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Chapitre |

Chapitre I : Cancers et développement métastatique

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire incontrolée dans un organe
donné. Cette capacité a proliférer est liée a un échappement des cellules aux mécanismes de régulation
qui assurent le développement normal de I'organisme. Les cellules cancéreuses donnent naissance a des
tumeurs qui envahissent puis détruisent les zones qui les entourent, elles peuvent également essaimer a
distance pour former une nouvelle tumeur (métastase) menagant ainsi la survie de I'individu.

Il existe plus d’une centaine de type de cancers différents qui se distinguent en fonction de |'origine du
tissu mais également par leur comportement et leur réponse aux traitements. Les carcinomes
proviennent d’un épithélium, les sarcomes des tissus conjonctifs, les mélanomes des mélanocytes et les
cancers hématopoiétiques proviennent des cellules sanguines. On distingue dans la pathologie du cancer
les tumeurs bénignes et malignes. A l'inverse d’une tumeur bénigne, une tumeur maligne est capable
d’envahir les tissus normaux avoisinants et de se répandre a travers |'organisme a des endroits distants
via le systéme sanguins ou lymphatique formant ainsi une métastase. Seules les tumeurs malignes sont

désignées comme des cancers.

Le mécanisme a l'origine du passage d’une cellule saine a une cellule cancéreuse est appelé la
transformation cellulaire. La transformation est, en général, un processus lent et progressif, di a
I’'accumulation d’altérations génétiques et/ou de dérégulations de I'expression génique. Ces altérations
vont permettre aux cellules transformées d’acquérir des propriétés pour permettre le développement de
la tumeur.

La premiere étape de la transformation correspond a une prolifération cellulaire accrue via la
dérégulation de I'expression génique. C'est au début des années 80 que les chercheurs ont établi deux
catégories de genes impliquées dans le développement du cancer: les oncogenes et les genes
suppresseurs de tumeurs [1], [2]. Ces études ont également permis de montrer, d’'une part la complexité
des origines mutationnelles du cancer avec des oncogénes et des génes suppresseurs de tumeurs qui
varient d’'une tumeur a l'autre et en fonction du type de tumeur, et d’autre part la multitude de genes
qui contribuent a la tumorigenese [3].

Les oncogénes sont des genes qui sont normalement impliqués dans la division cellulaire. Lorsqu’ils sont
mutés ou qu’il y a une augmentation du nombre de copies dans le génome, les produits de ces génes ont
une activité anormalement accrue qui conduit a une prolifération cellulaire anormale et peut ainsi
amener au développement d’un cancer. Au contraire, les genes suppresseurs de tumeur sont des freins a
la croissance et a la division cellulaire, et sont souvent impliqués dans la réparation de I’ADN ou
I'apoptose. C’est donc l'inactivation des genes suppresseurs de tumeurs qui méne au développement
d’un cancer.
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Bien qu’il existe une multitude de génes impliqués dans le développement tumoral, certains d’entre eux
sont retrouvés de facon récurrente dans de nombreux cancers. Par exemple, I'inactivation d’au moins
une protéine impliquée dans le blocage en phase G1 du cycle cellulaire, telle que Rb et p16 (CDKN2a), est
retrouvée dans la plupart des cancers. On retrouve également dans quasiment tous les cancers des
mutations inactivatrices de protéines telles que p53 qui sont essentielles dans le contréle des points de
passage du cycle cellulaire et qui sont capables d’arréter le cycle si une étape précédente ne s’est pas
faite correctement. De méme, une protéine Ras constitutivement active est retrouvée dans plusieurs
cancers de différentes origines [4]. Au contraire certains genes sont plus spécifiques a un type de cancer,
la mutation des genes BRCA1 et BRCA2 est par exemple associée essentiellement aux cancers du sein et
des ovaires [5].

Tous les génes associés au développement tumoral peuvent étre classés selon 12 voies de signalisation
(Figure 1.1A) qui peuvent elles-mémes étre organisées en trois processus cellulaire [6]:

> La destinée cellulaire: la différenciation cellulaire s’oppose a la division cellulaire, de
nombreuses altérations génétiques dans les cancers favorisent la division a la différenciation ce
qui confére un avantage prolifératif sélectif a la cellule.

» La survie cellulaire : Les cellules cancéreuses acquiérent une capacité accrue a proliférer grace
notamment a la mutation des génes EGFR, HER2, FGFR2, PDGFR, TGFbR2, MET, KIT, RAS, RAF,
PIK3CA et PTEN. Certains de ces génes codent pour des récepteurs aux facteurs de croissance,
d’autres sont des relayeurs du signal en aval. Les géenes CDKN2a, MYC et BCL2 qui contrélent la
progression du cycle cellulaire et I'apoptose sont également souvent mutés (de facon inhibitrice
ou activatrice) dans les cancers.

» La maintenance du génome : Dans les cellules normales, les cellules ayant des anomalies
génétiques sont éliminées par apoptose. Dans les cellules cancéreuses des mutations des génes
tels que TP53, ATM, MLH1 et MSH2 permettent la survie des cellules endommagées et leur
donnent également un avantage prolifératif.

La liste des génes impliqués dans les cancers associés au processus cellulaire altéré est présentée en
Figure I.1B.
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Figure .1 : Les génes associés au développement tumoral et voies de signalisation associées.

A Les genes associés au développement tumoral sont classés selon 12 voies de signalisation qui
conférent aux cellules un avantage sélectif de croissance. Ces voies sont elles-mémes réparties en trois
processus cellulaire.

B Liste des genes associés au développement tumoral et processus cellulaires affectés par ces génes.

Les études génomiques ont permis d’identifier de nombreux génes impliqués dans le développement
tumoral. Certains affectent les voies de signalisation précédemment décrites : la prolifération, la
différenciation, la survie et la maintenance du génome. Tandis que certains affectent également d’autres
processus cellulaire tels que : le métabolisme, I'épigénétique, la chromatine et I'épissage.

a : Mutation activatrice ou amplification

b : Mutation inactivatrice ou délétion

¢ : Evénements d’activation ou d’inhibition observés

d : Effet de la mutation sur la fonction protéique non connu

Figure et légende d’aprés (Vogelstein et al., 2013) et (Garraway et Lander., 2013).

Les cellules cancéreuses se distinguent des cellules saines par six capacités biologiques essentielles,
distinctes et complémentaires, acquises au cours de la transformation cellulaire [7]. Ces six capacités
sont également accompagnées de l'acquisition de quatre caractéristiques générales favorisant le
développement tumoral (Figure 1.2).

L’'ensemble de ces capacités (capacités biologiques essentielles et caractéristiques générales) sont :

1. Autosuffisance en facteurs de croissance : par activation constitutive des voies de signalisation
impliquées dans la prolifération cellulaire.

2. Insensibilité a la signalisation antiproliférative : par inactivation de génes suppresseurs de
tumeurs impliquées dans la régulation négative de la prolifération cellulaire tels que Rb et p53.

3. Résistance aux mécanismes de mort cellulaire : par inhibition des génes pro-apoptotiques ou
surexpression des régulateurs anti-apoptotiques (ex: famille Bcl-2). Comme décrit
précédemment, le géne TP53, régulateur majeur du cycle et de I'apoptose, est muté dans 50%
des tumeurs.

4. Sénescence réplicative et mécanismes d’échappement: en déjouant le mécanisme de
raccourcissement des télomeres. Cela se fait soit par réactivation de I'expression de la
télomérase ou bien par un mécanisme de recombinaison inter-télomérique.

5. Induction a l'angiogenése : signalisation oncogénique assurant la néovascularisation de la
tumeur pour permettre |'approvisionnement en nutriments et oxygene ainsi que I'élimination
des déchets.

6. Instabilité génomique et mutabilité : L'acquisition des caractéristiques précédemment décrites
dépend largement d’une altération du génome telle que des réarrangements chromosomiques,
des amplifications géniques et/ou une accumulation de mutations. Cette instabilité génomique
passe par l'inhibition de la machinerie de réparation de ’ADN augmentant ainsi la mutabilité des
cellules cancéreuses.
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Promotion de I'inflammation par la tumeur : La présence de cellules du systeme immunitaire
dans les tumeurs provoquant ainsi une inflammation joue un réle paradoxal dans la promotion
de la tumorigenese. En effet, I'inflammation est d’abord due a une tentative du systeme
immunitaire d’éradiquer la tumeur. Néanmoins, les cellules tumorales peuvent, de par leurs
propriétés acquises, non seulement échapper au systeme immunitaire mais également le
détourner afin de permettre I'approvisionnement du microenvironnement tumoral notamment
en facteurs de croissance, facteurs de survie et facteurs angiogéniques. Elles peuvent également
permettre la libération de molécules de types dérivés de réactifs de l'oxygene qui sont
hautement mutagénes.

Résistance a la destruction par les acteurs du systéme immunitaire : les cellules cancéreuses
échappent a la destruction par le systeme immunitaire via plusieurs mécanismes tels que
I'inhibition de l'infiltration des LTC ou des cellules tueuses naturelles (NKs) en sécrétant des
facteurs immunosuppresseurs (ex : TGF- B) [8].

Reprogrammation du métabolisme énergétique : Le métabolisme des cellules cancéreuses
décrit par Otto Warburg dans les années 1930 est devenu une marque spécifique associée au
cancer, appelée « effet Warburg ». En effet, il a observé que les cellules cancéreuses limitent leur
métabolisme énergétique a la glycolyse en présence ou en absence d’oxygéne. Paradoxalement,
ce phénomene qui s’appelle la « glycolyse anaérobie » produit beaucoup moins d’ATP comparé a
la phosphorylation oxydative mais cela peut s’expliquer par le fait que la glycolyse anaérobie
permet de satisfaire la demande en dérivés glycosylés nécessaires a une prolifération cellulaire
rapide [9]. De plus, pour compenser le manque d’ATP, les cellules cancéreuses ont une captation
de glucose accrue en surexprimant certains transporteurs de glucose comme GLUT1 [10].
Invasion et métastases : Le stade métastatique est le dernier stade de I'oncogenese. Le cancer
métastatique est le plus agressif et le plus menagant pour la vie de l'individu. La formation de
métastases résulte de la migration des cellules tumorales du site de la tumeur primaire a un site
distant. Ce processus est souvent di une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), un
phénomeéne cellulaire impliqué dans le développement embryonnaire ou la cicatrisation, qui est
détourné par les cellules tumorales a leur avantage pour envahir les tissus distants [11]. Un
ensemble de facteurs de transcription tels que Snail, Slug, Twist et Zeb1/2 orchestre cette TEM
et le pouvoir migratoire des cellules qui y est associé. Au niveau du site métastatique, les cellules
disséminées reforment une masse tumorale et peuvent subsister dans un état non invasif. Les
cellules ayant subi une TEM peuvent entamer une transition inverse, c’est-a-dire une transition
mésenchymato-épithéliale. Enfin, dans ce nouveau microenvironnement largement différent de
celui du site primaire, les cellules cancéreuses doivent d’abord survivre, s’adapter et former des
micrométastases ou alternativement subsister sous forme de cellules dormantes. Cette partie
sera détaillée dans la partie suivante traitant de la métastase.
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Figure 1.2 : Propriétés des cellules cancéreuses proposées par Hanahan et Weinberg.
A Les 6 propriétés acquises des cellules cancéreuses.

B Les 4 propriétés émergentes des cellules cancéreuses.

Figure et légende d’aprés (Hanahan et Weinberg., 2011).

Le développement métastatique résulte de la dissémination de cellules cancéreuses du site primaire de
la tumeur a des organes distants. Bien que certaines tumeurs primaires puissent étre traitées par
résection chirurgicale ou une thérapie par adjuvants, les métastases sont parfois difficiles a traiter a
cause de leur nombre, leur localisation, et leur résistance aux thérapies existantes. Elles sont ainsi

responsables de plus de 90% de la mortalité liée au cancer.

