des études récentes ont identifié des intégrines spécifiquement enrichies dans les cellules
souches épithéliales et fortement impliquées dans leur comportement.

L'intégrine Bl est fortement exprimée dans les cellules souches normales et régule leur
biologie dans de nombreux organes. Typiquement, les cellules souches sont associées a un
microenvironnement particulier lui fournissant des signaux essentiels a son auto-renouvellement et a
sa pluripotence. Par exemple, les protéines matricielles comme la périostine et la ténascine C sont

retrouvées dans les niches de cellules souches (Malanchi et al., 2012; Oskarsson et al., 2011).
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D'autres preuves renforcent l'importance de B1 dans le maintien de la niche "souche", conservant
une population de cellules souches stables et controlant la balance entre auto-renouvellement et
différenciation (Taddei et al., 2008). Dans |'épiderme, le follicule pileux crée une niche de cellules
musculaires lisses par I'expression de l'intégrine a8B1 (Fujiwara et al., 2011). La signalisation
intégrine est également impliquée dans la prolifération et la différentiation des cellules souches
épithéliales cutanées, ou l'intégrine B1 augmente l'adhésion des kératinocytes et l'intégrine avp6
active le TGF (Rognoni et al., 2014). De plus, la MT1-MMP active une voie de signalisation intégrine
B1 / RhoGTPase qui régule en cascade la forme des cellules souches en contrdlant le lignage des
cellules souches squelettiques (Tang et al., 2013). Dans les cellules souches intestinales, la perte de
I'intégrine B1 augmente la prolifération épithéliale, suggérant que I'expression de B1 peu limiter la
prolifération des cellules souches (Jones et al., 2006). Evidemment, I'adhésion dépendante des
intégrines a la lame basale induit une polarité cellulaire intrinseque, résultant en une division
asymétrique, qui permet au final la maintenance des cellules souches et la génération de cellules
différenciées (Goulas et al., 2012). Dans la glande mammaire, le microenvironnement contréle le
comportement des cellules épithéliales et progénitrices (Kessenbrock et al., 2013), les intégrines
étant des marqueurs importants permettant d'identifier ces types cellulaires. Les lignages épithéliaux
émergent des méme précurseurs dans le sein et peuvent étre séparés selon leur profils d'expression
des intégrines : les cellules luminales expriment de bas niveaux des sous-unités a6 et B1, alors que
les cellules de la lame basale, incluant les cellules souches mammaires, en expriment de hauts
niveaux (Shackleton et al.,, 2006; Stingl et al., 2006; Visvader, 2009). De plus, des études
fonctionnelles ont démontré que la sous-unité Bl est essentielle pour le maintien du potentiel
régénératif de la glande mammaire adulte (Taddei et al., 2008).

Les niveaux d'expression de l'intégrine B3 permettent de distinguer les progéniteurs luminaux
mammaires (B3+) des cellules luminales matures et différenciées (B3-) (Asselin-Labat et al., 2007). Il a
également été mis en évidence qu'une voie de maintien de |'état souche passant par avp3 est
importante pour le remodelage physiologique des cellules souches adultes, le TGFB2 induisant
I'expression de I' avB3 dans les cellules souches mammaires durant la grossesse pour stimuler
I'expansion mammaire, la clonogénicité et I'expression du régulateur Slug (Desgrosellier et al., 2014).
Alors que les souris vierges dépourvues d' avp3 développent des glandes mammaires normales, le
remodelage mammaire au cours de la grossesse se révele défectueux. Cette voie peut étre
empruntée aux cours du cancer du sein, I' avB3 contribuant aux propriétés des cellules souches
cancéreuses telles l'initiation tumorale (Desgrosellier et al., 2014) et les métastases (Desgrosellier et

al., 2009).
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Ces exemples illustrent la capacités des intégrines a influencer le comportement des cellules
souches dans le maintien et le remodelage des tissus normaux, role pouvant étre conservé dans les

cellules initiatrice de tumeurs.

2. Les intégrines et l'initiation tumorale

a. Larégulation des intégrines dans les cellules initiatrices de
tumeurs

De plus en plus de preuves suggerent qu'un faible nombre de cellules initiatrices de tumeurs
sont présentes au sein des tumeurs hétérogénes, formant une sous-population capable de s'auto-
renouveler et moteur de la tumorigénese, et cela dans de nombreux types de cancers. Aussi
appelées CSCs (Cancer Stem Cells), les cellules initiatrices de tumeurs dirigent la progression
tumorale, la résistance aux drogues et les rechutes (Visvader and Lindeman, 2012).

Si les intégrines sont bien connues pour leur contribution a la progression tumorale, il n'est pas
encore clair si ces effets sont reliés a leur réle dans les CSCs. Plusieurs intégrines sont similairement
enrichies entre les cellules souches adultes et progénitrices, et les CSCs, telles que les sous-unités a6,
B1 et B3 (Medema, 2013). Parmi elles, I'a6 est la plus communément observée, étant enrichie dans
les CSCs du sein (Martin and Jiang, 2014), de la prostate (Hoogland et al., 2014), du carcinome
squameux (Schober and Fuchs, 2011) et du cancer colorectal (Haraguchi et al., 2013). Des études
récentes ont également caractérisé la sous-unité B4 comme un nouveau marqueur du cancer du
poumon, ou elle est impliquée dans I'auto-renouvellement, la propagation tumorale et la résistance
aux chimiothérapies (Zheng et al., 2013). Ainsi, les différences d'expression de surface des intégrines
peuvent identifier les petites sous-populations les plus agressives et dangereuses au sein des

tumeurs.

Outre servir comme marqueurs des CSCs, des preuves suggerent que les intégrines participent
aussi a leur fonction.

Dans le glioblastome, affecter la fonction de l'intégrine a6 supprime le phénotype CSC,
prouvant I'importance de cette sous-unité dans le maintien des cellules souches de ce cancer (Lathia
et al., 2010). L'intégrine a6 contribue aussi a l'initiation du cancer de sein en régulant l'induction de
BMI-1 par FAK , qui est nécessaire pour l'auto-renouvellement cellulaire cancéreux (Goel et al.,,
2013). En fait, deux variants d'épissages de l'intégrine a6 provoquent deux phénotypes opposés.

Alors que le variant a6A induit un phénotype épithélial, le variant a6B est essentiel a I'établissement
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du phénotype mésenchymateux "type souche" (Goel et al.,, 2014). De maniere intéressante, ces
variants différent seulement au niveau de la queue cytoplasmique de I' a6.

Pour ce qui est de la sous-unité B4, simplement invalider son domaine de signalisation bloque
les capacités de CSCs des cellules cancéreuses de la prostate, sans impacter le développement des
cellules normales (Yoshioka et al., 2013). De plus, l'intégrine B3 est nécessaire et suffisante pour
induire le phénotype CSC dans les cancers du sein (Desgrosellier et al., 2014; Lo et al., 2012), du
pancréas (Seguin et al., 2014) et du poumon (Seguin et al., 2014). Ainsi, cibler la capacité de ces
intégrines spécifiques a moduler I'adhésion cellulaire, mécanisme important pour les CSCs, en
manipulant l'interaction intégrines/matrice peut représenter une stratégie thérapeutique pour

supprimer la fonction des CSCs.

b. Lavoie non-canonique indépendante des ligands

Figure 44 : Signalisation canonique et non-canonique des intégrines

Plusieurs études montrent que les intégrines peuvent influencer les CSCs indépendamment de
leur capacité a interagir avec la matrice extracellulaire.

Dans les cancers du poumon et du pancréas, l'intégrine av3 s'agrége a la surface des cellules
poussant en suspension, sans aucun lien physique aux ligands de la matrice. Cette agrégation est
médiée par une interaction de la Galectine 3 avec avB3 indépendamment de son domaine de liaison
au ligand, qui induit le recrutement de KRAS et mene a I'acquisition du phénotype "souche" (Seguin
et al., 2014). Traiter ces cellules avec des antagonistes de compétition avec le ligand ou I'expression
d'intégrine mutante pour le site de liaison n'empéche pas I' aVB3 de provoquer le phénotype
"souche". Cet exemple suggere que les cellules tumorales peuvent utiliser les intégrines
indépendamment de leur role de récepteurs d'adhésion pour stimuler leur survie dans des
environnements non-permissifs, comme lors de l'initiation tumorale ou de la dissémination
métastatique dans des microenvironnement non-modifiés.

Pour le cas de I' aVB3, ces fonctions indépendantes de I'adhésion déclenchent une voie de
signalisation distincte de la voie RAS et du lien au cytosquelette. L'expression d' avp3 est nécessaire
et suffisante pour induire la métastase des cellules cancéreuses par le recrutement et I'activation par
la B3 de la kinase Src, indépendamment de FAK ou de la voie MEK/ERK (Desgrosellier et al., 2009). De
plus, seule une avB3 non-associée a un ligand peut former un complexe avec KRAS pour recruter la
protéine TBK1, liée a Ras, et stimuler |'activité de NFkB (Seguin et al., 2014). Ainsi, si I'activation de la
famille RAS est provoquée par un signal issu de plusieurs intégrines, il devient clair que cette

signalisation intégrine est diverse et dépendante du contexte, avec certaines intégrines capable
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d'induire une reprogrammation rapprochant des cellules souches. Alors que ces fonctions des
intégrines sont primordiales au cours du développement, leur détournement par les CSCs leur
permet de survivre et de transiter par des endroits inappropriés qui exacerbent les métastases et la
progression tumorale, rendant les tumeurs hautement résistantes aux thérapies incapables de cibler

cette sous-population.

3. Role des intégrines dans la propagation métastatique

Le processus métastatique a plusieurs étapes qui requierent que la cellule cancéreuse échappe
a la tumeur primaire, survive dans la circulation et colonise des sites a distance puis prolifere.
Comme les intégrines peuvent influer sur nombre de ces étapes, il n'est pas surprenant que
I'augmentation d'expression de certaines intégrines dans la tumeur primaire soit associée a un
mauvais pronostic et une augmentation du potentiel métastatique de nombreux cancers
(Desgrosellier and Cheresh, 2010). Cette augmentation d'expression peut refléter un grand nombre
de CSCs avec un enrichissement de certaines intégrines (Medema, 2013), et peut expliquer pourquoi
certaines tumeurs progressent alors que d'autres non. De plus, I'expression des intégrines dans les
CSCs et les autres cellules tumorales peut étre induite par le microenvironnement (Finger and
Giaccia, 2010; Ziaee and Chung, 2014), résultant en I'augmentation de la signalisation intégrine qui

stimule les différentes étapes responsables de la progression métastatique.

a. L'invasion locale

La phase initiale de la dissémination tumorale depuis le site primaire implique de nombreux
signaux pouvant étre modulés par plusieurs intégrines (Desgrosellier and Cheresh, 2010; Weis and
Cheresh, 2013). Au cours de l'invasion locale, une cellule cancéreuse utilise des mécanismes de
migration similaire par exemple aux cellules embryonnaires, acquérant la capacité de s'étendre a
travers les tissus et d'envahir la matrice extracellulaire. Cette transition de type épithélio-
mésenchymateuse (EMT) est essentielle durant le développement et empruntée au cours de la
transformation tumorale. Ce mécanisme impliquant la dissociation des jonctions cellules-cellules, la
réorganisation du cytosquelette et I'acquisition de marqueurs mésenchymateux (Lamouille et al.,
2014), les intégrines jouent donc un rdle de premier plan au cours de cette transition survenant

entre les phases RGP et VGP du mélanome (Haass et al., 2005).

Il a été rapporté que de hauts niveaux d'aVB6 dans le cancer du colon réduisent la survie

médiane des patients comparé aux cancers avec peu d' avp6 (Bates et al., 2005). Il a ainsi été suggéré
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une activation du TGFB1 dépendante d' aVP6, qui en conséquence potentialise I'EMT (Khan and
Marshall, 2016).