Comme précédemment décrit, la formation de métastases représente la derniére étape d’une cascade
d’évenements cellulaires qui comprend les étapes suivantes (Figure 1.3) [12], [13]:

> Les étapes de la tumeur primaire : angiogenése et prolifération, perte d’adhérence et capacité
de mobilité et de diffusion

> Les étapes dans la circulation : entrée, survie et transport

> Les étapes dans les organes distants: arrét dans le tissu, extravasation, prolifération et

angiogenése qui marque l'installation de la métastase

L’'ensemble de ces étapes sont séquentielles, évolutives et liées les unes aux autres [14].
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Figure 1.3 : Les différentes étapes conduisant a la formation de métastases.

a Transformation cellulaire et croissance tumorale.

b Prolifération de la tumeur primaire et angiogenése.

¢ Invasion locale du stroma.

d Détachement d’une cellule ou d’un groupe de cellules tumorales de la tumeur primaire et intravasation
pour rejoindre la circulation sanguine ou lymphatique.

e Adhérence a la paroi d’un vaisseau sanguin ou lymphatique et extravasation.

f Prolifération et angiogenése dans I'organe distant et formation de métastases.

Figure et légende d’aprés (Fidler., 2003).

Bien que la dissémination des cellules cancéreuses par circulation dans les vaisseaux soit établit comme
paradigme central, un autre mécanisme de dissémination a également été mis en évidence dans lequel
les cellules cancéreuses ne circulent pas dans les vaisseaux mais migrent le long de ceux-ci pour se

propager. Ce mécanisme sera détaillé plus loin.

La dissémination des cellules cancéreuses, a l'intérieur des vaisseaux, se fait selon deux voies principales
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La premiere voie est la voie lymphatique : les cellules cancéreuses quittent la tumeur d’origine via les
capillaires lymphatiques, qui drainent I'organe siége de la tumeur primaire et qui se rassemblent au
niveau des ganglions lymphatiques ce qui conduit a une invasion de ces derniers. Il s’agit alors d’une
invasion métastatique de voisinage dont le pronostic est plus favorable étant donné que les ganglions
lymphatiques sont chirurgicalement accessibles lors de I'exérese de la tumeur, et qu’ils exercent une
filtration mécanique et un contréle immunologique sur les cellules en cours de dissémination.

La deuxiéme voie est la voie sanguine, conduisant a I'invasion d’organes a distance comme le poumon, le
foie, le cerveau, ou les os. Les organes de |'appareil digestif (estomac, intestin, pancréas) sont drainés en
premier lieu par le foie, par l'intermédiaire de la veine porte, ce qui pourrait expliquer le fait que les
cellules cancéreuses issues de ces tissus métastasent essentiellement dans le foie. Pour le reste de
I'organisme, le poumon représente le premier organe ol peuvent étre piégées les cellules tumorales et
constituerait donc un site fréquent de métastases. Plus rarement, la propagation se fait par contact avec
une cavité au niveau de laquelle les cellules cancéreuses s'implantent sur une membrane comme le
péritoine ou la plévre. Cependant, ces considérations anatomiques ne suffisent pas a expliquer pourquoi
certains cancers, comme le cancer de la prostate, ont une affinité particuliére pour I'os, ou le cancer du
poumon pour le cerveau. Alors que les carcinomes se propagent par les deux voies, lymphatique et
sanguine, les sarcomes se propagent surtout par voie sanguine, rarement par voie lymphatique. Il
semblerait donc que certains facteurs liés aux propriétés des cellules tumorales mais aussi au
microenvironnement métastatique gouvernent le choix de la voie de dissémination empruntée et du site
d’implantation et de développement de métastases.

La spécificité des métastases pour certains organes montre que le processus métastatique n’est pas un
phénomeéne passif mais une somme d’événements initiés par les cellules cancéreuses et dépend de
multiples interactions entre les cellules potentiellement métastatiques et le microenvironnement local
qui est favorable et compatible a leur implantation. Stephen Paget a été le premier, en 1889, a proposé
cette théorie sur les métastases, appelé «de la graine et du sol » ou la graine correspond a la cellule
cancéreuse et le sol a I'organe dans lequel va se former la métastase. Le processus métastatique dépend
donc a la fois des propriétés intrinseques de la cellule tumorale et des réponses des cellules hotes [15].

Invasion locale

L'invasion locale correspond a I'entrée des cellules cancéreuses, présentes au sein de la tumeur primaire,
dans le stroma associé a la tumeur puis dans le tissu normal adjacent. Pour cela, dans la plupart des cas,
les cellules tumorales acquieérent des propriétés invasives et migratoires caractéristiques de cellules
mésenchymateuses. L'acquisition de ces propriétés des cellules cancéreuses s’appelle la transition
épithélio mésenchymateuse (TEM).

La transition épithélio-mésenchymateuse

Bien que la TEM a été montré comme étant impliqué dans la progression tumorale et métastatique, il
s’agit d’un processus normal requis au cours de développement embryonnaire pour la formation de
tissus et d’organes.
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La TEM est composé de plusieurs étapes au cours desquelles les cellules perdent les caractéristiques
spécifiques épithéliales, qui leur permettent de rester jointes et de former ainsi I'épithélium, et
développent des caractéristiques mésenchymateuses. Tout d’abord, on observe une perte des structures
d’adhérence cellule-cellule due a une répression de I'expression des genes tels que la E-cadhérine,
impliqué dans la formation des jonctions adhérentes. De nombreuses voies de signalisation
oncogéniques telles que (TGF)-B, Wnt et Notch induisent la TEM en activant des répresseurs
transcriptionnels de la E-cadhérine tels que Snail, Slug, Zeb1/2, E47 et Twist.

La perte de l'expression de I'E-cadhérine coincide avec la surexpression de génes spécifiques du
caractere mésenchymateux des cellules tels que la vimentine et la fibronectine.

La rupture des jonctions adhérentes dépendantes de la E-cadhérine induit une perte de polarité des
cellules épithéliales ainsi que la libération dans le cytoplasme des protéines contenues dans ces
jonctions, telles que la B-caténine. En plus de son rdéle dans I'assemblage des complexes d’adhérence, la
B- caténine joue aussi un réle important dans la voie de signalisation canonique Wnt. Aprés
désassemblage des complexes d’adhérence, les molécules de B-caténine sont capables d’induire
I’expression de genes cibles impliqués dans la prolifération, la transformation et la progression tumorale
(c-Myc, Cycline D1-D2, MMP7 et autres) [16], [17].

Les cellules subissent également des réarrangements du cytosquelette pour finalement acquérir un
phénotype migratoire et invasif. En effet, le désassemblage des jonctions adhérentes libere également
la protéine p120-caténine dans le cytoplasme ou elle réprime I'activité de RhoA et active celle de Rac et
Cdc42, interférant, par conséquent, avec la polymérisation des fibres de stress et avec la formation des
protrusions membranaires [18], [19].

Migration cellulaire des cellules de la tumeur primaire

De méme que la TEM, la migration cellulaire est un processus normal et fondamental dans le
développement embryonnaire qui permet la mise en place des tissus et des organes. Les cellules migrent
de maniere collective au cours de la gastrulation pour former les trois feuillets embryonnaires et
dessiner les grands axes d'organisation de l'organisme. Chez l'adulte, les migrations cellulaires sont
moins répandues, mais néanmoins essentielle au processus de maintien de l'intégrité de l'organisme
comme I'immunité, I'inflammation et la cicatrisation. Les cellules cancéreuses utilisent des mécanismes
de migration similaires voire identiques a ceux des cellules saines au cours de ces processus biologiques.

Pour migrer, la forme et la dureté du corps cellulaire doivent étre modifiées pour pouvoir adhérer a la
matrice extracellulaire (MEC). Les cellules subissent donc un cycle continu constitué de 5 étapes
interdépendantes (Figure 1.4) [20]:

1- Formation de protrusion au niveau du front de migration : la cellule s’allonge et se polarise avec
un front et un arriere distincts. Un pseudopode se forme via I'extension du front de migration
qui s’attache au substrat dans la MEC. La propulsion initiale et I'’élongation des pseudopodes
sont assurées par la polymérisation de I'actine et son assemblage en filaments. Les filaments
d’actine s’associent au complexe de nucléation Arp2/3 [21] et WASP (Wiscott-Aldrich syndrome
protein) [22]. Le complexe Arp2/3/WASP s’ancre a la membrane en formant des clusters avec les
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phosphoinosites (PIPs) [22]. Ainsi, I'élongation de I'actine permet de pousser la membrane vers
I'extérieur et induire la formation de protrusions. Les PIPs actives les GEFs (Guanine-nucleotides
exchange factors) qui régulent I'activité des petites GTPases Rac, CDC42, Rho et Ras [23]. Ces
protéines jouent un réle important dans la dynamique du cytosquelette d’actine et interviennent
respectivement dans la formation des lamellipodes, filopodes et fibres de stress [22], [24]. En
plus du réseau d’actine, la formation de protrusions et la dynamique des lamellipodes sont
également modulées par le réseau de microtubules.

Adhérence et formation de contacts focaux : Suite a la formation des protrusions, les protéines
d’adhérence vont entrer en contact avec la MEC et initier une adhérence jusque-la peu ou pas
requise. Cette adhérence est assurée par des molécules appartenant majoritairement a la famille
des intégrines. Les intégrines entrent en contact avec les ligands de la MEC et forment des
« clusters » a la membrane pour former un contact focal (ou plaque d’adhérence focale) [25]. Les
intégrines interagissent ensuite directement avec des protéines telles que a-actinine, la taline et
la kinase FAK (focal adhesion kinase) [26]. Ces protéines vont ensuite s’associer a des protéines
adaptatrices pour recruter des protéines associées aux filaments d’actine comme la vinculine et
la paxilline et induire des signaux de phosphorylation et déphosphorylation activant ainsi des
voies de signalisation intracellulaires telles que PI3K, protéine kinase C (PKC) et Rho GTPases
[27], [28]. Elles activent aussi des kinases qui phosphorylent des protéines du cytosquelette et
régulent ainsi la formation des fibres de stress, la morphologie cellulaire et la migration.
Recrutement de protéases aux foyers focaux et protéolyse focale : Pour migrer, les cellules
doivent dégrader et remodeler les composants de la MEC (collagéne 1V, laminine, entractine et
protéoglycanes) qui constituent une barriere a la dissémination tumorale. La dégradation
nécessite le recrutement de protéases au front de migration et leur sécrétion dans
I’environnement extracellulaire ou elles clivent de fagon spécifique les composants de la MEC
[29]. Les protéases recrutées au niveau des points d’adhérence sont entre autres des
métalloprotéases (MMPs), des sérines protéases ou la famille des désintégrines et
métalloprotéases ADAMs [30], [31]. Les collagénases clivent le collagene et d’autres
macromolécules de la MEC en plus petits fragments qui sont a leur tour dégrader par les
gélatinases ou les sérines protéases.

Contraction cellulaire par I'actomyosine : L'adhérence cellulaire de la MEC a deux fonctions
dans la cellule, elle génere des forces de traction en liant un substrat de la MEC au réseau
d’actomyosine et induit la signalisation qui régule la migration et la survie des cellules. Une
cellule adhérente s’allonge et assemble son réseau d’actine sous I’action de protéines de liaison
telles que I'a-actinine ou la myosine Il. Le réseau d’actine sous le feuillet interne de la membrane
plasmique est appelé actine corticale alors que les filaments d’actine au centre de la cellule sont
appelés fibres de stress. La myosine Il active s’associe aux filaments d’actine, et génére la
contraction de I'actomyosine [32]. Rho régule la contraction de I'actomyosine via son effecteur
ROCK qui phosphoryle et ainsi inhibe la MLCPtase (myosin light chain (MLC) phosphatase). En
effet, la myosine |l est activée par phosphorylation sur sa chaine légere (MLC) [33].