La diminution d'expression de la sous-unité B1 dans le cancer du sein supprime la croissance
tumorale mais augmente les métastases au poumon (Truong et al., 2014). Dans des matrices 3D in
vitro, l'inhibition de B1 par anticorps bloquant ou suppression génétique provoque le passage d'une
migration collective en une migration de cellules indépendantes, ceci étant dépendant de
I'augmentation de la voie du TGFB1 et corrélé a la perte de la cadhérine E. La suppression du TGFB1
ou la réexpression de la cadhérine E restaure la migration collective dans les cellules déficientes pour
B1, réduisant leur potentiel métastatique (Truong et al., 2014).

Parfois, la stimulation de la voie du TGF par les intégrines est indirecte. Il a ainsi été montré
que l'avB3 augmentait I'EMT induite par le TGFB1 dans les cellules mammaires MCF10A en liant
directement le FGF1 et le rendant accessible aux récepteurs FGFR1 (Mori et al., 2015). Cet
engagement entre av3 et le FGF1 et la signalisation du FGFR1 sont nécessaires pour induire I'EMT.
Le TGFB1 peut également augmenter I'expression et la sécrétion de la fibuline 5, une glycoprotéine
porteuse d'un motif RGD et capable de se lier aux intégrines a5B1, avp3 et avB5 (Yanagisawa et al.,
2009). La fibuline 5 est exprimée durant le développement et est seulement ré-exprimée dans les
tissus blessés les cellules subissant une EMT. De plus, la fibuline 5 stimule I'expression et I'activité des
MMP-2 et 9, et augmente l'invasion des cellules épithéliales mammaires probablement par
I'augmentation de Twist et la diminution de la cadhérine E. Cependant le lien direct entre la fibuline 5
et les intégrines au cours de I'EMT reste a étre formellement établi (Lee et al., 2008).

Il a également été montré que des mutations de la protéine p53 pouvait contribuer au
développement des cancers, favorisant un phénotype invasif et la formation de métastases in vivo
par l'induction du recyclage des intégrines dépendant de RCP, promouvant la signalisation et le
trafique des récepteurs aux facteurs de croissance (Muller et al., 2009). Ceci peut stimuler la
migration et l'invasion, la réponse précise vis a vis du mutant de p53 dépendant du contexte
cellulaire. Ainsi, si la mutation de p53 peut dans certains cas affecter négativement la survie cellulaire
(Brosh and Rotter, 2009), elle peut dans d'autres participer a la progression tumorale (Muller et al.,

2009).

b. Survie en suspension dans le flot sanguin

Les cellules normales dépendent des intégrines pour relayer la stimulation de la matrice
extracellulaire, assurant ainsi le maintien de l'intégrité de l'organe et prévenant les cellules de
s'égarer dans d'autres tissus. Alors que les cellules tumorales montrent une certaine indépendance

vis a vis de leur support, leur détachement de la matrice peut induire la mort cellulaire. Une fois que
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les cellules tumorales échappent au site primaire et intravasent dans les vaisseaux sanguins ou
lymphatiques, elles doivent s'adapter pour survivre a I'absence d'adhésion a une matrice.

De plus en plus de preuves indiquent que les intégrines ont un réle central dans le contrdle de
la croissance et de la survie dans ces conditions indépendantes de l'ancrage a la matrice, une
propriété critique pour la formation de métastases. Par exemple, l'intégrine B1 stimule la croissance
indépendante de I'adhésion dans les cancers de la prostate (Schooley et al., 2012) et du sein (Cagnet
et al., 2014) en activant une cascade FAK/PAK/MAPK, alors que l'intégrine B3 interagit avec c-Src
indépendamment de la signalisation de FAK pour favoriser l'indépendance a I'ancrage matriciel et les
métastases lymphatiques dans ces ceux modeles (Desgrosellier et al., 2014).

Ce paradigme de croissance indépendante de |'adhésion via les intégrines pourrait étre
expliqué en partie par la capacité d'intégrines spécifiques a former des agrégats membranaires en
réponse aux facteurs de croissance et d'oncogenes, transmettant ainsi une signalisation pro-survie

(Seguin et al., 2014; Shin et al., 2013).

c. Colonisation de la niche métastatique

La colonisation métastatique d'organes a distance requiert la survie cellulaire et I'expansion
des cellules cancéreuses a chaque site secondaire. Ce processus n'est accompli avec succés que pour
peu de cellules cancéreuses atteignant I'organe en question, implantant une "niche métastatique"
qui a besoin d'une interaction spécifique entre les cellules cancéreuses et la matrice environnante.
Etant donné que le panel d'intégrines exprimé par chaque cellule tumorale dicte la capacité de cette
cellule a répondre a une niche particuliere et a initier la colonisation métastatique, les intégrines
doivent jouer un réle important dans I'acclimatation des cellules tumorales aux microenvironnement
de chaque organe pour promouvoir la formation des métastases.

La tendance a métastaser a récemment été relié a I'accumulation de certaines protéines
matricielles a l'intérieur d'une niche métastatique donnée. Le ténascine C est un ligand des intégrines
B1 et B3 produit dans la niche métastatique pulmonaire et est corrélée a un mauvais pronostic dans
le cancer du sein (Oskarsson et al., 2011). La périostine est un ligand d'aVB3 et aVB5 qui est enrichi
dans les métastases lymphatiques du cancer du sein (Malanchi et al., 2012). Les cellules de cancer du
sein expriment L1-CAM (L1 cell adhesion molecule), un ligand de avB3 qui est requis pour la
formation de métastases au poumon, permettant aux cellules tumorales de se lier et extravaser a
travers I'endothélium pulmonaire (Zhang et al., 2012a).

La protéine VCAM1 (vascular cell adhesion molecule 1) dirige la propagation métastatique des
cellules tumorales au ganglion lymphatique, permettant la liaison a I'intégrine a4B1 exprimée par les

cellules endothéliales ganglionnaires. Le remodelage des ganglions par la voie VEGF/PI3K active

117



I'ad4B1 de I'endothélium, qui a son tour sert de ligand adhésif pour les cellules tumorales positives
pour VCAM1 (Garmy-Susini et al., 2013). Comme la liaison de a4p1 a VCAM1 contribue également a
I'arrét dans la vaisseau et a I'extravasation des cellules de lymphomes et de mélanome au poumon et
a la rate, cette liaison dépendante des intégrines est une cible potentielle de thérapie anticancéreuse
(Schlesinger and Bendas, 2015). Similairement, les intégrines avp3, a2pf1 et a4B1 jouent des rbles
majeurs dans les métastases osseuses, leurs ligands parmi les protéines matricielles étant
naturellement exprimées dans les cellules des tissus osseux : aVB3 liant I'ostéopontine, tandis que
a2B1 et a4Bl se lient au collagene de type 1 de la matrice osseuse et VCAM1 aux cellules

endothéliales osseuses (Esposito and Kang, 2014).

Ces exemples présentent la complexité des liaisons intégrines/ligands qui gouvernent
comment et ou les cellules tumorales circulantes forment de nouvelles micro métastases. Une fois
implantées a l'intérieur d'une niche appropriée, les cellules tumorales s'adaptent a nouveau pour
permettre leur survie et leur prolifération. L'intégrine B1 engendre des protrusions semblables a des
filopodes qui supportent l'interaction initiale entre les cellules cancéreuses ayant extravasés avec les
composants matriciels locaux, ce qui aide les cellules a induire les voies de signalisation dépendantes
de l'adhésion incluant l'activation de FAK, qui phosphoryle ensuite ERK et menant a la prolifération
rapide de ces cellules a l'intérieur du tissu hote (Shibue et al., 2012; Shibue and Weinberg, 2009). Il
est aussi probable que les intégrines, qui supportent la croissance indépendante de I'ancrage a la
matrice et qui avantagent les cellules tumorales circulantes, auront moins d'importance pour la
derniere étape de l'implantation de métastases lorsque la croissance dépendante de I'adhésion
prévaut. Cependant, il est important de noter qu'une seule intégrine peut réguler plusieurs aspects
différents de la progression tumorale. Par exemple, I'intégrine av3 non-liée a son ligand augmente
la reprogrammation des cellules cancéreuses vers un état "souche", alors que cette méme avp3
associée a son ligand peut produire une signalisation issue de la matrice induisant l'invasion et la

prolifération.

L'éducation de la niche métastatique par les cellules cancereuses est également réalisée par
les exosomes dérivés des tumeurs. Les exosomes sont ainsi porteurs de nombreuses intégrines,
distinctes du répertoire des cellules tumorales d'origines, et qui dictent leur spécificité d'adhésion a
certains types cellulaires et molécules de la MEC (Hoshino et al., 2015). Notamment, les exosomes
exprimant l'intégrine avp5 se lient spécifiquement aux cellules de Kupffer, leur conférant un
tropisme hépatique, alors que l'intégrine a6B1 leur permet d'adhérer aux fibroblastes et aux cellules

épithéliales pulmonaires, responsable du tropisme au poumon.
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d. Roles dans la néo-angiogenése

aVB3 et aVB5 participent a la progression tumorale par leur role dans l'angiogénése mais
également dans les métastases (Robinson and Hodivala-Dilke, 2011). L'hypoxie peut déclencher le
"switch angiogénique" dans les tumeurs dormantes (Bergers and Benjamin, 2003), induisant la
sécrétion de facteurs de croissances comme le VEGF. En conséquence, les cellules progénitrices
endothéliales angiogéniques sont recrutées de la moelle osseuse au stroma tumoral. Les cellules
endothéliales sont capturées par la matrice tumorale riche en vitronectine et fibronectine et
contribuent ainsi a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, alimentant la tumeur en oxygene et

en nutriments (Weis and Cheresh, 2011b).

4. Intégrines et résistance thérapeutique

a. Role des intégrines dans la résistance thérapeutique

Malgré les avancées en terme de traitement anticancéreux, de nombreuses thérapies sont
limitées par le développement de résistances issues de nombreux facteurs, incluant I'altération des
cibles thérapeutiques, I'activation de voies de signalisation pro-survie et l'inhibition de la mort
cellulaire. La résistance aux thérapies peut étre divisée en deux catégories, la résistance innée dérivé
de facteurs génétiques ou environnementaux préexistant dans la tumeur, ou la résistance acquise
résultant d'une réponse adaptative via l'activation de voies alternatives et la sélection de sous-
populations résistantes (voir partie I.D.5).

La CAM-DR (cell adhesion-mediated drug resistance) est un programme pro-survie et anti-
apoptotique, et dirigé par l'interaction intégrines/matrice extracellulaire (Damiano, 2002). Cette
stratégie d'évasion permet de sélectionner les cellules exprimant certains types d'intégrines et/ou les
cellules capable d'induire I'expression des génes des intégrines. Par exemple, l'intégrine B1 a été
impliguée comme moteur de la résistance aux radiothérapies dans les cancers de la téte et du cou
(Eke et al., 2012), la résistance des cancers du sein au Lapatinib et Trastuzumab (Huang et al., 2011),
et la résistance du cancer du poumon a I'Erlotinib (Kanda et al., 2013). Dans les cancers du poumon,
I'Erlotinib augmente I'expression des sous-unités 1, a2 et a5, favorisant I'adhésion cellulaire, alors
que l'extinction de B1 restaure la sensibilité a I'Erlotinib en réduisant I'activité de SRC et d'AKT,
impliquant une signalisation B1/SRC en médiateur clef de la résistance acquise aux thérapies ciblant
I'EGFR (Kanda et al., 2013). Dans la leucémie myéloide chronique, les patients traités a I'imatinib
développent au cours du temps un résistance au traitement, corrélée a une transition de type EMT

des cellules cancéreuses et une augmentation des protéines d'adhésions, notamment l'intégrine
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avB3 qui active la voie ERK (Puissant et al., 2012). L'inhibition de I'intégrine avB3 ou de la voie ERK

rétablie la sensibilité a I'imatinib.