Détachement de l'arriere de la cellule : Le détachement cellulaire se fait par I'arriere de la
cellule tandis que le front de migration reste attaché a la matrice. Différents mécanismes
interviennent dans le désassemblage des contacts focaux. Les protéines telles que la gelsoline et
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la cofiline s’associent aux filaments d’actine et provoquent leur cassure tout en augmentant le
« turnover » des filaments [34]. Les phosphatases limitent I'assemblage des protéines du
cytosquelette [35]. La protéase Calpaine clive les composants des plaques d’adhérence focale
[36], [37] et la kinase FAK provoque leur désassemblage par un mécanisme encore mal connu
[28]. A la suite du désassemblage des plaques, les intégrines se détachent du substrat et sont
internalisées par les vésicules d’endocytose pour étre recyclées [38].

Figure 1.4: Modeéle en 5 étapes de la migration cellulaire en 3D.

1) Formation de protrusions au front de migration.

2) Interaction avec la MEC et formation de contacts focaux.

3) Recrutement de protéases et protéolyse focale.

4) Contraction cellulaire par I'actomyosine.

5) Détachement de la cellule a I'arriére. Figure et légende d’apres (Friedl et Wolf., 2003).
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Les cellules tumorales peuvent disséminer en cellules isolées, dans ce cas on appelle le processus
« migration individuelle » ou bien les cellules migrent en groupe en « migration collective ». Tandis que
la plupart des tumeurs solides issues du stroma (leucémie, lymphome,..) dissémine via une migration
individuelle, les tumeurs épithéliales utilisent généralement la migration collective.

La migration individuelle

Des études in vivo et in vitro ont permis d’observer que les cellules tumorales individualisées sont
motiles [39]. Ces cellules individuelles proviennent soit du stroma interstitiel ou de la moelle osseuse,
soit du compartiment multicellulaire comme un épithélium ou elles ont perdues les contacts cellule-
cellule, se sont détachées pour migrer de facon individuelle a travers le tissu conjonctif adjacent [40]. En
fonction du type cellulaire, de I'engagement des intégrines, de la structure du cytosquelette et de la
production des protéases, la migration individuelle s’opére selon différents modes tels que la migration
mésenchymateuse, amoeboide ou bien en chaines.

La migration collective

La migration collective est un phénomene bien décrit qui se produit au cours du développement
embryonnaire [41]. La migration collective est caractérisée par une migration des cellules en feuillets,
tubes ou agrégats en restant jointives grace aux jonctions adhérentes. Au contraire de la migration
individuelle, les cellules migrant collectivement ne se rétractent pas mais I'adhésion cellule-cellule au
sein du groupe permet I'assemblage de filaments d’actine corticale spécifique le long des jonctions
cellulaires qui permettent la formation d’un grand corps contractile multicellulaire [42]. Un sous groupe
de cellules ayant une motilité accrue au front de migration génerent une traction via 'activité de leurs
pseudopodes qui permet aux autres cellules présentent a I'arriere du groupe de migrer également. Pour
dégrader et envahir la MEC, les cellules du front de migration adhérent via les récepteurs membranaires
d’adhérence comme les intégrines f1 et B3 pour former des foyers d’adhérence focale qui présentent
une activité protéolytique focale envers la matrice extracellulaire et utilisent la machinerie contractile
dépendante du réseau actine-myosine [20].

Selon le type de tumeurs, deux types de migration collective ont été décrits. La premiére correspond a
des feuillets protrusifs qui maintiennent un contact avec le site de la tumeur primaire générant ainsi une
invasion locale. C’est notamment le cas des cancers épithéliaux invasifs tels que le carcinome du colon
[43] ou le carcinome des cellules basales. La seconde résulte de groupes de cellules détachées de la
tumeur primaire qui s’étendent le long du tissu interstitiel ou bien le long des structures périneurales
comme dans les mélanomes ou les rhabdomyosarcomes.

Dans les deux cas, la masse de cellules peut produire une grande concentration autocrine de facteurs
pro-migratoire et de protéases de dégradation de la matrice. Les cellules au centre sont également
protégées contre les cellules du systéeme immunitaire telles que les lymphocytes et les NKs. L’avantage
de la migration collective vient également du fait que les cellules présentes au sein du groupe sont
hétérogenes (origine clonale différentes) elles ont donc des capacités différentes. Par exemple, les
cellules les plus motiles permettent I'invasion de cellules qui le sont moins mais celles-ci peuvent étre
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potentiellement plus résistantes a I'apoptose et augmenter ainsi la probabilité de survie des cellules du
groupe [20].

La migration mésenchymateuse

La migration mésenchymateuse se fait via le cycle de 5 étapes décrites précédemment. Celle-ci se trouve
principalement dans les tumeurs du tissu conjonctif et dans les cancers épithéliaux aprés une
dédifférenciation progressive [44], [45]. Il s’agit d’un mécanisme tres efficace pour la dissémination des
cellules tumorales et la formation de métastases [44]-[46]. Les cellules qui migrent de facon
mésenchymateuse ont une morphologie fibroblastique de type fuseau dépendante de la dynamique
d’adhésion médiée par les intégrines et des forces de traction présentes au deux péles [47], [48]. Ainsi, la
présence des métalloprotéases est importante pour la dégradation de la MEC ainsi que la présence des
contacts focaux et la contraction cellulaire via I'actomyosine.

La migration amoeboide

La migration amoeboide regroupe les mouvements cellulaires des cellules rondes ou ellipsoides [39]. Les
cellules migrant de facon amoeboide forment des interactions rapides et faibles avec le substrat et ainsi
elles n"adhérent pas ou peu a la MEC. Le mouvement est généré par une contraction active du réseau
actomyosine et des filaments d’actine corticale. Ces cellules n’ont donc pas de contacts focaux matures,
d’activité protéolytique ni de fibres de stress. Ces cellules utilisent les forces mécaniques au lieu de la
dégradation par protéolyse pour se déplacer a travers la matrice. En effet ces cellules sont trés
déformables grace a I'absence de contacts focaux, elles utilisent donc un mode de migration par poussée
propulsive ce qui leur permet de se déplacer beaucoup plus vite (vitesse de migration entre 10 a 30 fois
plus élevée) que les cellules utilisant la migration mésenchymateuse. Les tumeurs amoeboides ont des
niveaux d’expression trés bas d’intégrines Bl et P3 et adhérent donc trés peu au collagéne. La
dissémination amoeboide permet aux cellules cancéreuses de se détacher tres tot de la tumeur primaire
pour former une métastase. Ce mécanisme est surtout observé dans les lymphomes et les cancers du
poumon a petites cellules [20].

Plasticité morphologique des cellules tumorales

Il est important de souligner que les cellules tumorales sont capables, lorsqu’elles en sont contraintes, de
changer de mode de migration, cette adaptation est appelée la plasticité cellulaire (Figure 1.5). Ce
changement s’effectue lorsque les cellules tumorales subissent des modifications de la capacité
d’adhésion cellule-cellule, de la force de traction générée par les intégrines et le cytosquelette, du niveau
d’adhérence au substrat (par modification de la composition ou de la densité de la MEC) ou du niveau
requis de protéolyse. En conséquence, les cellules changent de mode migration passant de hautement
adhésives a une migration nécessitant trés peu d’adhérence, d’'une migration par protéolyse a une
migration non protéolytique, et ainsi de suite. Au cours de la progression tumorale, les cellules peuvent
également subir des modifications d’expression de protéines ou bien de leur perte de fonction, comme
par exemple une mutation sur une molécule d’adhérence, qui peut altérer le phénotype cellulaire et la
capacité d’invasion. En réponse a ces changements, les cellules s’adaptent en changeant de mode de
migration. Cette plasticité peut aussi se faire en réponse a un traitement anti-cancéreux visant a inhiber
la migration cellulaire, les cellules cancéreuses utilisent alors cette stratégie d’échappement [20].
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Figure 1.5: Mécanisme de plasticité de I'invasion tumorale.

Les cellules cancéreuses sont capables de s’adapter en réponse a des modifications de leur programme
moléculaire de migration. Dans des cellules migrant de fagon collective, une cellule qui perd la capacité
d’interaction cellule-cellule peut se détacher et utiliser les intégrines et les protéases pour adopter une
migration mésenchymateuse (EMT). Quand les protéases telles que les MMPs, les sérines protéases et
les cathepsines sont bloquées dans les cellules en cours d’'EMT, ces cellules s’adaptent en utilisant la
migration amoeboide. La migration amoeboide de cellules isolées peut aussi résulter de cellules en
migration collective dans lesquelles I'intégrine B1 a été inhibée.

Figure et légende d’apreés (Friedl et Wolf., 2003).

Interaction entre le réseau d’actine et de microtubules au cours de la migration cellulaire

L'implication du réseau d’actine dans la migration cellulaire a été beaucoup étudiée. Comme décrit
précédemment, il est maintenant bien établit que I'actine est essentielle a la migration cellulaire en
permettant la protrusion au niveau du front de migration mais également via la formation et la
maturation des structures d’adhérence. De plus, les fibres d’actomyosine permettent la rétraction de
I'arriére de la cellule. Néanmoins, les microtubules, connus pour leur réle dans la division cellulaire et le
trafic vésiculaire, sont également apparus comme essentiels dans le processus de migration (Figure 1.6).
Tout d’abord, il a été montré que les microtubules, comme |'actine, jouent un role dans la protrusion. En
effet, bien que dans une cellule en migration, le lamellipode soit essentiellement constitué d’un réseau
dense et branché d’actine, quelques microtubules entrent dans le lamellipode et vont permettre la

protrusion via :

> Leurs propriétés mécaniques : en exergant une force pour pousser la membrane plasmique

> Leur role dans le trafic vésiculaire : en délivrant au front de migration des protéines impliquées
dans la migration qui doivent étre recyclées de fagcon dynamique comme par exemple Rac et
cdc42 ou le complexe Arp2/3 nécessaire a la polymérisation de I'actine branchée.

> Leur interaction avec des molécules de signalisation : en régulant 'activité de ces protéines, en
particulier les RhoGTPases et provoquant ainsi la polymérisation de I'actine.
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Figure 1.6 : Interaction entre le réseau d’actine et de microtubules au cours de la migration cellulaire.
Dans les cellules en migration, les microtubules sont organisés par le centrosome qui est positionné
entre le noyau et le front de migration. Les extrémités plus des microtubules sont orientées vers la
membrane plasmique du front de migration. L'interaction entre les microtubules et I'actine a lieu dans
différentes régions de la cellule en migration.

1 Au niveau du lamellipode, les microtubules sont couplés a I'actine qui subit un flux rétrograde. Ce
processus comprime et casse les microtubules pour permettre leur renouvellement local.

2 Les microtubules peuvent ciblés les plaques d’adhésions focales en s’associant et en polymérisant le
long des faisceaux d’actine associés aux plaques.

3 L'extrémités plus des microtubules peut s’ancrer au cortex cellulaire via I'interaction avec les protéines
associées aux extrémités plus et les protéines associées a 'actine pour orienter le centre organisateur
des microtubules (MTOC) contrélant ainsi la direction de la migration.

Figure et légende d’aprés (Rodriguez et al., 2003).

Les microtubules jouent également un réle dans l'adhérence cellulaire. En effet, bien que les
mécanismes ne soient pas encore bien connus, il a été montré que les microtubules contrdlent la
formation, la maturation mais également le désassemblage des adhésions focales. Le contréle de la
formation et la maturation serait di a la régulation des microtubules sur les RhoGTPases et en particulier
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Rac alors que le contréle du désassemblage impliquerait la kinase FAK [49]-[51]. Une étude suggere que
les fibres de stress guideraient les microtubules aux adhésions focales. Certaines études suggérent que
les microtubules seraient également capables de moduler la contraction de I'actomyosine [52], [53].