Il a également été montré que de multiples intégrines contribuaient coopérativement a la
résistance aux drogues. Les cellules de carcinomes ovariens attachés a la matrice tolérent I'inhibition
de la voie PI3K/mTOR en induisant une réponse adpatative pro-survie, qui peut étre bloquée par
I'inhibition simultanée des intégrines B1 et B4, ILK et FAK (Mouneimne et al., 2012).

Des preuves indiquent également que la matrice extracellulaire peut directement moduler la
sensibilité des cellules aux thérapies. Toujours dans le cancer des ovaires, le TGF associé a la matrice
rend les cellules sensibles a la mort cellulaire induite par le Paclitaxel par une voie FAK/Rho via sa
liaison a l'intégrine avB3 (Tumbarello et al., 2012).

L'implication des intégrines dans I'adoption du phénotypes des CSCs est probablement une
contribution supplémentaire a la chimiorésistance et a la rechute tumorale. Dans le cancer du sein,
une population de CSCs exprimant fortement l'intégrine a6 est retrouvée enrichie apres un
traitement au Taxol (Goel et al.,, 2014). Bien que plusieurs études suggerent que les CSCs sont
enrichies apres les thérapies cancéreuses, ce phénotype n'a pas été confirmé dans des modeles
murins de tumorigenéses spontanées ou dans les cancers humains. Il a été démontré que les CSCs
exprimant l'intégrine B4 sont enrichies apres un traitement au cisplatine dans le modele de cancer
des poumons spontané KRAS®*?%;Tp53"" (zheng et al., 2013). L'intégrine B3 est également impliquée
dans la résistance intrinseque et acquise a I'Erlotinib et au Lapatinib, cette intégrine est hautement
exprimée dans la résistance acquise aux inhibiteurs de I'EGFR ou elle induit une voie dépendante de

NFkB (Seguin et al., 2014).

b. Le ciblage thérapeutique des intégrines

Ensemble, ces découvertes indiquent que plusieurs intégrines jouent un rdole dans la résistance
aux drogues anticancéreuse, possiblement via un comportement de type CSC. L'implication des
intégrines dans la résistance thérapeutique peut aussi dépendre de la modulation de la réponse
immunitaire. De nombreuses drogues induisent une réponse aux dommages a I'ADN qui augmente
I'expression de |'intégrine avB3 des cellules tumorales lors de leur acquisition de la résistance, et ces
cellules tumorales résistantes étant plus facilement phagocytées par les cellules dendritiques pour
supprimer la réponse immunitaire (Jinushi et al., 2012). Inversement, les anticorps monoclonaux qui
bloquent I'adhésion des intégrines peuvent également servir a stimuler la réponse immunitaire. Par
exemple, quand les tumeurs expriment fortement I'intégrine B3, les thérapies systémiques a base

d'anticorps anti-aVB3 LM609 provoquent I'activation des mécanismes de défenses et déclenchent la
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cytotoxicité dépendante des anticorps (Mulgrew et al.,, 2006). Comprendre comment ces cellules
tumorales sont reconnues par le systéme immunitaire peut mener a des nouvelles stratégies

thérapeutique pour combattre la résistance aux drogues.

De plus, affecter la fonction des intégrines pour traiter le cancer est une approche de plus en
plus étudier, que ce soit par la synthése de peptides ou d'anticorps humanisés qui interferent avec
I'interaction intégrine/ligand. Indépendamment des succes encourageant in vitro et des résultats pré-
cliniques, les essais cliniques ont jusqu'a présent étaient relativement décevant (Desgrosellier and
Cheresh, 2010). L'essai récent PODEIDON (NCT01008475) n'a montré aucune amélioration pour les
patients souffrant de cancer colorectal métastatique K-RAS sauvage traités au abituzulab (anticoprs
anti intégrine av) (Elez et al., 2015). Similairement, un essais de phase 3 combinant le cilengetide, un
antagoniste des intégrines, avec une radiothérapie ne montre aucune amélioration des patients
atteints d'un glioblastome (NCT00689221), et le développement de la drogue pour le traitement du
cancer a été stoppé (Stupp et al., 2014). Etant donné la complexité du fonctionnement des intégrines
et de leur dialogue avec les facteurs de croissances, il est possible qu'affecter les molécules en aval
de la signalisation intégrine, plutot que les intégrines elles-mémes, serait une meilleure approche
thérapeutique. Par exemple, plusieurs essais cliniques sont en court ciblant deux effecteurs de la
signalisation intégrine, les protéines kinases FAK (GSK2256098, PF04554878, VS-4718...) et SRC
(dasatinib). Ces différents essais cliniques sont toujours en cours et apporteront plus d'informations

dans le future (Hamidi et al., 2016).
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V. Résultats

A. Contexte et Objectifs de recherche

Figure 45 : SYK expression in melanocytes versus melanomas

Le mélanome est un cancer des plus séveres. Bien qu'il soit minoritaire comparé aux autres
cancers cutanés, sa létalité est bien supérieure aux autres. Dérivant des mélanocytes, cellules dont
I'activité physiologique est primordiale dans la défense de I'organisme contre les rayonnements de
type U.V,, leur transformation induit une prolifération locale et une capacité a métastaser a travers
I'organisme. L'agressivité de ces métastases affecte directement les taux de survie des patients de
mélanome. Cette agressivité est acquise tout au long de la transformation, au cours de laquelle les
cellules tumorales accumulent des mutations et des modifications épigénétiques qui supportent le
passage de cellules sédentaires au cycle régulé en cellules a la morphologie mésenchymateuses,
proliférantes et invasives.

SYK, tyrosine kinase issue du gene du méme nom, fait partie des protéines dont I'expression
est altérée au cours du processus de transformation tumorale. De hauts niveaux de SYK sont
essentiels a la survie des cellules cancéreuses dans de nombreuses pathologies (leucémies,
lymphomes, rétinoblastome, cancers du poumon, du pancréas...), définissant |'expression de cette
kinase comme oncogénique. Cependant, SYK peut également agir tel un suppresseur de tumeur, sa
perte renforcant l'agressivité cancéreuse, et ce dans de nombreuses pathologies (cancers du sein, de
la vessie, colorectaux, gastriques...) dont le mélanome.

Dans le cas du mélanome, I'expression endogéne de SYK issue du mélanocyte original est
perdue, et cela dans la vaste majorité des mélanomes primaires et des lignées cellulaires humaines
(Fig 45 a,b,c). La perte de SYK au cours de la transformation tumorale, majoritairement suite a
I'hyperméthylation de son promoteur (Fig 45d), est donc un événement récurent qui pourrait
participer a l'acquisition des propriétés prolifératives et/ou invasives des cellules de mélanome.
Cependant, il n'est pas encore clairement établi si cet événement est "moteur"” de la transformation
ou seulement "passager".

Historiquement, I'équipe s'est depuis longtemps intéressée a la kinase SYK, au cours de
collaborations et en son sein méme, dans un premier temps essentiellement pour son role dans les
cancers hématopoiétiques (Baudot et al., 2009; Couture et al., 1996; Deckert et al., 1998a; Deckert et
al., 1996; Deckert et al., 1998b; Urzainqui et al., 2002; Williams et al., 1997), avant d'investiguer son
implication dans la biologie du mélanome (Bailet et al., 2009). Il a ainsi pu étre montré que la

réexpression de SYK dans des cellules de mélanomes qui avaient perdu son expression induisait une
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Fig 45 : SYK expression in melanocytes versus melanomas

Scatter plots show SYK expression across melanocytes versus melanomas within two publicly available data sets
GSE4570 (a) and GSE29359 (b). p-values were calculated by two-tailed unpaired t test.

(c) SYK expression in human skin cells and melanoma lines; (d) Methylation specific PCR of SYK promotor in
melanocyte and melanoma lines (from Bailet et al., 2009).



suppression tumorale par un processus de sénescence. Ce mécanisme est dépendant de p53 et
provoque l'activation d'un programme de sénescences et de la voie p21, réduisant la prolifération et

I'invasion cellulaire.

Au cours de ma these, j'ai utilisé I'approche inverse et ai étudié I'impact de I'extinction de SYK,
dans les lignées de mélanome ayant conservé son expression et dans des modeéles murins de KO
conditionnels de Syk. Cette approche permet donc de mimer l'effet de la perte de SYK dans
I'homéostasie mélanocytaire et dans la transformation tumorale afin de mieux en comprendre les
conséquences. Mon travail s'est organisé en deux axes :

» Etudier in vitro et in vivo les conséquences cellulaires et moléculaires de I'extinction de
SYK dans des lignées de mélanome. J'ai ainsi pu observer que la perte de SYK
potentialise |'agressivité des mélanomes, favorisant un phénotype migratoire et invasif
dans des expériences in vitro et augmentant la formation de métastases
expérimentales chez la souris.

» Etudier l'impact de l'ablation conditionnelle de Syk dans le développement des
mélanocytes in vivo et un modéle de mélanomagenése induite par I'oncogéne Braf’***

et la perte du suppresseur de tumeur Pten chez la souris.

Ainsi, a l'issue de ma thése, j'ai pu montrer que la perte de SYK induisait I'augmentation de la
motilité, de I'adhésion, de la migration, de l'invasion et de la formation de métastases des cellules de
mélanome. De méme, si la perte de Syk seule ne semble pas impacter les mélanocytes cutanés dans
leur développement, leur fonction de pigmentation ou de résistance aux UVs, l'ablation
conditionnelle de Syk conjuguée a un fond oncogénique semble confirmer le réle de SYK en tant que

suppresseur de I'invasion du mélanome in vivo. Mes résultats sont présentés ci-apres.
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B. Abstract

Spleen tyrosine kinase (SYK) restrains melanoma metastasis through regulation of 1

integrin function and EMT-like processes

Emilien Garcial, Christophe Girardl, Mélanie Tichetl, Moeez Rathorel, Aude Mallavialel, Damien Alcorl, Lionel
Laruez, Sophie Tartare-Deckertl, and Marcel Deckert"

'INSERM, U1065, Centre Méditerranéen de Médecine Moléculaire (C3M) and Université de Nice — Sophia
Antipolis, Faculté de Médecine, Nice, France; ’CNRS UMR3347, INSERM, U1021, Institut Curie, Orsay, France.

The progression of tumors to metastatic disease involves the loss of metastatic suppressor functions. The
propensity to metastasize is particularly high in melanoma, an aggressive skin cancer. Thus, aberrant cell
migration is a key feature of melanoma progression, and is required for metastasis. Consequently, (epi)genetic
changes dysregulating cell motility are important for melanoma malignancy. SYK (Spleen tyrosine kinase) is a
cytoplasmic tyrosine kinase that has been implicated in tumor suppression of breast cancer and melanoma. In
skin cells, SYK is found expressed by epidermal keratinocytes and melanocytes but absent in fibroblasts. In
melanoma, SYK is frequently downregulated in melanocytes by epigenetic silencing and we showed previously
that its loss has been associated with senescence escape. Whether it also regulates tumor cell migration and
subsequent metastasis remains poorly understood. In this work we used gain- and loss-of-function approaches
to analyze SYK’s effects on metastatic abilities of human and murine melanoma cells. We found that
reexpression of SYK or knockdown of SYK results in decreased or increased migration of melanoma cells,
respectively. Notably, SYK knockdown cells displayed a mesenchymal-like phenotype with upregulation of
mesenchymal markers such as fibronectin, SPARC and TWIST1. In addition, modulating SYK expression levels
altered lung colonization potential of melanoma cells. Mechanistically, we found that silencing of SYK
upregulates integrin B1 activity that resulted in increased focal adhesion numbers, FAK-Src-paxillin signaling
and enhanced melanoma cell adhesion and spreading. Interfering with B1 integrin function and SPARC
expression prevented enhanced adhesion and migration elicited by SYK knockdown. Our study unveils a novel
role for SYK in suppressing integrin-mediated adhesion, a process that functions both as points of traction and
as signaling platform during cell migration and outlines the importance of SYK inactivation in acquisition of a
metastatic phenotype. In order to clarify the role of SYK and downstream signaling pathways in melanoma
formation and progression, we have generated a conditional Syk KO mouse model in melanoma based on
melanocyte-specific Pten loss and BrafV600E activating mutation. Preliminary results suggest that Syk loss does
not accelerate Pten/Braf-driven melanoma formation but leads to deep invasion of Braf/Pten tumor cells into
the dermis. Whether or not Syk inactivation affects the ability of Braf/Pten melanomas to metastasize is under
investigation.

This work is supported by the Fondation ARC pour la Recherche sur le Cancer (PGA2011)

Keywords : Melanoma, integrin, adhesion, migration, SYK
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C. Description des résultats

e L'extinction de SYK dans le mélanome augmente |'adhésion et I'étalement des

cellules sur des protéines de la matrice extracellulaire.

Pour commencer a investiguer l'impact de I'extinction de SYK dans les cellules de mélanome,
j'ai éteint SYK par interférence a ARN dans les lignées de mélanomes MeWo et Mel501 (lignées
d'origine humaine, respectivement porteuses des mutations Tp53” et BRAF**“**). Pour ce faire, j'ai
transfecté les cellules avec une séquence d’ARN interférant (siRNA) dirigée contre la séquence ARNm
de SYK et ai utilisé en contréle une séquence neutre dirigée contre la luciférase. Apres trois jours de
traitement, les cellules sont récoltées et réensemencées sur plastique recouvert de fibronectine ou

de collagene. L'adhésion est ensuite enregistrée par vidéomicroscopie.

Figure 46 : SYK extinction increases cell adhesion on extracellular matrix components

J'ai pu observer que I'adhérence et I'étalement des cellules éteintes pour SYK étaient accélérés
aussi bien sur la fibronectine (Fig 46a) que sur collagéne (Fig 46¢) : dans la condition contréle les
cellules restent plus longtemps en suspension au dessus du plastique que les cellules déplétées pour
SYK. Ces derniéres s'assombrissent en contraste de phase et s'étalent sur les protéines matricielles
plus rapidement. Les cinétiques ont ainsi été quantifiées au cours du temps sur les deux matrices
(fibronectine Fig 46b, collagene Fig 46d), les cellules étant comptabilisées comme "en suspension"
lorsqu'elles demeuraient parfaitement rondes et réfringentes, et considérées comme "adhérentes"
lorsqu'elles changeaient de formes en s'étalant. Une différence d'environ 20% est observées entre
les cellules contréles et celles éteintes pour SYK sur fibronectine dés 8h, cet écart étant conservé
jusqu'a la fin de 'observation. Sur collagéne, I'écart est de moins de 10% a 8h mais augmente a 20 et

30% respectivement a 16 et 24h.

Figure 47 : SYK extinction promotes cell spreading on fibronectin

Pour établir formellement l'impact de I'extinction de SYK sur I'étalement des cellules, j'ai
réalisé des immuno-marquages de Mel501 préalablement transfectées par un siRNA contre SYK et le
controle luciférase. Aprés 3 jours de transfection les cellules sont collectées et ensemencées sur
lamelles de verre recouvertes de fibronectine, ou elles sont laissées 24h pour adhérer et s'étaler. J'ai
réalisé ensuite un immuno-marquage de SYK et des marquages du noyau et de I'actine filamenteuse

(au DAPI et phalloidine, respectivement) (Fig 47a). J'ai ainsi pu quantifier I'étalement des cellules, soit
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Fig 46 : SYK extinction increases cell adhesion on extracellular matrix

components

MeWo cells were transfected with siRNA SYK or luciferase (Ctr) for 3 days. Cells are serum starved at day 2,
then collected at day 3 with HyQtase and seeded on matrix coated cluster (10 pg/ml). Cells were recorded by
time lapse over 24h with adhesion quantified according to cell spreading on fibronectin (a)(b) and collagen
(c)(d). p-values were calculated by 2way ANOVA tests followed by Bonferroni post-tests (** p < 0.01; *** p <
0.001).
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Fig 47 : SYK extinction promotes cell spreading on fibronectin

501Mel cells were transfected with siRNA SYK or luciferase (Ctr) for 3 days, then collected with HyQtase and
seeded on fibronectin coated cover slips. (a)After 24h, immunofluorescence for SYK and staining for nucleus
(DAPI) and F-Actin (phalloidin) were performed. Shots were taken with confocal miscroscopy on a Zeiss

LSM510 meta. (b) Cells’ area are mesured with ImageJ, p-values were analysed with Mann Withney test (p <
0.0001).



exprimant SYK dans la condition controle, soit celles en étant déplétées. Il est donc possible de voir
que les cellules dans lesquelles SYK a été éteinte ont une aire de 1,5 a 2 fois supérieure aux cellules

controles, avec un étalement plus important (Fig 47b).

o L'extinction de SYK dans le mélanome augmente la motilité cellulaire sur des

protéines de la matrice extracellulaire.

Je me suis ensuite intéressé a l'effet de I'extinction de SYK sur la motilité des cellules de
mélanome. Pour ce faire, j'ai utilisé des cellules MeWo éteintes pour SYK et leur contréle luciférase.
Aprés deux jours, les cellules sont récupérées et ensemencées sur plastique recouvert de
fibronectine ou de collagene. Elles sont laissées a l'incubateur 24h pour leur laisser le temps
d'adhérer puis sont filmées par vidéomicroscopie pour a nouveau 24h. La motilité cellulaire est

ensuite quantifiée avec ImageJ a partir des films réalisés.

Figure 48 : SYK extinction increases cell motility on extracellular matrix components

Il est ainsi possible de voir que les cellules déplétées pour SYK sont plus motiles que les cellules
controles aussi bien sur fibronectine (Fig 48a) que sur collagéne (Fig 48c). Cette augmentation de
motilité est significative au regard de la distance totale accumulée des cellules individuelles (Fig 48b

et d).

e L'extinction de SYK dans le mélanome augmente Ila migration
haptotactique/chimiotactique, l'invasion d'une matrice de collagéne et la formation

de métastases expérimentales in vivo.

Etant donné que l'extinction de SYK augmente significativement I'adhésion, I'étalement et la
motilité des cellules de mélanomes, |'étape suivante fut de vérifier son impact dans les processus de

migration, d'invasion et de dissémination métastatique.

Figure 49 : SYK extinction enhances melanoma haptotactic/chimiotactic migration, collagen
invasion and experimental metastasis in vivo

Pour tester I'effet de I'extinction de SYK sur la migration, j'ai effectué des tests en chambre de
Boyden. J'ai éteint SYK dans les cellules de mélanomes MeWo, Mel501 (Fig 49a) et Yumm1.7 (lignée

de mélanome murin primaire BrafV600E/+; CdancJ'/', pten” (Meeth et al.,, 2016)) (Fig 49b), par
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Fig 48 : SYK extinction increases cell motility on extracellular matrix

components

MeWo cells were transfected with siRNA SYK or luciferase (Ctr) for 2 days, then collected with
HyQtase and seeded on matrix coated cluster. After 24h, cells were recorded by time lapse over 24
more hours. Cells motility were tracked by /mage) and their accumulated distance quantified on
fibronectin (a)(b) and collagen (c)(d). p-values were analysed with Mann Withney tests (p < 0.0001).
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Fig 49 : SYK extinction enhances melanoma haptotactic/chimiotactic migration,

collagen invasion and experimental metastasis in vivo

MeWo, 501Mel (a) and Yumm1.7 (b) cells were transfected with siRNA SYK or luciferase (Ctr) for 3 days. MeWo cells (a)
were also infected with shRNA particles for SYK or the empty vector the selected for 3 weeks. Cells were serum starved at
day 2, then collected at day 3 with HyQtase and seeded on Boyden Chamber with the bottom filter coated with fibronectin
(10 pg/ml) and the bottom chamber filled with 10% serum media. Cell migrations are stop after 6 (Yumm1.7) or 24h
(MeWo, 501Mel) and quantified with ImageJ. p-values were analysed with Mann Withney tests (p < 0.0001). (c) MeWo and
501Mel were transfected with siRNA SYK or luciferase (Ctr) for 1 day, then collected with HyQtase and seeded on agarose
coated cluster to allow spheroids formation. After 3 days, spheroids were included in collagen matrix. Cell invasion was
quantified with ImageJ. p-values were analysed with Mann Withney tests (p < 0.0001). (d) Yumm1.7-Luc* cells were
transfected with siRNA SYK or luciferase (Ctr) for 3 days. Cells were serum starved at day 2, then collected at day 3 with
HyQtase and injected in the caudal vein of C57BL/6 mice. The experimental metastasis to lung were tracked with a photon
imager after IP injection of luciferin. p-values were analysed with Mann Withney tests (p < 0.05).



interférence a ARN (par transfection siRNA et infection lentivirale shRNA). Les cellules sont déprivées
en sérum la veille de la migration, puis ensemencées le jour méme dans des chambres de Boyden. La
face inférieure des filtres est préalablement recouverte de fibronectine, et la chambre inférieure
remplie de milieu contenant 10% de sérum, induisant ainsi une migration haptotactique et
chimiotactique. Il est ainsi possible d'observer, quelque soit la lignée cellulaire considérée ou la
méthode d'extinction, que la perte d'expression de SYK entraine une augmentation de la migration

des cellules vers les gradients haptotactiques et chimiotactiques.

Pour modéliser l'invasion in vitro des cellules de mélanomes, j'ai réalisé des sphéroides de
cellules et les ai inclus dans une matrice de collagéne tridimensionnelle (Fig 49c). La propagation des
cellules a travers la matrice au cours des jours suivants est représentative des capacités d'invasion.
Des cellules MeWo et Mel501 sont éteintes pour SYK par interférence a ARN, puis apres un jour sont
récoltées et réensemencés sur agar pour forcer I'agrégation (10.000 cellules/sphéroides). Aprés 3
jours de formation, les sphéroides sont inclus dans la matrice de collagene. J'ai pu observer apres 3
jours d'invasion une propagation cellulaire plus massive et étendue dans la condition déplétée pour

SYK par rapport a la condition controle.

Enfin, j'ai réalisé un test de métastases expérimentales au poumon dans des souris C57Bl/6
(Fig 49d). En injectant des cellules de mélanome dans la veine caudale des animaux, la quasi-totalité
des cellules injectées se retrouve prisonniere du parenchyme pulmonaire dans lequel elles peuvent
extravaser, mimant le processus de formation de métastases au poumon. J'ai utilisé des cellules
Yumm1l.7 préalablement modifiées pour exprimer la luciférase, que j'ai ensuite déplétée pour SYK
par interférence a ARN. Les cellules sont déprivées en sérum au jour 2 de transfection puis récoltées
au jour 3 et injectées dans la veine caudale des souris (1 million de cellules par souris). Le devenir des
cellules est suivi par bioluminescence aprés injection intra-péritonéale de luciférine avec un photon
imager. J'ai ainsi pu observer, aprés une quinzaine de jours de latence, que les animaux ayant regu
les cellules déplétées pour SYK émettaient pres de 3 fois plus de bioluminescence que les conditions
controles, ce qui est représentatif d'un nombre plus élevé de métastases pulmonaires. Une
extinction par interférence a ARN n'a d'effet qu'approximativement une semaine, donc la durée de la
reprise tumorale implique que I'extinction de SYK s'est estompée au jour d'arrét de I'expérience. Les
effets observés sont donc le reflet des étapes précoces du processus de métastases : extravasation et

établissement de la niche tumorale.
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Ces expériences permettent donc d'établir que la perte de SYK dans le mélanome favorise la
migration cellulaire et l'invasion de la matrice in vitro, et qu'elle peut potentialiser la dissémination

métastatique dans un modeéle de métastase expérimentale chez la souris.

o La réexpression de SYK dans le mélanome diminue la migration chimiotactique,
l'invasion d'une matrice de collagéne et la formation de métastases expérimentales

in vivo indépendamment de son activité tyrosine kinase.