Enfin, les microtubules contrélent le trafic vésiculaire des intégrines et permettent le recyclage
dynamique de celles-ci a la membrane plasmique et ainsi favorisent la migration cellulaire [54].

La coordination de ces deux réseaux, actine et microtubule, apparait donc comme fondamentale pour
une migration efficace. De nombreuses protéines ont été identifiées comme médiateurs de l'interaction
entre actine et microtubule. C’'est le cas notamment des spectraplakines qui permettent I'interaction
physique localisée des microtubules avec I'actine pres des foyers d’adhérence focale mais également
APC (Adenomous Polyposis Coli), MACF1/ACF7 (Microtubule-Actin Cross-linking Factor 1/Actin Cross-
linking Factor 7) et CLASPs (CLIP- ASsociated Proteins) qui sont toutes les trois requises pour une
migration directionnelle et qui sont aussi impliquées dans I'organisation et/ou la stabilisation des
microtubules prés du front de migration a proximité des foyers d’adhérence focale [55].

Intravasation et survie dans la circulation sanguine

L'intravasation correspond au passage des cellules cancéreuses a travers la membrane basale, formée
par les cellules endothéliales et les péricytes, pour rejoindre la circulation sanguine ou lymphatique.
L'intravasation est dépendante de |'accés des cellules cancéreuses au réseau vasculaire de la tumeur
mais également au diameétre des vaisseaux. Ainsi, la production de facteurs angiogéniques favorisant la
genése et la dilatation des vaisseaux tels que le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF),
le TGFp et les récepteurs a tyrosines kinases EGFR, est importante dans le processus d’intravasation. De
méme, la production de métalloprotéases est importante car elle favorise la perméabilité de ces
vaisseaux. Ces facteurs sont issus des cellules tumorales elles-mémes mais les cellules associées au
stroma, par exemple, les cellules du systeme immunitaire, les cellules dendritiques et les macrophages
associés a la tumeur (MATs), sont également capables de produire des facteurs angiogéniques et des
facteurs de résistance a I'apoptose. Le microenvironnement tumoral est donc un élément clé dans la
réussite de l'intravasation des cellules cancéreuses [56].

Lorsqu’elles sont entrées dans un vaisseau sanguin, les cellules cancéreuses sont alors appelées des
cellules tumorales circulantes (CTCs). Ces CTCs sont alors soumises a différents stress. Tout d’abord, la
perte d’adhérence qui conduit normalement a I’anoikis, un programme de mort cellulaire qui se produit
lorsque les cellules se détachent de la MEC [57]. Ensuite les cellules doivent résister aux forces de
cisaillement hémodynamiques qui déforment rudement les CTCs. Il a été montré que les plaquettes
jouent un role fondamental dans la survie des CTCs dans la circulation sanguine en recouvrant celles-ci,
augmentant ainsi leur résistance aux forces de cisaillement et facilitant leur survie. Enfin, les cellules
doivent également échapper au systéme immunitaire et plus précisément aux NKs. Seulement 0,1% des
CTCs survivent et moins de 0,01% de ces cellules sont capables de former des métastases dans un organe
distant [56], [58].
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Extravasation et formation de métastases

L'extravasation correspond au processus inverse de l'intravasation et consiste en la fixation et la
traversée des vaisseaux sanguins (transmigration) par les cellules tumorales pour coloniser un organe
distant. La capture mécanique des CTCs dans les capillaires est considérée comme le mécanisme
principal de leur arrét et de leur fixation aux vaisseaux. Les CTCs ainsi fixées vont former un embole qui
peut étre a l'origine de la rupture du vaisseau et ainsi permettre I'extravasation. Pour rompre la barriere
entre les vaisseaux sanguins et les tissus de I'organe distant, les cellules tumorales doivent rendre les
tissus de I'organe distant perméables. Pour cela, il existe différents mécanismes utilisés par les cellules
cancéreuses car la composition de la barriere du vaisseau differe en fonction des organes et va donc
influer sur I’endroit de I'extravasation. Par exemple, |'extravasation et la formation de métastases des
cellules de mélanome cutané sont augmentées par la sécrétion de I'osteonectine (SPARC), qui interagit
avec VCAM-1 et permet ainsi le remodelage de |‘actine et I'ouverture des jonctions endothéliales [59].
Une autre étude montre que les cellules tumorales facilitent I’extravasation en induisant un programme
de nécrose dans les cellules endothéliales [60]. Divers genes ont été identifiés comme étant impliqués
dans le processus d’extravasation : La fascine-1 et autres composants des invadopodes, les ligands de la
voie WNT, les médiateurs de la rupture des jonctions endothéliales et de la perméabilité vasculaire tels
qgue I'angiopotine -4 (angptl4), le VEGF, COX2, MMP1 et I'ostenectine [61].

Mais pour que I'extravasation soit efficace, cela ne repose pas uniquement sur les interactions entre les
cellules tumorales et endothéliales mais requiere également [lintervention des cellules du
microenvironnement. En effet, les plaquettes, les neutrophiles et les macrophages périvasculaires jouent
également un réle dans I'extravasation, par exemple, les plaquettes permettent I'extravasation en
induisant un phénotype de type mésenchymateux dans les cellules tumorales [62] ou bien en sécrétant
de I'adénine ce qui provoque |'ouverture des jonctions endothéliales [63]. Le microenvironnement est
donc, de méme que pour lintravasation, un élément clé de I'’extravasation et de la colonisation
métastatique.

La colonisation métastatique nécessite que les cellules disséminées survivent dans un
microenvironnement qui leur est étranger et soient capables de proliférer et former des tumeurs [64].
Ce microenvironnement tumoral est composé de sa propre MEC et de différents types cellulaires tels
qgue des fibroblastes, des adipocytes, des cellules endothéliales et des cellules du systéme immunitaire.
Ce microenvironnement forme avec les cellules tumorales un réseau complexe qui est important pour la
formation et le développement des masses tumorales.

Cependant, les cellules tumorales doivent surmonter plusieurs obstacles. Tout d’abord, I'incompatibilité
de ces cellules avec le microenvironnement pourrait les entrainer dans un état de quiescence avec une
prolifération cellulaire inhibée. Par conséquent, les cellules disséminées peuvent persister sous forme de
micro-colonies viables a I'état de dormance, état sous lequel elles peuvent rester pendant une trés
longue période (plus d’'une décennie) [65]. Dans I'éventualité olu les cellules prolifereraient
continuellement, leur nombre pourrait ne pas augmenter a cause d’un important taux d’apoptose ou a
cause d’un échec des cellules a déclencher une néo-angiogenése [66]. Dans le cas contraire, une
colonisation métastatique réussie pourrait étre facilitée par I'expression de certains génes qui semblent
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dicter le tropisme métastatique spécifique d’organe. Un certain nombre de geénes facilitant le
développement métastatique du cancer du sein dans certains organes a été identifié. I'lL-11 et CTGF
(codant pour un facteur ostéolytique et angiogénique) semblent étre la signature d’une métastase dans
I'os [67] alors que I'épiréguline EREG, MMP1 et MMP2 semblent étre la signature d’'une métastase au
poumon [68]. La formation de telles métastases constitue le point final de la cascade métastatique.

Co-option sur les vaisseaux

La dissémination intravasculaire, via les vaisseaux sanguins ou lymphatiques, a été imposée et est
toujours acceptée comme paradigme central [69]. Néanmoins depuis plus de 15 ans, Lugassy et Barnhill
ont mis en évidence un autre mécanisme de dissémination dans le mélanome cutané appelé
« extravascular migratory metastasis » (EVMM) ou co-option vasculaire [70], [71]. Durant 'EVMM les
cellules cancéreuses migrent le long des vaisseaux sans intravasation. Les cellules cancéreuses adhérent
a la surface abluminale (surface externe) du vaisseau (angiotropisme) et utilisent les capacités de
motilité pour se déplacer le long du vaisseau. L’angiotropisme des cellules correspond a leur association
avec l'endothélium du vaisseau, a I'endroit ou se trouvent normalement les péricytes. La mise en
évidence se fait par histologie avec la détection de I'avancée du front de la tumeur sans intravasation. Il
a également été observé, au cours de 'EVMM, que les cellules tumorales peuvent également migrer le
long d’autres « voies anatomiques » telles que les nerfs (neurotropisme) ou des structures annexes de la
peau : follicules pilleux, et canaux sudoripares eccrines (adnexotropisme) [72].

Au cours de l'angiogenese les péricytes sont recrutés et commencent a migrer le long de la surface
abluminale pour stabiliser les néo-vaisseaux [73]. Les péricytes ont été reconnus comme cellules souches
mésenchymateuses (CSM) [74]. Comme décrit précédemment, les cellules tumorales invasives ayant subi
une TEM possédent des caractéristiques de cellules souches embryonnaires, il est donc concevable que
les cellules invasives de mélanome cutané soient recrutées a la place des péricytes sur les vaisseaux et
migrent le long de ces derniers de la méme facon que les péricytes. De plus, certaines études ont
montrées que la promotion de l'inflammation par les neutrophiles au niveau de la tumeur primaire, qui
est induite par l'exposition aux UVs, augmente la propagation métastatique en augmentant les
interactions entre les cellules de mélanome angiotropiques et les cellules endothéliales des vaisseaux
[75]-[77] (Figure 1.7).

Il y a une forte analogie entre 'EVMM et la migration des cellules de crétes neurales au cours de
I'embryogénése [78]. En effet, au cours du développement embryonnaire de la souris, il a été montré
que certaines cellules de crétes neurales migraient le long des surfaces externes de canaux vasculaires
[79]. De plus, une étude a montré que les cellules de mélanome cutané relancent un programme de
migration embryonnaire et qu’une régulation aberrante de génes impliqués dans le développement de la
créte neurale pourrait promouvoir la plasticité et I'invasion du mélanome [80]. Il est donc possible que
certaines cellules de mélanome angiotropiques utilisent les propriétés migratoires embryonnaires pour
migrer le long des vaisseaux, ce qui est en accord avec la théorie de la graine et du sol de Paget car les
cellules de mélanome pourraient migrer pour atteindre un lieu distant ayant un microenvironnement qui
leur est favorable [64], [81], [82].
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L'étude de I'expression des génes des cellules mélanome cutané angiotropiques a permis d’identifier 20
génes différentiellement exprimés qui seraient potentiellement impliqués dans 'EVMM [78] (Tableau
I.1). Ces 20 génes sont classés selon six catégories en fonction de leurs réles. La plupart sont impliqués
dans la progression du cancer, la migration cellulaire et la TEM. De facon intéressante, certains sont
impliqués dans le recrutement des péricytes, I'inflammation et les propriétés de cellules souches.

L'EVMM représente donc, pour les cellules de mélanome, un mécanisme alternatif de propagation a la
dissémination par intravasation des CTCs pour envahir des sites distants [71], [83]. Il a été montré que
les cellules tumorales utilisant 'EVMM migrent a une vitesse de 0,1 a 2 um/min parcourant une distance
de 5,2 a 105 cm/an [84]. Ces distances pourraient théoriquement étre encore améliorées via une
migration amoeboide des cellules [20]. Cette vitesse est comparable avec I'intervalle de temps entre la
reconnaissance de la tumeur primaire et la formation de métastases dans la progression du cancer
humain.

Depuis la découverte de 'EVMM dans le mélanome, ce mécanisme a également été mis en évidence
dans d’autres tumeurs: c’est le cas notamment du gliome et glioblastome [85]—-[87], du cancer du
pancréas [88], de la prostate [89], [90], du carcinosarcome gynécologique [91], des tumeurs
périvasculaires [92] et plus récemment du mélanome uvéal [93]. 'EVMM est donc loin d’étre un cas
particulier du mélanome et apparait comme un phénomene biologique important impliqué dans le
développement métastatique.

Figure 1.7 : Le mécanisme d’EVMM.