Pour confirmer que les effets observés précédemment sur la migration, l'invasion et la
formation de métastases étaient bien reliés a la perte d'expression de SYK, j'ai réalisé les mémes
expériences en suivant I'approche inverse. J'ai ainsi fait ré-exprimer SYK dans des cellules 1205lu (une

V600E

lignée de mélanome mutée BRAF ayant perdu I'expression de SYK) par infection adénovirale, soit

la forme sauvage (Wild type), soit une forme déficiente pour son activité kinase (Kinase Dead).

Figure 50 : SYK ectopic expression inhibits melanoma chimiotactic migration, collagen invasion and
experimental metastasis in vivo

Ainsi, la migration chimiotactique en chambre de Boyden (Fig 50a) en réponse au sérum est
réduite lorsque SYK est ré-exprimée, quelque soit sa forme. De méme pour ce qui est de l'invasion en
matrice de collagéne (résultats non montrés) et pour la formation de métastases expérimentales au
poumon dans des souris nude (Fig 50b).

Ces expériences nous confirment que c'est I'expression méme de SYK qui permet de moduler
ces différents mécanismes cellulaires. De plus, comme les effets de la forme Kinase Dead de SYK sont
identiques a ceux de la forme sauvage, cela suggere que ce role de SYK est indépendant de son

activité de tyrosine kinase.
e L'extinction de SYK induit une augmentation de l'intégrine Bl et de la voie de
signalisation de I'adhésion focale, ainsi qu'elle favorise un profil d'expression

mésenchymateux

Figure 51 : SYK depletion increases B1 integrin expression, focal adhesion signaling and
mesenchymal-like phenotype

Aprés ces observations fonctionnelles dépendantes de la perte de SYK dans le mélanome, j'ai

cherché a identifier les mécanismes moléculaires mis en jeu. Ainsi, en passant par une approche par
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Fig 50 : SYK ectopic expression inhibits melanoma chimiotactic migration,

collagen invasion and experimental metastasis in vivo

(a) 1205Lu cells were infected with adenovirus LacZ (Ctr), SYK Wild Type ou SYK Kinase Dead for 3 days. Cells
were serum starved at day 2, then collected at day 3 with HyQtase and seeded on Boyden Chamber with the
bottom chamber filled with 10% serum media. Cell migrations are stop after 4h and quantified with ImageJ. p-
values were analysed with Kruskal-Wallis test (p < 0.0001).

(b) 1205Lu-Luc* cells were infected with adenovirus LacZ (Ctr), SYK Wild Type ou SYK Kinase Dead for 3 days.
Cells were serum starved at day 2, then collected at day 3 with HyQtase and injected in the caudal vein of
C57BL/6 mice. The experimental metastasis to lung were tracked with a photon imager after IP injection of
luciferin.
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Fig 51 : SYK depletion increases B1 integrin expression, focal adhesion

signaling and mesenchymal-like phenotype
Western blot analysis of MeWo, 501Mel and Yumm1.7 after 3 days of transfection with siRNA SYK or
luciferase (control). Lysats were analysed for the focal adhesion pathway (a) or EMT markers (b);

Adhesion assay were performed on MeWo cell, which were transfected with siRNA SYK or luciferase
(control) for 3 days. Cells are serum starved at day 2, then collected at day 3 with HyQtase and seeded
on fibronectin (c) or collagen (d) coated cluster (10 pg/ml). Cells were lysed while adherent on the
original cluster (A), in suspension (S) or after each indicated time and analysed by Western blot.



Western Blot, j'ai pu identifier que lorsque SYK est éteint par interférence a ARN, I'expression de
I'intégrine B1 est augmentée aussi bien dans les lignées humaines de mélanome MeWo et Mel501
que dans la lignée murine Yumm1.7 (Fig 51a). Cette augmentation d'expression de l'intégrine B1 a
des conséquences sur la signalisation de I'adhésion focale, comme 'augmentation d'expression de la
taline, et de l'augmentation d'expression/phosphorylation de la paxilline, de FAK et de SRC.
L'induction de cette voie par la perte de SYK est cohérente avec les phénotypes observés
précédemment, pouvant ainsi expliquer I'augmentation de la motilité, de la migration, de l'invasion
et de la formation de métastases. Dans le cadre d'une expérience d'adhésion sur fibronectine (Fig
51c) et collagéne (Fig 51d) a partir de MeWo éteintes pour SYK par interférence a ARN, j'ai pu vérifier

une cinétique d'activation de la voie de I'adhésion focale plus rapide et plus forte.

De méme, j'ai observé I'augmentation de l'expression de nombreuses protéines liées a la
transition de phénotype semblable a I'EMT dans les mélanomes humains MeWo et Mel501 en
réponse a l'extinction de SYK (Fig 51b) : production de protéines matricielles telles que Ila

fibronectine et SPARC; des facteurs de transcriptions TWIST1, SNAIL et SLUG.

o La déplétion de SYK augmente le nombre et la stabilité des adhésions focales dans

les cellules de mélanome

Figure 52 : SYK extinction increases the number and stability of focal adhesions

Aprés avoir constaté le renforcement de la signalisation de I'adhésion focale, j'ai réalisé des
marquages par immunofluorescence pour confirmer les conséquences phénotypiques des
observations protéiques. Des cellules de MeWo sont invalidées par interférence a ARN pour SYK ou
un contréle (luciférase). Apres deux jours, les cellules sont collectées et ensemencées sur des
lamelles de verre recouvertes de fibronectine. Aprés 24h, les cellules sont fixées et
immunomarquées pour les phospho-tyrosines, marqueurs des adhésions focales, et colorées au DAPI
et a la phalloidine pour révéler noyau et fibres de stress (Fig 52a). Les cellules de la condition
déplétée pour SYK présentent pres du double d'adhésions focales que les cellules controles (Fig 52b).
De plus, ces adhésions focales sont plus luminescentes et étendues: j'ai quantifié par ImageJ la
fluorescence émise par chaque adhésion focale, cette donnée étant représentative de la taille de
chaque adhésion focale. L'observation de la distribution de cette donnée de fluorescence montre
que la taille est significativement plus importante dans les cellules déplétées pour SYK que dans les

cellules controles, passant d'une médiane de fluorescence de 83 a 93 (Fig 52c). Ces adhésions focales
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Fig 52 : SYK extinction increases the number and stability of focal adhesions

(a) MeWo cells were transfected with siRNA SYK or luciferase (Ctr) for 3 days, then collected with HyQtase and seeded
on fibronectin coated cover slips. After 24h, immunofluorescence for phospho-tyrosine (P-Tyr) and staining for nucleus
(DAPI) and F-Actin (phalloidin) were performed. Images were taken with confocal miscroscopy on a Zeiss LSM510
meta. (b) The number of focal adhesions per cell was quantified manually, p-values were analysed with Student t tests
(p < 0.0001). (c) The size of focal adhesions was analysed with ImageJ by mesuring fluorescence intensities of P-Tyr
staoning. The first and last 5% of measures were discarded to reduce the noise. Average and median p-values were
analysed with Student t tests (p < 0.0001)
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plus nombreuses et plus importantes sont représentatives d'une meilleure adhésion au substrat et

d'une plus grande stabilité.

e SYK et l'intégrine B1 se localisent dans les mémes structures mais pas directement

dans les adhésions focales

Figure 53 : Co-localization of SYK and B1 integrin

Etant donné I'impact de I'extinction de SYK sur la modulation de la signalisation de I'intégrine
B1 et les adhésions focales, j'ai cherché a savoir si SYK et l'intégrine B1 interagissait directement dans
le mélanome.

Pour ce faire, j'ai réalisé un fractionnement afin de séparer le contenu protéique des différents
compartiments cellulaires a partir de cellules MeWo préalablement éteintes pour SYK (Fig 53a). La
régulation des intégrines passe par le mécanisme du recyclage par internalisation, j'ai donc
également réalisé un fractionnement sur ces mémes cellules aprés les avoir mises en suspension afin
d'induire ce recyclage des intégrines membranaires. Dans les cellules exprimant SYK, la kinase se
situe au niveau du cytosol et du noyau, la mise en suspension des cellules entrainant sa relocalisation
dans le compartiment microsomal. Pour ce qui est de l'intégrine B1, son cycle de maturation, de
glycosylation et de recyclage la distribue entre fractions cytosoliques, microsomales et membranaires
dans les cellules adhérentes. Lors du passage en suspension, la quantité de l'intégrine diminue,
semblant se concentrer dans la fraction microsomale, probablement suite a son internalisation. La
relocalisation de SYK dans la fraction microsomale lors de la mise en suspension pourrait s'expliquer
par le fait que la kinase serait entrainée par l'intégrine ou ses complexes associés lors du recyclage
forcé. Dans les cellules éteintes pour SYK, I'expression de l'intégrine B1 est renforcée dans la fraction
microsomale pour les cellules adhérentes. Mais lors de la mise en suspension, la forme
hyperglycosylée de B1 (la forme mature) semble étre stabilisée a la membrane, tandis que seule la
forme hypoglycosylée (la forme immature) est conservée dans la fraction microsomale. La perte de
SYK semble donc favoriser la stabilisation de la forme active de l'intégrine Bl a la membrane
cellulaire, affectant son recyclage.

J'ai ensuite voulu vérifier les localisations membranaires relatives de SYK et l'intégrine 1, ainsi
que leurs situations par rapport aux adhésions focales. Pour ce faire, j'ai surexprimé par transfection
de plasmide des formes fluorescentes de SYK, de l'intégrine B1 et de la paxilline dans des HEK293 et
les ai analysées par TIRF (total internal reflection fluorescence microscopy) (Fig 53b). Cette technique

de microscopie utilise la réflexion totale interne, qui survient lorsque la lamelle de verre est frappée
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Fig 53 : Co-localization of SYK and 1 integrin

(a) Mewo cells were transfected with siRNA SYK or control. After 3 days, cells were fractionned with Thermo
Scientific™ Kit 10455924 while adherents on plastic cluster or after collection with HyQtase and keeped 30’ in
suspension before lysis. Immunoblotting of MEK1/2, LAMP2, PARP1 and Vimentin attest the purity of the
fractionation; (b) TIRF analysis of SYK, B1 integrin and Paxillin distribution in HEK293 cells. Cells were
transfected with plasmids expressing SYK-RFP, ITGB1-mCherry, ITGB1-mEmerald or PXN-EGFP proteins. At day
2 cells were collected and seeded on fibronectin coated glass cover slips. After 24h, living cells were analysed
by TIRF (total internal reflection fluorescence) microscopy on a Leica AM-TIRF. Scale bar =5 um.



selon un angle d'incidence précis qui génere une onde évanescente sur une épaisseur maximale de
200 nm au dela du verre. Cette technique permet une résolution de grande qualité pour les
structures membranaires fixées au verre. La paxilline se localise au niveau des adhésions focales. De
maniére intéressante, ni SYK ni l'intégrine B1 ne semblent se localiser au niveau des adhésions
focales. Par contre, les deux se localisent dans des structures filamenteuses plaquées a la membrane,
bordant mais parfaitement exclues des zones marquées par la paxilline. SYK et l'intégrine B1
semblent donc pouvoir étre liées directement ou indirectement dans les mémes structures

membranaires, indépendamment des adhésions focales méme.

o L'excision du géne Syk dans le lignage mélanocytaire chez la souris n'affecte pas

I'homéostasie cutanée ni la réponse aux UV.

Figure 54 : Relevance of the mouse model in studying Syk function in melanocyte development and
melanomagenesis

Afin de documenter plus avant I'impact de SYK dans l'initiation tumorale du mélanome, nous
avons développé un modele murin transgénique permettant d'invalider spécifiquement I'expression
de Syk dans le lignage mélanocytaire. Ce modele est relevant par rapport a la pathologie humaine du
mélanome (Fig 54a), les mélanocytes cutanés murins et humains se localisant dans les bulbes pileux
afin d'assurer leur pigmentation. Une différence demeure, la peau humaine posséde également des
mélanocytes hors des bulbes pileux, a la jonction derme/épiderme afin d'assurer la pigmentation de
la peau. Cette population de mélanocytes est absente de la peau des souris mais présente dans la
peau de la queue. Ainsi, sur I'animal dans sa globalité nous pouvons retrouver une distribution des
mélanocytes proche de I'Homme. L'expression du géne Syk dans les mélanocytes murins est un

argument de plus validant ce modele d'étude (Fig 54b).

Figure 55 : Construction of a Syk conditional knockout allele

Afin de cibler spécifiquement ce lignage, la séquence codante pour la recombinase Cre a été
placée sous le contréle du promoteur de la tyrosinase, une protéine spécifique du lignage
mélanocytaire. Les animaux porteurs du transgéne Tyr::Cre sont donc capables de provoquer
I’excision des transgénes porteurs de séquences loxP spécifiquement dans ce lighage (Delmas et al.,
2003). L'équipe a fait générer des animaux Syk™ par I'lnstitut Clinique de la Souris, insérant des
séquences loxP de part et d'autre des exons 2 et 3 de Syk permettant l'invalidation du géne suite a

leur excision (Fig 55a et b). J'ai pu vérifier I'efficacité du transgene en extrayant des fibroblastes
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Fig 55 : Construction of a Syk conditional knockout allele

(a) Schematic organization of the Syk gene. (b) Targeting strategy of the Syk locus. Diagram illustrating
recombination of loxP sites flanking Syk targeted locus (Exons 2 & 3) via Cre recombinase and
recombination of FRT sites flanking the neo cassette via the Flp recombinase. (c) Effective Cre/loxP-
mediated Syk ablation in cultured MEFs: Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs) from embryonic day 13.5
mouse embryos of the Syk wild-type and Sykfl/fl genotypes were infected or not (NI) with an adenovirus-
GFP control (Ad-GFP) or an adenovirus expressing the Cre recombinase (Ad-Cre). After 3 days, cell lysates
were prepared and the expression of Syk, Cre recombinase and Hsp90 analysed by Western blot.



embryonnaires murins et en les infectant avec un adénovirus exprimant la recombinase Cre,
invalidant I'expression de SYK (Fig 55c). Apres croisement de ces animaux avec les animaux porteurs
du transgene Tyr::Cre, j'ai ainsi obtenu le modeéle d'invalidation conditionnelle de Syk dans le lignage
mélanocytaire Tyr::Cre;Syk"™ . L'expression de la tyrosinase s'enclenche a 11,5 jours dans le
développement embryonnaire, la perte de Syk dans le lignage mélanocytaire a ce stade n'a donc pas

de conséquences délétéres pour le développement embryonnaire.

Figure 56 : Tyr::Cre;Sykfloxflox mouse model of Syk invalidation in the melanocytic lineage

Les souris Tyr::Cre;Syk"™ " posseédent des mélanocytes n’exprimant plus SYK comme I'indique
une analyse en immuno-histochimie sur coupe de peau (Fig 56¢) et ne présentent pas d'altérations
phénotypiques majeures ni au niveau macroscopique (pilosité, pigmentation...)(Fig 56a) ni en ce qui
concerne I'homéostasie cutanée (Fig 55b). Ces animaux ont été laissés a vieillir et n'ont pas présenté
naturellement de phénotypes particuliers ni de baisse significative de leur durée de vie (données non
montrées). Cependant, dans I'hypothese d'une implication de SYK dans l'initiation du mélanome, qui
est majoritairement induite par I'exposition UV, il a été intéressant de tester si son excision impactait
la réponse au stress UV des animaux transgéniques. En effet, il a été montré qu'un stress UV pouvait
suffire a déclencher la transformation des mélanocytes en mélanome dans un font mutationnel
permissif mais non suffisant a la transformation tumorale : par exemple, I'expression de |I'oncogéne
BRAF"® ne suffit pas & induire la transformation tumoral des mélanocytes en mélanome, mais une
irradiation UV des animaux porteurs de la mutation déclenche la pathologie (Viros et al., 2014). Je
me suis basé sur le protocole d'exposition UV de I'équipe Merlino (Jhappan et al., 2003; Zaidi et al.,

K% et les génotypes

2012), exposant des animaux nouveaux nés de 3 jours sauvages, Tyr::Cre;Sy
intermédiaires, a une dose UV de 20 SED (Standard Erythemal Dose, 1 SED étant la dose d'UV
suffisante pour induire un coup de soleil léger chez I'homme) avec un irradiateur (Fig 56d). Le
rayonnement UV utilisé a été soit d'une composition proche de la lumiere solaire (95% UVA et 5%
UVB), soit purement composé d'UVB, le rayonnement UV responsable des dommages cutanés. Selon
ce protocole, aucun phénotype particulier n'est survenu aux cours des expérimentations, ni naevi
dans les controles sauvages, ni altération de la réponse dans les transgéniques (Fig 56e). Cette
approche n'a ainsi pas été concluante dans I'étude de I'impact de SYK dans la réponse UV, le modéle

doit étre amélioré, par exemple en couplant le KO conditionnel de Syk avec l'expression de

I'oncogene BRAF'** (Viros et al., 2014).
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Fig 56 : Tyr::Cre;Sykfloxflox mouse model of Syk invalidation in the

melanocytic lineage

(a) Macroscopic observation of a wild-type mouse (syk"f) or a mouse harbouring Syk-deficient melanocytes
(Tyr::Cre; syk™f); (b) Hematoxylin staining on skin sections of syk/f and Tyr::Cre; syk® mice; (c) Syk
immunofluorescence staining on skin cryosections. White arrows indicate Syk* melanocytes. Images were taken
with confocal miscroscopy on a Zeiss LSM510 meta; (d) Cartoon depicting the UV induction protocol : newborns
mice were exposed to 20 SED UV radiation (95%UVA/5%UVB or 100%UVB) at day 3 after birth, then weaned a
28 days. They were monitored afterward until the end of the experiment (12 months); (e) Spreadsheet
summing mice numbers and observations for the two UV induction experiments.



o L'excision du géne Syk du lignage mélanocytaire dans un fond transgénique

600E/+,
’

Bra, Pten”” semble renforcer I'invasion tumorale.

Figure 57 : Implication of Syk in melanoma development in mice : macroscopic observation

L'excision du géne Syk dans la souris ne semble pas, seule, étre capable d'induire la
transformation des mélanocytes en mélanome, et ce méme sous stress UV. Cependant, la perte de
Syk dans un contexte mutationnel préétabli pourrait potentialiser I'apparition et l'agressivité du
mélanome. Les animaux Syk™ ont ainsi été croisés avec d'autres animaux porteurs des transgénes
Tyr::CreERT2, Bra SLVG00E ot Ptenﬂ‘”‘(Dankort et al., 2009; Dhomen et al., 2009; Yajima et al., 2006). Le
transgéne Tyr::CreERT2 permet l'expression de la recombinase CreERT2 sous le contréle du
promoteur de la tyrosinase spécifique du lignage mélanocytaire, I'activation de la recombinase étant
dépendante de I'application topique d'hydroxy-tamoxiféne. Le "knock-in" Braf*""*** induit

Ve0OE aprés recombinaison du geéne par la CreERT2 activée par

I’expression de l'oncogene BRAF
I’hydroxy-tamoxiféne, tandis que le transgéne Pten”” invalide le géne Pten apreés I'excision des sites
loxP qu'il contient. Les animaux Tyr::CreERT2;Bra SLVEOOE/“;Pt‘enﬂ"x sont décrits dans la littérature

(Dankort et al., 2009) : alors que l'induction seule de BRAF'***

ne provoque que de simples naevi
hyperplasiques bénins, non cancéreux, la coopération de I'oncogéne avec la perte de PTEN enclenche
I'apparition de mélanomes invasifs et métastatiques. En associant ces transgénes avec les animaux
Sykﬂ‘”‘, il pourra étre estimé si I'excision de Syk est un facteur aggravant dans l'apparition de
mélanomes induits par I'expression de BRAF'*°* et la perte de PTEN (Fig 57a).

Des animaux porteurs des génotypes suivants sont traités a I'hydroxy-tamoxyfene sur 2
semaines :

- Tyr::CreERT2; Pten /1% sy ffiox/flox

- Tyr::CreERT2;Braf*V*%%; syk//fox

- Tyr::CreERT2;Braf*"*%"*: pten//fiox

- Tyr::CreERT2;Bra 5LV600E/+; Pte nflox/ﬂox’_ Sykf/ox/flox
Aprés 2 semaines supplémentaires, de nombreuses Iésions cutanées, des naevi et des mélanomes
apparaissent sur les zones d'applications topique des souris Tyr::CreERT2;Braf-"°%*pten/o/flex.
Syk™ /X et Tyr::CreERT2;Braf*""*"*"*:pten”*/"°* (Fig 57b). Les animaux non porteurs des transgénes
combinés Braf~t"** et Pten™/" ne développent aucune lésion (les photographies de la figure 12
montrent une souris Tyr:CreERT2;Pten”™o:syk™/fx représentative de son groupe ainsi que du

SLVGOOE
7

groupe Tyr::CreERT2;Bra Syk™”1* |es deux groupes étant semblables dans leur absence de

réaction). Dans les groupes développant des lésions, les animaux ont probablement léchés la zone
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Fig 57: Implication of Syk in melanoma development in mice : macroscopic

observation

(a) Cartoon depicting the conditional melanoma mice models used in this study. Application of 4-HT onto mouse
skin activates CreERT2 in melanocytes (Tyr::CreERT2) inducing simultaneous expression of oncogenic Braf
(Braf¥600) and inactivation of Pten along with ou without Syk inactivation;

Macroscopic observation of mice where expression of oncogenic Braf was accompanied by inactivation of Pten
and/or Syk. White arrowheads show the induction of melanomas on the mouse back, hear (b), muzzle (c), tail,
paw, anus and genitalia hyperpigmentation (d) and lymph node (LN) invasion (e).



d'application, faisant entrer I'hydroxy-tamoxiféne dans la circulation systémique en moindre dose,
provoquant I'hyper-pigmentation des oreilles (Fig 57b), du museau (Fig 57c), de la queue, des pattes
et de la zone anno-génitale (Fig 57d). Ces animaux ont été disséqués, révélant la présence de
métastases lymphatiques pigmentées aux ganglions drainant la zone d'application (Fig 57e). Aucune
autre métastase n'a été détectée en dehors des ganglions, probablement due a I'arrét précoce de

I'expérience qui n'a pas permis leur apparition.