Schéma de 'EVMM (extravascular migratory metastasis) : I'inflammation par les neutrophiles, induite
par I'exposition aux UVs, donne un phénotype migratoire aux cellules de mélanome, augmente la
propagation des cellules le long de la surface abluminale du vaisseau a l'endroit ol se trouve
normalement les péricytes et promeut la capacité métastatique.

Figure et légende d’aprés (Landsberg et al., 2016).
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Tableau 1.1 : Classification des génes différentiellement exprimés dans les cellules de mélanomes
angiotropiques.
Tableau d’aprés (Lugassy et al., 2014).

33



Chapitre Il

Chapitre Il : L'ceil et le mélanome uvéal

L'ceil ou globe oculaire est I'organe de la vision. Il est de faible volume (6.5 cm®), pése 7 grammes, et a
une forme globalement sphérique d'environ 24 mm de diametre, complétée vers |'avant par une autre
demi-sphére de 8 mm de rayon (la cornée). Sa fonction est de permettre la focalisation de la lumiére sur
la rétine qui va recevoir et transformer les vibrations électromagnétiques de la lumiere en influx nerveux
transmis au cerveau. La représentation anatomique de I'ceil est présentée Figure I1.1.

Figure 1.1 : Schéma d’une coupe sagittale de I’oeil.

L'uvée comprend la choroide, le corps ciliaire et l'iris. Le cristallin délimite les deux segments constitués
des milieux transparents de I'oeil. En avant le segment antérieur comprend la cornée.

Image adaptée du site internet : http://drleininger. fr/loeil-et-la vision anatomie-de-loeil

La sclérotique est la tunique la plus externe. Elle est formée d'un tissu conjonctif dense, peu vascularisé
et a un role de protection de I'eeil. Du c6té antérieur, cette sclérotique est remplacée par la cornée
transparente qui permet la pénétration des rayons lumineux dans le globe oculaire. La cornée est riche
en fibres nerveuses nociceptives permettant ainsi le clignement, réflexe protégeant le lobe oculaire des
agressions extérieures, et la sécrétion lacrymale.

L'uvée est plus interne que la sclérotique et constitue une tunique vasculaire. Elle est formée par la
choroide, le corps ciliaire et l'iris. La choroide et I'iris contiennent des mélanocytes issus de la créte
neurale céphalique. La fonction des mélanocytes de l'uvée est de jouer un réle de chambre noire, l'iris
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servant de filtre, et permet de focaliser la lumiere sur la rétine avec le cristallin. La choroide absorbe
I’excés de lumiere.

- La choroide tapisse la face interne de la sclérotique. Elle constitue une couche cellulaire
fortement vascularisée et pigmentée par les mélanocytes. Son role principal est d’assurer une
fonction nourriciére.

- Le corps ciliaire est essentiellement formé de muscles lisses et est richement vascularisé. La
contraction des muscles lisses modifie la forme du cristallin et permet ainsi I'accommodation. Le
corps ciliaire est aussi responsable de la sécrétion de I’"humeur vitrée et de ’lhumeur aqueuse qui
maintiennent la pression intraoculaire et la forme du globe oculaire.

- L'iris est la partie colorée et visible de I'ceil. Il est pigmenté et donne sa couleur a I'ceil. Il est
aussi composé de muscles lisses qui permettent de contréler la taille de la pupille, située au
centre de l'iris. Ce controle de I'ouverture de la pupille permet de réguler la quantité de lumiéere

qui pénétre dans ['ceil.

Le cristallin est situé juste derriere l'iris et constitue une lentille transparente biconvexe molle. Il est
composé de fines couches de cellules épithéliales anucléées superposées et dont le cytoplasme contient
des protéines filamenteuses. Il se déforme sous I'action du muscle ciliaire pour la mise au point de la vue.

Le cristallin sépare les chambres antérieure et postérieure.

La rétine est la tunique nerveuse de I'ceil sensible a la lumiére. Elle tapisse la face interne de I'ceil et
constitue aussi une couche neuroendocrine, directement en rapport avec le corps vitré. Elle contient,
outre une importante vascularisation, des récepteurs photosensibles a proximité de la choroide qui
captent les rayons lumineux et les transforment en influx nerveux transmis au cerveau par le nerf
optique. La rétine est constituée de deux tissus distincts, la rétine neurosensorielle ou neurorétine et

I’épithélium pigmentaire ou rétine pigmentaire (RPE).

Les mélanocytes sont des cellules dendritiques qui produisent de la mélanine dans des granules appelés
mélanosomes permettant ainsi la pigmentation de la peau, des cheveux, des poils et de l'iris. lls sont
situés dans le derme, I'épiderme, I'ceil (uvée, rétine), I'oreille interne (cochlée, strie vasculaire), le coeur,
les méninges et I'épithélium digestif. Les mélanomes se développent a la suite de la transformation et de

I’hyper-prolifération des mélanocytes.

Origine embryonnaire des mélanocytes

Les cellules pigmentées de I'organisme, qui expriment la mélanine, hormis les cellules de la rétine
pigmentaire, sont issues de la créte neurale (CN) [94]. La CN représente une population cellulaire
transitoire possédant une grande capacité de migration et de différenciation en divers types cellulaires.
La CN constitue la plupart du squelette facial et du systéme nerveux périphérique. De ce fait, les cellules
de CN (CCN) sont multipotentes. Elles sont en effet capables de donner des neurones et des cellules
gliales du systeme nerveux périphérique, des mélanocytes, certaines cellules endocrines et, au niveau de
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la téte, les os et le cartilage du squelette facial, du tissu conjonctif et des muscles lisses. La figure 11.2

présente les différentes étapes de la formation de la CN durant la neurulation.

Figure 11.2: Induction de la bordure et neurulation.

La bordure neurale (en vert) est induite entre le neurectoderme (en violet) et ectoderme non neuronal
(en bleu), grace a des signaux émanant de ces deux territoires ainsi que du mésoderme paraxial sous-
jacent (en jaune). Durant la neurulation, les bords de la plaque neurale s’élévent (bourrelets neuraux) et
se joignent pour former le tube neural. En fonction de I'espace considérée, les cellules de CN (en vert)
délaminent des bourrelets neuraux ou de la partie dorsale du tube neural (cas montré).

Figure et légende d’aprés (Gammill et Bronner-fraser., 2003).
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Durant le développement embryonnaire, la CN se forme a partir de la gastrulation en réponse a des
signaux moléculaires extrinseques et intrinseques. Elle est d’abord induite par une série d’événements
moléculaires qui ont lieu a la bordure entre le futur neurectoderme et le futur ectoderme non neuronal.
Pendant la neurogenese, et a mesure que les bords de la plaque neurale s’épaississent et forment les
bourrelets neuraux délimitant la gouttiere neurale, les cellules de CN s’individualisent au niveau de la
partie dorsale des bourrelets neuraux. Avant la fermeture du futur tube neural, les CCN vont délaminer
et migrer a travers le corps pour donner naissance aux différents types cellulaires précédemment
mentionnés [95]. La distribution des cellules dérivées des CCN suit un schéma dépendant de la position
initiale des CCN le long de I’axe neural antéro-postérieur lors de la formation du tube neural. Ainsi, les
CCN initialement localisées en position céphalique, vagale, troncale et cardiaque sont notamment a
I'origine des mélanocytes, des os et du cartilage de la face (mésectoderme), des neurones et de la glie du
systeme sensoriel périphérique et autonome, des cellules de Shawnn du systéme périphérique et de
certaines cellules endocrines [96]. Les cellules dérivées des crétes neurales sont référencées le Tableau
1.1.

37



Chapitre Il

Tableau Il.1 : Types cellulaires et tissus dérivés des cellules de la créte neurale.

En fonction de leur localisation initiale lors de I'émergence du tube neural, des voies de migration et du
tissu auquel elles contribuent, les CCN peuvent étre catégorisées en quatre sous-groupes : craniales,
cardiaques, vagales, troncales. Les CCN craniales contribuent aux tissus et aux os de la face et se
différencient en un large éventail de types cellulaires incluant les mélanocytes, myocytes, les fibroblastes
et les neurones. Les CCN cardiaques peuvent se différencier en cellules gliales parasympathiques, en
muscle squelettique de I'arc pharyngé, et en septum sous-aortique (etc...). Les CCN vagales fournissent
principalement les neurones et les cellules gliales du systéeme nerveux entérique. Enfin les CCN troncales
deviennent des mélanocytes ou des neurones et des cellules gliales et chromaffines du systéme nerveux
périphérique.

Figure et légende d’aprés (Delaney et al., 2014).

A cette étape, les cellules de CN perdent leurs interactions cellule-cellule et initient une réorganisation
de leur cytosquelette ainsi que des changements morphologiques qui leur permettent de délaminer et
de migrer. Ces capacités migratoires sont assurées par |'expression de récepteurs a leur surface ainsi que
par I'expression de MMPs et de molécules d’adhérence qui leur permettent de répondre aux signaux de
leur environnement et qui guident leur trajet migratoire [97]. Ce processus est finement régulé et
orchestré par un réseau de genes formant des modules contrélant chaque étape du développement de
la CN jusqu’a sa complete différenciation [98].

Roéle des mélanocytes

Le réle des mélanocytes a surtout été décrit pour les mélanocytes cutanés. Le réle des mélanocytes non
cutanés est encore mal compris. Cependant quatre réles majeurs des mélanocytes ont été identifiés :

- Un role dans la pigmentation, comme décrit précédemment. Chez ’lhumain, la mélanogénése uvéale
survient dés la 20eme Semaine de vie embryonnaire et s’arréte quelques semaines apres la naissance [99].
C’est notamment pour cela que l'iris atteint sa couleur définitive quelques mois aprés la naissance. La
guantité de mélanine produite par les mélanocytes uvéaux varie selon les individus et sont deux fois plus
nombreux chez les noirs-américains par rapport aux eurasiens.

- Un réle dans la protection contre les rayons UVs. En effet, les mélanocytes cutanés protegent la peau
des UVs en transférant leurs mélanosomes aux kératinocytes avoisinants.

- Un réle dans la protection contre les radicaux libres [100].
- Un réle sensitif pour la vision, I'ouie et I’équilibre [101].

Bien que le role des mélanocytes non cutanés (notamment ceux situés dans I'oreille, I'appareil digestif et
le cceur) soit encore mal compris, il semblerait que leur présence soit importante pour le bon
fonctionnement de I'organe dans lequel ils se situent. Bien que leur fonction semble étre indépendante
de la production de mélanine, leur absence peut aboutir a certaines pathologies. En effet, les albinos,
chez qui la dépigmentation ne provient pas de I'absence de mélanocytes, ne souffrent pas typiquement
de surdité, alors qu'elle est fréquente dans le syndrome de Waardenburg lié a une migration anormale
des mélanocytes.
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Pathologies associées aux mélanocytes uvéaux

Anomalies de pigmentation des mélanocytes uvéaux

Il existe certains syndromes liés a un défaut de pigmentation dans certaines parties de I'organisme. Ce
défaut de pigmentation peut étre di soit a des défauts de migration, de différenciation, de prolifération
ou de maturation des mélanoblastes au cours du développement embryonnaire, ou bien un défaut de
fonction des enzymes de la mélanogénése.

Le syndrome de Waardenburg (SW) est caractérisé par des défauts de pigmentation qui peuvent se
situer sur la peau, les cheveux ou l'iris et peuvent étre accompagnés de problemes d’audition [102]. Les
anomalies de pigmentation au niveau oculaire sont caractérisées par des iris bleus vifs ou atrophiques et
par un aspect albinoide du fond d’ceil a cause d’une déficience en nombre de mélanocytes uvéaux [103].
Il existe 4 sous-types de SW identifiés qui se distinguent par la présence ou non d’anomalies se rajoutant
aux problémes de pigmentation. Au niveau moléculaire, les anomalies décrites sont le résultat de
délétions chromosomiques ou de mutations affectant les facteurs de transcription PAX3, SOX10 et MITF
ou le récepteur a I'endothéline (EDNRB) et son ligand EDN3 [104]-[106]. L’inactivation de ces genes
conduit a des défauts de développement, de différenciation et de migration/prolifération des cellules de
CN.