Figure 58 : Implication of Syk in melanoma development in mice : histological analysis

La peau des animaux des différents groupes a été prélevée et analysée par histologie en coupe
de paraffine. Si les deux groupes ayant générés des tumeurs présentent bien une invasion du derme
par les cellules pigmentées de mélanomes, le groupe Tyr::CreERT2;Braf"**; pten/™/fox. 5y jf1ox/flox
semble présenter une prolifération plus importante in situ (Fig 58 a,b,c), la peau étant également
plus fibrosée (révélée par un marquage au Sirius Red, colorant en rouge le collagéne polymérisé) que
dans le groupe Tyr::CreERT2;Braf~""*®*:pten /" (Fig 58 d,e,f). Ces résultats préliminaires sont
encourageants et semblent confirmer le réle de Syk dans la transformation des mélanocytes en
mélanome invasif en conjonction avec d'autres mutations. Cependant, ces observations restent

basées sur un petit nombre d'animaux et devront étre étayées.
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Fig 58 : Implication of Syk in melanoma development in mice : histological

analysis

(a,b,c) Hematoxylin-Eosin staining of skin sections showing deeper invasion and (d,e,f) Sirius Red staining
showing deeper fibrosis of BrafY60%/+; pten”-; Syk’- tumor cells into the dermis as compared to Braf'6%%/*; pten’-
tumor cells and non reactive skin (Pten”; Syk”-).



VI.Discussion et perspectives

Le cancer est une pathologie complexe, pouvant dériver de nombreux types cellulaires et
déclenché par de nombreuses mutations, modifications épigénétiques et microenvironnementales,
multipliant a l'infini les possibilités de statuts tumoraux et faisant de chaque cancer un cas a part.
Cependant, de grandes constantes sont retrouvées, les tumeurs dérivant d'une méme source
utilisent souvent des mécanismes similaires, les processus d'échappement au contréle cellulaire d'un

organisme reposant sur de grandes voies de mieux en mieux comprises.

L'expression de SYK dans les différentes pathologies cancéreuses a été définie comme
"schizophrénique" (Krisenko and Geahlen, 2015) : SYK joue un réle oncogénique dans de nombreux
cancers, notamment dans les cancers hématopoiétiques comme les leucémies myéloides et
lymphoblastiques (Buchner et al., 2009; Chen et al., 2008; Gobessi et al., 2009; Hahn et al., 2009;
Miller et al., 2013; Oellerich et al., 2013; Perova et al., 2014; Uckun et al., 2010; Uckun et al., 2013),
et les lymphomes (Feldman et al., 2008; Leseux et al., 2006; Pechloff et al., 2010; Rinaldi et al., 2006;
Ruiz-Ballesteros et al., 2005), mais aussi dans divers cancers "solides", notamment les carcinomes
(Bach et al., 2014; Udyavar et al., 2013), le cancer du poumon (Fotheringham et al., 2012; Prinos et
al., 2011; Zhang et al., 2012), le cancer du pancréas (Fotheringham et al., 2012) et le rétinoblastome
(Singh et al., 2009); a l'inverse SYK peut agir tel un suppresseur de tumeur dans les cancers du sein
(Blancato et al., 2014; Coopman et al., 2000), pancréatiques (Layton et al., 2009), gastriques
(Nakashima et al.,, 2006), hépatiques (Yuan et al., 2006) et le mélanome (Hoeller et al., 2005;
Muthusamy et al., 2006; Bailet et al., 2009). Cette action duale de SYK présuppose des mécanismes
différents dépendant du lignage cellulaire et du contexte mutationnel. Ainsi, selon la pathologie,
I'activité tyrosine kinase de SYK, sa localisation sub-cellulaire, son niveau d’expression, les spécificités

de liaison de ses sites SH2 et ses multiples partenaires protéiques peuvent étre mis en cause.

Dans le cas du mélanome, la transformation du mélanocyte original en cellule tumorale passe
par une succession d'étapes, aux cours desquelles il accumule modifications génétiques et
épigénétiques, acquérant des propriétés prolifératrices, migratrices et invasives. Dans ce contexte,
SYK fait partie des protéines dont I'expression, présente dans le mélanocyte, est perdue au cours de
la transformation tumorale du mélanome (Hoeller et al., 2005; Muthusamy et al., 2006). Mon travail
de thése s'est concentré sur l'identification des mécanismes moléculaires impliqués dans la

suppression tumorale exercée par SYK dans le mélanome.
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1. L'extinction de SYK favorise un phénotype agressif dans les cellules de mélanome

J'ai donc pu montrer au cours de mon travail de these que la perte de SYK au cours de la
progression du mélanome participait a [l'acquisition d'un phénotype invasif et agressif. La
transformation entre le mélanocyte normal résident de la peau et le mélanome métastatique fait
intervenir de nombreuses modifications, de I'induction d'oncogenes telles les mutations de BRAF et
de NRAS a l'inhibition de suppresseur de tumeurs comme PTEN et p53 (Vultur and Herlyn, 2013). La
perte de SYK s'inscrit dans cet éventail d'événements : exprimé dans le mélanocyte, il sert de frein au
développement tumoral, capable d'orienter la cellule vers la sénescence en cas de transformation
cancéreuse (Bailet et al., 2009). L'extinction de son expression dans la plupart des mélanomes par
hyperméthylation de son promoteur levant son effet inhibiteur, promouvant ainsi un phénotype
migratoire, invasif et métastatique des cellules de mélanome. Comme il est possible de le voir dans
des données publiques comparant I'expression de genes dans des cultures de mélanocyte et de
cellules de mélanome métastatique, issues des travaux de Hoek (GSE4570, Fig 45a) et d’Avery
(GSE29359, Fig 45b), SYK est diminuée ou perdue dans la majorité des mélanomes. Cependant,
certains échantillons conservent un niveau d'expression comparable a celui des mélanocytes. Cette
distribution des mélanomes entre hauts et bas niveaux de SYK pourrait donc étre un indicateur de
I'agressivité de la lignée considérée, voire pourrait servir de marqueur de pronostic clinique. Un
argument en faveur de cette corrélation entre expression de SYK et agressivité de la lignée peut étre
apporté par I'étude des lignées de mélanome conservant |'expression de SYK que j'ai pu manipuler au
cours de ma thése, MeWo, Mel501 et Yumm1.7, qui étaient relativement peu migratrices et
invasives in vitro par rapport a d'autres lignées n'exprimant pas SYK, telles les lignées A375, 1205lu

ou B16 (Fig 54).

Cette modification phénotypique des cellules s'exprime par un renforcement de la voie des
adhésions focales. Lorsque SYK est invalidée, les cellules présentent un plus grand nombre
d'adhésions focales, celles-ci étant d'une taille supérieure a celles des cellules exprimant SYK. Cette
augmentation implique une meilleure adhésion des cellules a la matrice extracellulaire, et fait sens
au vu de mes différents résultats : augmentation de la vitesse d'adhésion et d'étalement des cellules
sur fibronectine et collagene, augmentation de la motilité, augmentation de la migration
haptotactique et chimiotactique, augmentation de l'invasion 3D d'une matrice de collagéne et
augmentation de la formation de métastase expérimentale au poumon chez la souris.

Cette augmentation des processus d'adhésion cellule-matrice s'observe au niveau moléculaire
par le renforcement de la voie de signalisation de I'adhésion focale lors de I'extinction de SYK, avec

I'augmentation d'expression de I'intégrine 1, de la taline et de la paxilline, ainsi que I'augmentation
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de la phosphorylation de FAK et de SRC. Ceci s'observe dans les lignées humaines de mélanome
MeWo et Mel501 et murine Yumm1.7, confirmant que cet effet est reproductible entre des lignées
de mélanomes aux statuts mutationnels différents et qu'il se confirme dans des lignées humaines et
murines.

De plus, dans les cellules de mélanome déplétées pour SYK, j'ai également observé une
augmentation de l'expression de facteurs inducteurs de I'EMT impliqués dans la transition de
phénotype du mélanome comme TWIST1, SNAIL et SLUG et de marqueurs du phénotype
mésenchymal comme la fibronectine et SPARC. Ces observations supportent l'idée que la perte de
SYK dans le mélanome participe a la transition de phénotype, favorisant I'acquisition de traits
mésenchymateux conférant des capacités migratoires et invasives exacerbées aux cellules tumorales,
comme |'ont montré les travaux de notre laboratoire et d’autres pour la fibronectine (Bittner et al.,
2000; Gaggioli et al., 2005), SPARC et SLUG (Fenouille et al., 2012; Tichet et al., 2015). Les cellules
MeWo et Mel501 dans lesquelles ces observations ont été faites ont déja réalisé cette transition
mésenchymale avant que je supprime l'expression de SYK, d'autant plus dans les MeWo qui sont
issues de métastases. La perte de SYK semble donc pousser encore plus loin les cellules vers le
phénotype mésenchymateux. Nous avons réalisé une expérience de puces a ADN pour comparer les
profils d'expression de génes de Mel501 éteintes ou non pour SYK (données non montrées). Parmi
les génes dont I'expression est affectée par l'extinction de SYK, nous avons observé une
augmentation de TGFB et de SPARC. Le TGFB est un inducteur bien connu de I'EMT (Gressner et al.,
2002; Schnaper et al., 2003; Willis and Borok, 2007) et des transitions semblables a I'EMT comme
I'endo-MT (Zeisberg et al., 2007), fournissant un argument supplémentaire en faveur de l'implication
de SYK dans la suppression de la transition de phénotype du mélanome. Cependant, de fagon
inattendue notre expérience d’analyse d’expression de génes dans les cellules de mélanome
déplétées pour SYK ne montre pas d’augmentation significative de |‘expression des génes codant
pour les facteurs de 'EMT (données non montrées). Une hypothese séduisante est que la perte de
SYK, en favorisant un axe de signalisation TGFB-SPARC, permettrait I'augmentation des facteurs de
I’'EMT par une voie AKT-dépendante comme celui décrit par notre laboratoire pour SLUG (Fenouille
et al.,, 2012). A noter qu’un mécanisme commun de stabilisation protéique des facteurs de I'EMT
SNAIL, SLUG et TWIST mettant en jeu le systéme ubiquitine-protéasome et des enzymes de type E3
ubiquitin ligases comme FBXL14 (Ppa) a été décrit (Lander et al.,, 2011). Il sera intéressant de
déterminer dans le futur comment ces mécanismes ou d’autres sont affectés par la présence de SYK

dans les cellules de mélanome.

En plus d'une plus grande force d'adhésion mécanique, la perte de SYK dans les cellules de

mélanome semble favoriser une meilleure stabilité a la membrane des intégrines, comme le reflete
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mon expérience de fractionnement sub-cellulaire et de recyclage forcé de l'intégrine B1. Celle-ci subit
différentes étapes de glycosylation au cours de sa maturation, passant d'une forme non glycosylée
d'environ 90kDa, a une forme intermédiaire hypoglycosylée de 110kDa puis a la forme mature
hyperglycosylée de 130kDa. La forme mature se localise a la membrane pour accomplir ses fonctions
physiologiques : adhérence et signalisation (Akiyama and Yamada, 1987). Sa présence dans la
fraction microsomale implique la fin de sa maturation avant l'export a la membrane ou son
internalisation pour recyclage. L'accumulation de la forme mature dans la fraction microsomale lors
de la mise en suspension des cellules est une conséquence du recyclage forcée des intégrines 1
membranaires. Alors que SYK est exclue de la fraction microsomale dans les cellules adhérentes, elle
y est transférée lors du recyclage forcé induit par la mise en suspension. On peut supposer que cette
relocalisation est induite par un lien direct ou indirect entre SYK et I'intégrine B1, SYK étant entrainée
dans la fraction microsomale en méme temps que l'intégrine Bl et ses complexes associés.
Cependant, ce type d'interaction n'a pas été démontré dans le mélanome. Mes résultats de
fractionnement supportent l'idée d'une telle interaction : la mise en suspension des cellules de
mélanome éteintes pour SYK échouent a relocaliser l'intégrine B1 mature de la membrane a la
fraction microsomale. Je peux donc proposer SYK comme un agent régulateur du recyclage de
I'intégrine B1. J'ai également essayé de voir si SYK pouvait directement interagir avec l'intégrine B1
dans le mélanome par des expériences de co-immunoprécipitation de SYK et de l'intégrine B1, mais
aucune interaction directe n’a était détectée (données non montrées). Une interaction entre les
domaines SH2 de SYK et les motifs ITAMs portés par les adaptateurs liés aux intégrines tels DAP12 et
FcRy dans les cellules hématopoiétiques est décrite dans la littérature (Mocsai et al., 2010). Il est
donc possible que I'interaction entre SYK et I'intégrine B1 se fasse indirectement via des adaptateurs
de l'intégrine B1 comme DAP12 ou FcRy. Dans ce contexte, mes expériences de co-localisation SYK-
intégrine B1 par microscopie TIRF indiquent que les deux protéines se localisent dans les mémes
structures membranaires aux fronts de migration des cellules et cela indépendamment des
adhésions focales. Cette localisation indiquerait un role sensoriel de l'intégrine 1 dans le cadre du
mélanome, comme il a déja pu étre décrit dans d'autres modeles (Ribeiro et al., 2013), pouvant
générer ensuite la formation d'adhésions focales (Case and Waterman, 2015; Geiger et al., 2009). Le
renforcement de ce réle sensoriel par le défaut de recyclage induit par la perte de SYK pourrait donc
favoriser I'adhésion dépendante du signal sensoriel de I'intégrine B1, générant conséquemment plus
d'adhésions focales et étant responsable du phénotype plus motile des cellules de mélanome
éteintes pour SYK.