L’albinisme résulte d’anomalies génétiques conduisant a une diminution ou une absence de mélanine
associées a un nombre de mélanocytes normal [107]-[109]. Il existe différents types d’albinisme : oculo-
cutanés (AOC I, IlI, lll), oculaire (AO1), syndromes de Griscelli (SG), d’Hermansky-Pudlak (SHP) et de
Chediak-Higashi (SCH). Les manifestations les plus caractéristiques sont un défaut de la vision, une hypo-
pigmentation de la peau, des cheveux, des poils et des yeux. Ces différents types d’albinisme impliquent
des mutations dans différents génes qui vont conduire soit a une anomalie de la mélanogeneése soit a
une anomalie de la formation et du mouvement des mélanosomes.

Les mélanoses oculaires congénitales sont caractérisées par une teinte sclérale et épisclérale ardoisée ou
bleutée, le plus souvent répartie de fagon irréguliére due a une migration anormale des mélanocytes qui
s’accumulent anormalement dans la slérotique et I'uvée. Lorsque cette pigmentation s’étend aux
paupiéres et aux plans cutanés du méme co6té, il s’agit alors d’'un nzevus fusco-coeruleus ophtalmo-
maxillaris de Ota. Bien que cette pathologie soit bénigne, les personnes atteintes de mélanoses oculaires
ont une prédisposition au développement d’un mélanome de la choroide, orbitaire ou méningé [110].

Anomalies d’hyper-prolifération des mélanocytes uvéaux

Le naevus choroidien est une tumeur bénigne située dans la choroide et qui est retrouvée chez 6,5 % de
la population [111]. Le diagnostic du naevus choroidien peut s’avérer difficile étant donné sa
ressemblance clinique avec le mélanome choroidien. Il est donc nécessaire de détecter le caractere
évolutif du neavus. Les petits neavi (<5mm de diametre), plats et asymptomatiques sont considérés
comme sans risques [112], mais le diagnostic devient plus compliqué quand les naevi ont un diamétre
supérieur a 7mm, une épaisseur supérieure a 2mm et deviennent symptomatiques. Dans ce cas, ils sont
considérés comme suspects car en cas d’évolution de ces naevi, on considére qu’ils peuvent évoluer en
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mélanome bien que le risque de dégénérescence d’un naevus choroidien en mélanome est faible
(1/8845 par an) [112].

Le mélanocytome est une tumeur mélanocytaire bénigne, rare, de petite taille, pigmentée et située dans
la papille. La tumeur a une croissance lente et est de bon pronostic. Elle est histologiquement assimilée a
un naevus dont la transformation maligne est exceptionnelle. Une étude suggere que le mélanocytome
serait d0 a une prolifération anormale des mélanocytes uvéaux dans la partie antérieure du nerf optique
[109], [113]. De méme que dans le mélanome uvéal, des mutations des genes GNAQ et GNA11, sont
retrouvées dans le mélanocytome [114]. Ces mutations sont a |'origine de la prolifération accrue
notamment par |'activation constitutive de la voie MAP kinase (détaillé plus loin).

Enfin, le mélanome uvéal est une tumeur maligne due a la prolifération des mélanocytes de I'uvée. Bien
gu’ayant la méme origine embryonnaire Les mélanomes uvéaux et cutanés ne partagent pas les mémes
altérations chromosomiques ni les mémes mécanismes moléculaires. Il s’agit donc de deux cancers bien
distincts. La partie suivante décrit plus en détails le mélanome uvéal.

Généralités

Le mélanome uvéal est un cancer rare mais il s’agit du plus commun des cancers primaires intraoculaires
chez I'adulte, affectant environ 0,7/100 000 personnes par an dans la population occidentale et aux
Etats-Unis [115]-[117] et constitue 3 & 5% de tous les mélanomes [118]. Le mélanome provient des
mélanocytes dérivés de la créte neurale et localisés dans I'uvée. Lors du diagnostic, environ 30% des
patients ne présentent pas de symptomes et chez les autres patients les symptomes apparaissent
tardivement, c’est pourquoi la tumeur peut avoir déja disséminé au moment du diagnostic [119]. Ainsi,
malgré le traitement de la tumeur primaire, par énucléation ou traitement ou conservateur, jusqu’a 50%
des patients meurent a la suite du développement de métastases localisées majoritairement dans le foie
dans les années qui suivent le diagnostic (mortalité de 30% a 5 ans et de 50% a 10 ans [120]). Le délai de
survie médian apres apparition des métastases est d’environ 6 mois et il n’existe actuellement pas de
traitement efficace pour soigner les métastases et ainsi améliorer la survie des patients. Plusieurs
facteurs cliniques, histologiques et des marqueurs génétiques ont été identifiés pour prédire le pronostic
de survie des patients ce qui a permis de classifier les patients en plusieurs catégories en fonction du
risque métastatique.

Epidémiologie

Le mélanome uvéal primaire est localisé majoritairement dans la choroide (85 - 90%) et de fagon
minoritaire dans le corps ciliaire (5 - 8%) ou l'iris (3 - 5%) [118]. Il touche 500 a 600 nouveaux cas par an
en France et 2000 a 2500 nouveaux cas aux Etats-Unis [121]. L'apparition du mélanome survient entre 50
et 80 ans, I'age médian de diagnostic est d’environ 62 ans avec cependant un pic entre 70 et 79 ans
[118]. Les enfants et les adolescents sont tres rarement touchés par ce type de cancer.

L’incidence varie en fonction du sexe, de la race et du pays. Les hommes ont une incidence de 30%
supérieure comparée aux femmes. Aux Etats-Unis, Iincidence est d’approximativement 5 par million
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d’individus avec une augmentation significative chez les personnes blanches non hispaniques (6,03 par
million) comparée aux personnes noirs et asiatiques (0.31 et 0.39 par million, respectivement).
L'incidence pour les Hispaniques se situe entre les deux avec 1,67 par million. En Europe, l'incidence
augmente avec la latitude, passant de 2 par million en Espagne et en lItalie, de 4 a 6 par million dans
I’'Europe centrale et a plus de 8 par million au Danemark et en Norvege. L'incidence en Corée du Sud est

similaire a celle des Asiatiques aux Etats-Unis a 0,42 par million [118].

Prédispositions et facteurs de risque

Il existe certains facteurs de prédisposition au mélanome uvéal. La plupart des patients atteints de
mélanome uvéal ont plus de 60 ans. Les personnes Caucasiennes sont touchées de fagon plus
importante par le mélanome uvéal. De plus, les personnes aux yeux et a la peau clairs et ceux qui
présentent une incapacité a bronzer sont plus prédisposées au mélanome uvéal [122]-[124]. Bien que
cela suggére une implication de I'exposition aux UVs, ce facteur n’est actuellement pas clairement défini

dans le développement du mélanome uvéal [125]-[128].

La présence de neavi iridiens, choroidiens, ou d’une mélanocytose congénitale oculaire de méme que la
présence de neurofibromatose de type 1 sont considérées comme des facteurs prédisposant au
mélanome uvéal [111], [112], [129]. Le mélanome uvéal est rarement héréditaire (<1%) c’est pourquoi
les approches permettant d’identifier des génes impliqués dans la prédisposition sont limitées [130],
[131]. Cependant, les cas familiaux reportés ont mis en évidence des mutations du gene BAP1 (la
mutation du géne BAP1 est détaillée plus loin).

Symptomes et Diagnostic

Les symptomes du mélanome uvéal dépendent de la localisation de la tumeur. Cependant, ils sont
souvent asymptomatiques et sont découverts a la suite d’un examen ophtalmologique de routine (Figure
I1.3).

Dans le cas de mélanome de l'iris, le patient peut remarquer la présence d’une tache brune sur I'iris dont
la taille augmente. Si une douleur est ressentie, elle résulte de I'augmentation de la pression
intraoculaire due a un glaucome secondaire. Le glaucome peut également provoquer une diminution de
la vision périphérique voir provoquer une cécité. La tumeur peut également provoquer une distorsion de
la pupille. En raison de leur visibilité, les tumeurs de I'iris sont plus petites au moment du diagnostic que
les tumeurs de la choroide et du corps ciliaire [111].

Les symptémes du mélanome du corps ciliaire apparaissent lorsque celui-ci atteint une taille importante
avec également une perte d’acuité visuelle due a la compression de la lentille, un déplacement du
cristallin ou un décollement de la rétine.

Les symptomes du mélanome choroidien sont plus précoces lorsque la tumeur est localisée proches des
centres de la vision (métamorphopsies, baisse de I'acuité visuelle, amputation du champ visuel). Pour les
tumeurs plus périphériques, le signe clinique le plus fréquent est une photopsie persistante, on peut
également noter une amputation du champ visuel lié soit a un décollement de rétine associé soit au
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volume de la tumeur et une baisse de l'acuité visuelle. Plus rarement, le diagnostic tardif peut se
manifester par un ceil rouge et douloureux.

Le diagnostic du mélanome uvéal se fait par un examen ophtalmologique via des tests tels que : fond
d’ceil, ultrasonographie, transillumination, tomographie par cohérence optique, angiographie a la
fluorescéine, etc... [115]. Environ 30% des patients n’ont aucuns symptémes au moment du diagnostic
[132]. Apreés le diagnostic de la tumeur primaire on réalise le dépistage des métastases du foie, qui sont
présentes chez moins de 2% des patients [133].

Les mélanomes choroidiens présentent souvent une masse choroidienne, le plus souvent pigmentée
mais parfois achrome, discoide en forme de « dome » ou de « champignon ». Les mélanomes de [l'iris
peuvent aussi présenter une lésion en « dome » généralement localisée. Les mélanomes diffus de l'iris
sont une forme particuliére, rare, qui se manifeste par une hétérochromie progressive de l'iris avec une
infiltration plane de ce dernier et un envahissement diffus de I'angle iridocornéen.

Figure I1.3: Le mélanome uvéal.

a) Mélanome de l'iris.

b) Mélanome du corps ciliaire avec envahissement de la racine de l'iris.

c) Mélanome choroidien pigmenté visualisé par fond d’ceil.

d) Mélanome choroidien en partie achrome de taille importante visualisé par fond d’ceil.
Figure et légende d’apreés (Kaliki et Shields., 2017) (Shields et al., 2015).
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Facteurs pronostiques

La taille de la tumeur est 'un des parametres cliniques le plus important dans |'établissement du
pronostic. La taux de mortalité a 5 ans chez les patients ayant une tumeur inférieure a 10 mm de
diametre est d’environ 15% tandis qu’il augmente a 53% chez les patients ayant une tumeur supérieure a
15 mm de diameétre [134]. La localisation de la tumeur est également un facteur important, en effet les
tumeurs du corps ciliaire corrélent avec un mauvais pronostic de survie tandis que celles de I'iris sont
associées au bon pronostic [135].

Le pronostic repose également sur I'analyse des différents types cellulaires présents dans la tumeur. Les
mélanomes uvéaux peuvent étre constitués de deux types cellulaires: des cellules fusiformes et des
cellules épithélioides. Le terme épithélioide remplace le terme épithélial dans le cas de cellules
cancéreuses. La tumeur peut aussi étre mixte, c’est-a-dire qu’elle est constituée d’un mélange de cellules
fusiformes et épithélioides. Les tumeurs constituées de cellules épithélioides ou mixtes sont associées a
un risque métastatique plus élevé et donc a un moins bon pronostic de survie [136] tandis que les
tumeurs constituées de cellules fusiformes sont associées a un meilleur pronostic. Le pronostic des
mélanomes mixtes dépend donc du pourcentage de cellules épithélioides dans la tumeur.

Les tumeurs présentant une invasion du nerf optique post laminaire ou une extension extra oculaire sont
de mauvais pronostics de méme que la présence de boucles vasculaires [137], [138]. Enfin, les
parameétres génétiques (anomalies chromosomiques) sont également investigués car le mélanome uvéal
est caractérisé par des réarrangements chromosomiques simples et récurrents dont certains corrélent
avec un haut risque métastatique et un mauvais pronostic de survie des patients. Ceux-ci seront détaillés
plus loin (voir partie I1.2 Anomalies chromosomiques).

Traitement de la tumeur primaire

Les traitements du mélanome uvéal se distinguent en deux catégories, d’une part I'énucléation qui était
considérée pendant de nombreuses années comme la seule option thérapeutique et d’autre part les
thérapies dites conservatrices développées a partir des années 1970. Ces traitements représentent une
alternative moins agressive car ils permettent de détruire la tumeur tout en préservant mieux I'ceil et la
vue des patients car ils limitent au maximum les séquelles au niveau des tissus sains avoisinants.
Néanmoins, le traitement du mélanome dépend de nombreux facteurs : la localisation de la tumeur, sa
taille, 'age du patient, le statut de I'acuité visuel de chaque ceil, la présence d’une extension extra-
sclérale et de I'état de santé générale du patient [111].

Le mélanome de l'iris est généralement traité par irradiation pour les tumeurs localisées. La résection
chirurgicale n’est plus recommandée. Certaines formes diffuses (mélanome diffus de I'iris ou ring
melanoma) sont le plus souvent énuclée.

Pour le traitement des mélanomes du corps ciliaire et de la choroide, celui-ci dépend des différents
facteurs. L’énucléation est réalisée lorsque la masse tumorale est trop importante (diamétre supérieur a
18mm et d’une épaisseur supérieure a 10mm) ou bien gu’elle a atteint le disque optique et la sclérotique
ou que le patient présente un glaucome secondaire. A la suite de I'opération, une prothéese oculaire est
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installée a la place de I'ceil énucléé. Les autres thérapies possibles sont: la curiethérapie, la
protonthérapie ou la résection locale dans de trés rare cas.

La curiethérapie est la méthode la plus couramment utilisée puisqu’elle peut étre réalisée
indépendamment du site d’origine de la tumeur. Ce traitement consiste a appliquer un disque d’or
radioactif sur la tumeur qui contient des grains d’iode 125 (le plus souvent) ou de ruthénium 106 qui
émettent des rayons y et B respectivement. Bien que ce traitement soit trés efficace dans le contrdle de
la tumeur, des complications existent et peuvent mener a une perte d’acuité visuelle voir a I’énucléation.
De plus, le ruthénium 106 ne peut pas étre utilisé sur des tumeurs supérieures a 6 mm de diametre et
I'iode sur des tumeurs de plus de 10 mm d’épaisseur. Les tumeurs ayant un diametre supérieur a3 20 mm
ne peuvent pas étre irradiées par plaque.

La protonthérapie utilise des faisceaux de proton qui ciblent la tumeur en préservant les tissus sains
avoisinants. De méme que la curiethérapie, cette technique permet un bon contréle de la tumeur mais il
y a une possibilité de perte d’acuité visuelle avec en plus des risques de complications pouvant mener a
I"apparition d’un glaucome. En France deux sites, localisés a Orsay et Nice, proposent cette thérapie. 70%
des patients bénéficient d’un traitement par protonthérapie dont la grande majorité est traitée sur le
site d’Orsay de l'institut Curie.

La résection locale est une procédure chirurgicale permettant de retirer la tumeur tout en préservant la
sclere et la rétine. Les complications possibles sont : I’'hnémorragie intraoculaire, le détachement de la
rétine, et la cataracte.

La thermothérapie transpupillaire repose sur l'utilisation d’un laser infrarouge a 810 nm traversant la
pupille jusqu’a 4 mm de profondeur afin d’induire une nécrose immédiate de la tumeur postérieure par
hyperthermie. Cette technique, qui a I'avantage d’étre trés peu colteuse, n’est aujourd’hui plus utilisée
car des études ont montré que son association avec la curiethérapie ne permettait pas d’obtenir de
meilleurs résultats et, au contraire, augmentait la récurrence tumorale. De plus, cette technique entraine
des complications pouvant mener a une perte d’acuité visuelle voir a I’énucléation [139]-[142].

Bien que les traitements conservateurs soient favorisés en raison de leurs avantages, une étude réalisée
par le « Collaborative Ocular Melanoma Study Group » (COMS) montre que le taux de survie des patients
est équivalent entre ceux traités par traitements conservateurs et ceux traités par énucléation [143].
Cela suggere donc que la dissémination du mélanome uvéal serait un événement trés précoce qui
surviendrait avant le diagnostic. De nouvelles thérapies sont actuellement en cours d’essais cliniques
dont les enjeux sont de mieux cibler les cellules tumorales et ainsi de mieux préserver les tissus sains
avoisinants.

Parmi ses thérapies ciblées, se trouve la protéine immuno-conjugué ICON-1 développé par Iconic
Therapeutics qui est un variant structural de la protéine «factor VII» dont le récepteur
transmembranaire « tissue factor » est surexprimé dans les tumeurs de mélanome uvéal et participe a
I'angiogenése. L’interaction d’ICON-1 avec «tissue factor » empéche la cascade de signalisation
angiogénique et permet |'élimination des cellules cancéreuses par le systéme immunitaire. Cette
thérapie est actuellement en phase | d’étude [144].
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Une autre approche développée par Aura Biosciences consiste a utiliser une nanoparticule virale AU-011
qui est administrée par injection intra-vitale et activée par laser infrarouge. Le conjugué viral s’associe
spécifiquement aux cellules tumorales car celles-ci surexpriment le sulfate d'héparane et détruisent leur
membrane plasmique aprés activation par un laser. Ce traitement est actuellement en phase 1b/Il [144].

Evolution métastatique

Malgré la présence de traitements locaux, le taux de survie des patients atteints de mélanome uvéal
reste inchangé depuis 40 ans. Celui-ci varie en fonction des facteurs pronostics, par exemple le taux de
survie a 5 ans est de 74% pour les tumeurs de petites tailles, 60% pour les tumeurs moyennes et 42%
pour les grosses tumeurs [120]. Les patients atteints de mélanome uvéal ont un risque trés élevé de
développer des métastases localisées principalement dans le foie mais également dans les poumons, la
peau, les os ou le cerveau [145]-[148]. Un suivi systématique des patients est donc réalisé afin de
détecter la survenue de ces métastases. Contrairement au mélanome cutané, le mélanome uvéal ne
métastase pas dans les ganglions lymphatiques ce qui s’explique par un manque de drainage
lymphatique choroidien. Cependant, il ne s’agit probablement pas du seul facteur car méme lorsque la
tumeur est extériorisée, donc en contact avec le drainage lymphatique de I'orbite, aucune métastase
ganglionnaire n’est observée.

Le taux de survie a 15 ans pour les patients atteints de mélanome uvéal est de 53% [134], il a également
montré un pic de mortalité a 3 ans de 24% [149]. Cela peut indiquer un état de dormance ou de latence
pendant lequel les CTCs sont indétectables dans les 2 ans suivant le diagnostic [150]. Les métastases
répondent rarement au traitement et sont en général mortelles dans les deux a neuf mois aprés
apparition des premiers symptomes [151], [152]. Si le foie est affecté, le taux de survie se situe entre 6
mois et un an.

Il'y a donc un besoin urgent de nouvelles thérapies plus efficaces, c’est pourquoi les essais cliniques
visant a tester de nouveaux traitements contre les métastases hépatiques sont fortement encouragés.
Ainsi, ces dernieres décennies, des efforts considérables ont été réalisés dans le but de mieux
comprendre les altérations génétiques impliquées dans le développement et la progression du
mélanome uvéal, de diagnostiquer les tumeurs a haut risque de métastases et d’identifier les voies de
signalisation et les molécules dérégulées dans les mélanocytes tumoraux qui pourraient étre ciblés par
les molécules a effet thérapeutique. La suite de ce chapitre détaillera les anomalies chromosomiques
ainsi que les voies de signalisation dérégulées dans le mélanome uvéal puis nous verrons quelles sont les
nouvelles pistes pour le développement de traitement contre les métastases hépatiques.

Anomalies chromosomiques

Il a été montré depuis les années 1990 que le mélanome uvéal présente des anomalies cytogénétiques
relativement simples et non aléatoires [153]. Ces anomalies affectent principalement les chromosomes
1, 3, 6 et 8 et ont été identifiés par des analyses du caryotype, FISH (hybridation in situ a fluorescence sur
chromosome) ou bien par CGH (hybridation génomique comparative) sur du matériel biologique obtenu
apres énucléation [154], [155]. Les anomalies correspondent soit a la perte totale d’un chromosome
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(aneuploidie) ou partielle d’une partie du bras court (p) ou du bras long (q) ou bien a une amplification

totale ou partielle par duplication (polyploidie).

Chromosome 1: la perte d’'une partie ou de la totalité du chromosome 1 se produit chez un quart des
patients et est souvent associée avec une monosomie du chromosome 3 [156]. La perte du 1p diminue le
pronostic de survie sans métastases indépendamment du statut du chromosome 3 [157]. Une analyse de
70 tumeurs a permis d’identifier la région commune de 55 Mb au locus 1p31. Aucune mutation n’a été
mise en évidence dans cette région mais il existe des candidats potentiels : HES2 et HES5 qui font partie
de la voie Notch et 'homologue de p53, TP73 [158].

Chromosome 3 : la perte d’une copie du chromosome 3 (monosomie) a lieu chez pres de la moitié des
patients et est de loin le marqueur chromosomique le plus important pour le pronostic de survie du
mélanome uvéal. En effet, la monosomie du 3 est associée a des facteurs cliniques et histopathologiques
de mauvais pronostic et corréle avec I'apparition métastatique [159]. Cette anomalie correspond a un
évenement précoce puisqu’il est généralement associé a d’autres anomalies chromosomiques connues
[160].

Chromosome 6 : le gain du 6p et la perte du 6q se produit chez un quart a un tiers de patients. Ces deux
anomalies sont souvent retrouvées au sein de la méme tumeur ce qui suggére la formation d’un
isochromosome 6p [161] et correspondent a des événements précoces durant le développement de la
tumeur. Elles sont fréquentes dans le mélanome uvéal et cutané [137]. Le gain du 6p donne un meilleur
pronostic de survie ce qui suggére qu’il a un effet « protecteur » sur I'apparition des métastases [162],
[163]. Cependant, cela peut s’expliquer également par le fait que le gain du 6p se produit généralement
en absence de monosomie du 3 [164]-[166]. La perte du 6q se retrouve dans plus de 25% des tumeurs et
est corrélée avec un fort risque métastatique.

Chromosome 8 : la perte du 8p est retrouvée dans un quart des tumeurs et le gain du 8p dans 40% des
cas. Le gain du 8q est associé a I'apparition de métastases et est souvent combiné aux altérations des
chromosomes 3 ou 6 et serait un évenement tardif qui ferait suite a I'apparition des anomalies de ces
chromosomes [164], [167]. Quand le gain concerne la partie distale du 8q, I'altération est associée au
chromosome 6, a l'inverse quand le gain concerne le 8q entier, il est le plus souvent couplé a la
monosomie du 3. Son association avec la monosomie du chromosome 3 montre une forte corrélation
avec |'apparition de métastases. Des isochromosomies (2 a 4 copies) du 8q sont également retrouvées
en association avec la monosomie du chromosome 3 dans les tumeurs qui ont métastasé. Certains
oncogenes localisés sur le 8q, dont MYC (8924), NBS1 (8921) [168] et DDEF1 (8q24) [169] ou d’autres
génes tels que PTP4A3 /PRL-3(8¢24.3) [170] pourraient étre des facteurs contribuant au développement
du mélanome uvéal.