Ce réle d'adaptateur de SYK via ses domaines SH2 dans la signalisation ou le recyclage de
I'intégrine B1 est également supporté par l'impact identique sur la migration et la formation de

métastases de la forme inactive pour son activité kinase de SYK par rapport a sa forme sauvage (fig
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50). Ainsi son activité kinase ne semble pas essentielle a la suppression tumorale induite par SYK
dans le mélanome, renforcant I'idée d’un réle adaptateur de SYK dans la suppression de l'invasion. Le
laboratoire a identifié par la technique de double hybride dans la levure la protéine NCK qui est
connue pour étre impliquée dans la prolifération, la migration et l'invasion des cellules de mélanome
(Labelle-Cote et al., 2011), et plus largement pour participer a la polarisation migratoire cellulaire
(Chaki et al., 2013; Funasaka et al., 2010), a la signalisation des intégrines et le renouvellement des
adhésions focales (Buday et al., 2002;Stoletov et al., 2004). Dans ce contexte, l'interaction SYK-NCK
pourrait piéger NCK et bloquer sa fonction adaptatrice, aboutissant a une plus faible signalisation de
I'intégrine B1 et des capacités adhésives et migratoires des cellules de mélanome. La perte de SYK
durant la progression métastatique du mélanome augmenterait la quantité de NCK libre d’interagir
avec des protéines des adhésions focales (comme p130CAS phosphorylée ou PINCH) ou du
remodelage de I'actine (comme la kinase PAK1), et favoriserait un phénotype plus motile et invasif.
L'interaction entre SYK et NCK ainsi que la co-localisation de SYK et de l'intégrine B1 a la membrane
des cellules de mélanome sont donc des pistes intéressantes a explorer afin de préciser par quels
mécanismes moléculaires un haut niveau d’expression de SYK peut se traduire par une atténuation
du phénotype mésenchymal invasif des cellules tumorales. Il serait également intéressant de

déterminer si de tels mécanismes sont également a I'ceuvre dans les mélanocytes exprimant SYK.

2. La délétion de Syk dans les mélanocytes de souris augmente l'invasion tumorale

induite par 'oncogéne BRAF*"*

et la perte du suppresseur de tumeur PTEN

Les modeles animaux d'invalidation conditionnelle de SYK chez la souris (cKO) que j'ai établis
au cours de ma these ont permis d'investiguer le réle de SYK dans I'homéostasie du mélanocyte et sa
transformation maligne en mélanome.

Afin d’exciser de facon constitutive le géne Syk dans les mélanocytes de souris, nous avons
utilisé le modele transgenique Tyr::Cre qui permet I'expression de la recombinase Cre a 11,5 jours du
développement embryonnaire (Delmas et al., 2003). Le croisement de ces animaux avec nos souris
Syk™¥* montre que la perte de SYK dans le lignage mélanocytaire n'affecte pas de facon notable
I'aspect macroscopique de la peau des souris, la localisation cutanée des mélanocytes et la
pigmentation du pelage. Ces dernieres observations ayant était réalisées visuellement de maniere
qualitative, il se pourrait toutefois que de subtiles différences en terme de richesse ou de balance en
pigment ou dans la formation des mélanosomes aient pu nous échapper. Afin de caractériser plus
avant ces mélanocytes issus des animaux Tyr::Cre;Sykﬂ"Xﬂ"X il pourrait étre intéressant de doser
précisément les mélanines des poils ou encore d'extraire et cultiver des mélanocytes cutanés pour

réaliser une meilleure caractérisation in vitro. |l sera également intéressant de déterminer si
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I’ablation de Syk dans les mélanocytes peut affecter la réponse inflammatoire cutanée des animaux

Tyr::Cre;Syk".

K" ne semblent pas non plus présenter une altération de la réponse a

Les souris Tyr::Cre;Sy
I'irradiation UV dans les conditions expérimentales que j'ai utilisées. Ainsi, la perte de SYK ne semble
pas étre capable d'induire a elle seule une transformation des mélanocytes en mélanome et ce

V0OE axprimé dans

méme aprés une induction UV. Il est décrit dans la littérature que I'oncogene BRAF
les mélanocytes chez la souris n’induit la transformation de mélanocytes en mélanome qu’apres
exposition aux UV (Viros et al., 2014). Il sera donc important de déterminer dans le futur si la perte
de SYK dans les mélanocytes, associée a une exposition aux UV peut renforcer le signal oncogénique

V600E

de la mutation BRAF , en favorisant le processus de sénescence mélanocytaire (Bailet et al. 2009 ;

Deckert & Tartare-Deckert 2014) et I'apparition de naevi.

Afin de préciser le role de SYK dans le développement du mélanome chez la souris, nous avons
utilisé un modele de transformation tumorale inductible au tamoxiféne dans les animaux

Tyr::CreERT2;Braf~**"*®%*;pten/"** croisés ou non avec nos souris Syk"/

. Alors que les animaux
Tyr::CreERT2;Braf"""%*:pten*”** (Dankort et al., 2009; Dhomen et al., 2009; Yajima et al., 2006)
développent déja spontanément des mélanomes aprés application topique de tamoxifene sur le dos
des animaux, I'ablation de SYK dans ce modele accélére la prolifération et I'invasion cutanée, ainsi
que la fibrose cutanée. Nos observations qui restent préliminaires semblent toutefois confirmer le
role de SYK dans la suppression tumorale du mélanome. |l reste aussi a déterminer si les mélanomes
BRAFY®%F: PTEN"®¢; SYK"€induits chez la souris possedent les mémes modifications phénotypiques et
fonctionnelles que les lignées déplétées de SYK in vitro.

Notre protocole d'application de tamoxiféne a provoqué une réaction extrémement forte et
rapide, avec une apparition massive de mélanome 1 mois apres la premiére application. Ainsi, s'il a
tout de méme pu étre observée une augmentation de la prolifération, de l'invasion et de la fibrose,
des subtilités dans la réponse nous ont peut-étre échappées. Par exemple, seuls les animaux
Tyr::CreERT2;Braf'"*%*:pten™ /" et Tyr::CreERT2;Braf*'"***/*;pten/f**.sykfox ont développé
des mélanomes dans notre  expérience, mais  peut-étre  que les  animaux
Tyr::CreERT2;Pten/ ™ syk/o/1ox ot Tyr::CreERT2;Braf-"**%;Syk"™1°* quraient pu en développer avec
plus de temps, ou en conjuguant l'induction au tamoxiféne avec une exposition aux UV. Une autre
limite de notre protocole fut I'application large du tamoxiféne sur le dos des animaux, provoquant
|'apparition de nombreuses tumeurs primaires cutanées et I'hyperpigmentation de la queue, des
pattes, du museau et de la zone ano-génitale des animaux Tyr::CreERT2;Braf*""*%*;pten/f>* et

Tyr::CreERT2;Braf""*"*; pten/™/fox. syk/fox apres ingestion du tamoxiféne lors de la toilette. En

appliquant le tamoxiféene de maniére plus restreinte, nous pourrions induire un seul site primaire, et
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ainsi pouvoir observer plus précisément le développement métastatique des mélanomes induits. De
cette facon, il serait possible d'exciser la tumeur primaire lorsque sa taille atteint les limites éthiques
et ainsi prolonger le temps d'observation du développement métastatique. A noter que la peau de la
gueue des souris présente des mélanocytes en dehors des bulbes pileux, similaire a la peau humaine.
L'induction d'une tumeur primaire sur la queue pourrait donc constituer un modele encore plus
proche physiologiquement de la pathologie humaine.

Finalement, nos observations effectuées sur la lignée murine de mélanome primaire YUMM1.7
suggerent une coopération importante entre Syk et le géne suppresseur de tumeur Cdkn2a. En effet,
la déplétion de SYK dans les cellules YUMM1.7 (de génotype Braf"® ;Cdkn2a” :Pten-/-) induit une
augmentation dramatique des capacités migratoires et invasives des cellules, associée a une
transition phénotypique de type EMT et une augmentation de la signalisation de I'intégrine B1. Il sera
donc trés intéressant d’étudier aussi I'impact de I'ablation de Syk sur le développement métastatique

du mélanome chez les animaux Braf"®** ; Cdkn2a™".
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3. Conclusion

Mon travail de thése a pu mettre en évidence l'importance de SYK pour la transformation
tumorale des mélanocytes en mélanome, sur la base de données obtenues a partir de lignées
cellulaires humaines et murines et de modeles d’invalidation conditionnelle du géne Syk dans les
mélanocytes chez la souris. La perte de SYK au cours de la mélanomageneése n'est pas un évenement
"moteur" de la transformation par lui-méme, mais contribue parmi les nombreuses modifications
génétiques et épigénétiques a l'acquisition d'un phénotype migratoire et invasif, participant a la
production de métastases.

Mes travaux confirment donc le réle de suppresseur de tumeur du gene Syk, en particulier au
travers de son activité de type adaptateur capable d’atténuer la signalisation de l'intégrine 1 et le
développement de traits mésenchymateux associés a des capacités invasives accrues. Le géne Syk
n’est toutefois pas perdu dans tous les échantillons et lignées de mélanome. Les travaux précédents
de notre laboratoire ont montré que SYK est majoritairement perdu suite a I’hyperméthylation de
son promoteur (Bailet et al. 2009). La question du ou des mécanismes conduisant a son inactivation
par hyperméthylation au cours de la mélanomagenése reste donc posée. Dans ce contexte, une
étude récente, montrant que I'hypoxie tumorale conduit a I’hyperméthylation de nombreux génes
parmi lesquels SYK dans plusieurs lignées humaines et murines (Thienpont et al., 2016), constitue

une piste qui devra étre explorée.
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	Intro Thèse EG Version 3
	d. Les prédispositions génétiques
	2. Le point d'origine : le mélanocyte
	a. Rôle physiologique du mélanocyte


	Figures Thèse Partie 1 v2
	Diapositive numéro 3
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	Intro Thèse EG Version 3
	c. Le mélanome lentigo malin (LMM) ou mélanome de Dubreuilh
	d. Le mélanome acral-lentigineux (ALM)
	e. Les mélanomes non-cutanés

	Figures Thèse Partie 1 v2
	Diapositive numéro 5
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