La monosomie du chromosome 3, la perte du 1p et I'amplification du 8q sont corrélées a une mortalité
élevée et une propension a I'aneuploidie tandis que I'amplification du 6p et du 8q distal sont de bons
pronostics de survie [164]. Ainsi, les patients ayant une monosomie du chromosome 3 couplée au gain
du 8qg sont ceux ayant le plus mauvais pronostic de survie car ces facteurs de risque sont
significativement corrélés a une forte mortalité [115], [137], [159]. La monosomie du chromosome 3 seul
ou le gain du 8q seul représente un risque moyen de développement métastatique dont la mortalité est
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intermédiaire. Tandis que les tumeurs présentant un meilleur pronostic de survie sont souvent associées
a une disomie du chromosome 3 et un gain du 6p (Figures 11.4 et 11.5).

Figure 11.4: Courbes de survie Kaplan-Meier selon les statuts des chromosomes 3 et 8.

Analyse de survie Kaplan-Meier montrant le taux de survie sans métastases selon les sous-groupes de
tumeurs portants des anomalies sur les chromosomes 3 et 8. M3/8nl (disomie du 3, 8 normal); D3/8g
(disomie du 3, gain du 8); M3/8nl (monosomie du 3, 8 normal) et M3/8g (monosomie 3 et gain du 8).
Figure et légende d’aprés (Cassoux et al., 2014).

Figure 11.5: Les anomalies chromosomiques du mélanome uvéal.
Caryogramme montrant la perte du chromosome 3, I'isodisomie du 6p et le gain du chromosome 8.
Figure et légende d’aprés (Thomas ven der bosch., 2012).
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Classification des tumeurs

L’étude de ces anomalies en corrélation avec la survie des patients et le développement de métastases a
permis de classer de fagon fiable les patients selon différentes catégories. La premiére catégorie
correspond aux tumeurs de mauvais pronostic avec une monosomie du chromosome 3 et un gain du 8q
et la seconde catégorie correspond aux les tumeurs de bon pronostic présentant une disomie du
chromosome 3 et un gain du 6p [171]. Une étude réalisée a l'institut curie sur une cohorte de tumeurs a
confirmé la pertinence de la classification des tumeurs en fonction du statut du chromosome 3 [172].

Bien que la classification des tumeurs se basant sur le statut du chromosome 3 soit fiable, d’autres
études ont montrées que cette classification pouvait également étre faite en fonction du profil
d’expression génique. En effet, I'analyse transcriptomique de 25 tumeurs primaires de mélanome uvéal a
permis d’identifier deux groupes de référence selon leur potentiel métastatique: la classe 1 est
caractérisée par un faible risque métastatique et la classe 2 est associée a un haut risque métastatique
[167]. Cette classification est faite sur la base de I'identification de 62 genes discriminants entre les deux
classes, dont certains sont localisés sur le chromosome 3 et 8. Les 12 génes les plus discriminants ont
été ensuite sélectionnés afin de réaliser des analyses prédictives pour les patients atteints de mélanome
uvéal aux Etats-Unis. Ce test est actuellement commercialisé aux Etats-Unis et au Canada sous le nom de
DecisionDx-UM [173] (Figure 11.6).

A B

Figure 1.6 : Profils d’expression des 12 génes permettant la prédiction métastatique dans le mélanome
uvéal.

A Cartographie montrant I'expression normalisée des 12 génes qui permettent la discrimination des
deux classes de mélanome uvéal. (Bleu: faible expression relative; rouge: haute expression relative; gris:
expression intermédiaire).

B Analyse Kaplan-Meier montrant la survie sans métastases en fonction de la catégorisation en classe 1
ou 2 de 172 patients atteints de mélanome uvéal.

Figure et légende adaptée de (Onken et al., 2010).
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Altérations des mécanismes moléculaires

Les altérations moléculaires impliquées dans la pathogenése du mélanome cutané et du mélanome
uvéal sont différentes, bien que la voie MAPK soit activée dans les deux types de mélanomes. En plus de
la voie MAPK, les voies PI3K, mTOR, Hippo et IGFR sont aussi impliquées dans le mélanome uvéal. De
plus, le spectre des mutations du mélanome uvéal est tres différent de celui observé dans le mélanome
cutané. Alors que les mutations BRAF et NRAS sont spécifiques du mélanome cutané, plus de 80% des
tumeurs de mélanome uvéal présentent des mutations dans les genes GNAQ et GNA11 codant les sous-
unités aq et all des protéines G respectivement. D’autres mutations initiatrices ont également été
découvertes comme PLCB4 et CYSLTR2 qui appartiennent a la méme voie de signalisation que GNAQ et
GNA11.

La voie de signalisation des MAP Kinases

La voie MAPK pour « Mitogen-Activated Protein Kinases » est une voie de signalisation intracellulaire
impliquée dans la régulation de la prolifération, la survie, la différenciation, la migration cellulaire et
I’'angiogenése. Elle est anormalement activée dans de nombreux cancers soit par I'activation constitutive
de récepteurs membranaires, soit par les mutations somatiques de génes codant des protéines
impliquées dans la voie. La voie MAPK est activée par des stimuli extracellulaires activant des récepteurs
a activité tyrosine-kinase ou des récepteurs couplés a des protéines G hétérotrimériques. Aprées fixation
du ligand sur son récepteur, la GTPase Ras est activée par échange du GDP en GTP. Ras-GTP se lie ensuite
a la protéine kinase Raf et I'active a son tour. Par la suite, Raf active la kinase MEK par phosphorylation,
qui a son tour phosphoryle et active la kinase ERK. ERK va alors, entre autres, pénétrer dans le noyau
pour y phosphoryler et activer des facteurs de transcription cibles [174].

Les génes GNAQ et GNA11l sont mutés dans 83% des tumeurs primaires ou dans les métastases de
mélanome uvéal (van Raamsdonk et al., 2010). Ces genes codent les sous-unités aq et all des protéines
G couplées a des récepteurs transmembranaires et s’activent par I'’échange du GDP en GTP. Les
mutations somatiques observées dans les tumeurs de mélanome uvéal affectent majoritairement le
codon Q209L (95%) ou le codon R183 (5%). Ces mutations bloquent I'activité GTPase intrinséque des
sous-unités aq et all et les rendent constitutivement actives provoquant ainsi I'activation de la voie
MAPK [175], [176].

Malgré le réle commun de GNAQ et GNA11 dans I'activation de la voie MAP Kinase, il semblerait que la
mutation de GNA11 ait plus d’impact sur la transformation des mélanocytes. Ceci est suggéré par sa
rareté dans les naevi et sa fréquence plus élevée dans les métastases comparée a la mutation GNAQ. De
plus, l'injection dans la souris immunodéprimée de mélanocytes mutés GNA11l Q209L induit plus de
métastases viscérales que celles de cellules mutées pour GNAQ Q209L, suggérant un réle oncogénique
plus important de GNA11. De méme, il a été observé chez les souris mutées pour le géne GNA11 (Dsk7),
gue la capacité a stimuler la croissance des mélanocytes est plus importante comparée aux souris
mutées GNAQ (Dsk1) [175], [177]. Néanmoins, aucune différence sur la survie des patients mutés GNAQ
ou GNA11 n’a été observée [175], [176], [178].
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La voie MAPK est constitutivement activée dans 86% des tumeurs de mélanomes uvéal [179].
Cependant, bien que la voie MAPK soit également activée dans le mélanome cutané, les génes et les
mutations impliquées dans cette activation sont différents entre les deux types de cancers. En effet, dans
le mélanome cutané, 'activation de la voie MAPK est due majoritairement a une mutation activatrice du
géne BRAF (V600E) et plus rarement du géne NRAS [179], [180]. Aucun cas de mélanome uvéal
présentant une mutation du gene NRAS n’a été rapporté [180] néanmoins quelques cas portant la
mutation BRAF ont été rapportés dans le mélanome de l'iris. En effet, Il a été montré que des mutations
BRAF étaient présentes dans 50% des mélanomes de I'iris [181].

Ces observations montrent donc d’une part, que l'activation de la voie MAPK dans le mélanome uvéal se
produit par un mécanisme différent de celui du mélanome cutané, mais également que I'activation des
génes GNAQ et GNA11 est I'événement majeur qui permet I'activation constitutive de la voie MAPK via
la signalisation des protéines G [179], [180], [182]. Le facteur d’échange GTP RasGRP3 a été récemment
identifié comme cible en aval des protéines GNAQ et responsable de |'activation de la voie MAPK dans le
mélanome uvéal [183].

Les mutations des génes GNAQ et GNA11 sont également retrouvées dans les neavi [175]. De plus, bien
que la mutation GNA11l Q209 soit plus associée aux métastases, les mutations de ces genes ne
permettent pas de distinguer les deux classes de mélanomes uvéaux et ne sont pas associées au
pronostic de survie des patients ni au risque métastatique. L'ensemble de ces données montre donc que
ces génes jouent un réle primordial dans la tumorigenése dés la transformation des mélanocytes et qu’ils
constituent un évenement précoce dans le développement du mélanome uvéal.

Des études récentes ont permis de mettre en évidences d’autres mutations impliquées dans I’activation
de la voie MAPK dans les 14% des tumeurs ne présentant pas de mutations des genes GNAQ ou GNA11.
Ces mutations concernent les génes PLCB4 (phospholipase C, beta 4) et CYSLTR2 (Cysteinyl Leukotriene
Receptor 2) [184], [185]. La protéine PLCB4 est un effecteur en aval des sous-unités Gaq et Gall qui est
activé par interaction directe avec Gag. Cette protéine active la voie MAPK en clivant le PIP2 en PI3 et
DAG ce qui stimule PKC. Une mutation gain de fonction de PLCB4 (D630Y) a été identifiée dans certaines
tumeurs et se trouve dans le domaine catalytique de la protéine [184]. La protéine CYSLTR2 appartient a
une famille de récepteurs transmembranaires couplés aux protéines G (GPCR) qui active la sous-unité
Gag des protéines G. Ce récepteur s’active en réponse a une stimulation par les leucotriénes. Une
mutation activatrice L129G a été mise en évidence dans des tumeurs de mélanome uvéal, celle-ci se
situe dans une région trés conservée de la protéine ce qui provoque son activation constitutive,
indépendamment de la stimulation par les leucotrienes, et conduit a I'activation de la voie MAPK [185].
De facon intéressante, dans les tumeurs présentant des mutations des génes PLCB4 et CYSLTR2 aucune
ne présentait des mutations de genes GNAQ ou GNA1l ce qui suggére que ces mutations sont
mutuellement exclusives.

La voie de signalisation Hippo

La voie Hippo agit comme suppresseur de tumeur afin de contrdler ’lhoméostasie tissulaire ainsi que la
taille des organes [186]. La voie canonique passe par une cascade de phosphorylation dépendante des
kinases MST1/2 et LATS1/2 qui phosphorylent et inactivent les facteurs de transcription impliqués dans
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le controle de la prolifération cellulaire YAP et TAZ, en les séquestrant dans le cytoplasme. La
phosphorylation de YAP/TAZ conduit également a sa polyubiquitination et sa dégradation par le
protéasome. Ainsi, quand la voie Hippo est activée, la transcription des génes cibles de YAP est réprimée.
En revanche, lorsque la voie est inactive, la cascade de phosphorylation n’a pas lieu, YAP/TAZ sont
transloqués dans le noyau ou ils interagissent avec TEAD et entrainent la transcription des genes cibles.
La dérégulation de la voie Hippo est observée dans de nombreux types de cancers humains [187]—[189].

En plus d’activer la voie MAP Kinases, les mutations activatrices de GNAQ et GNA11 activent aussi la voie
Hippo [190]. En effet, Il a été montré dans différentes lignées cellulaires de mélanome uvéal, que YAP et
TAZ étaient moins phosphorylés et par conséquent accumulés dans le noyau des cellules mutées
GNAQ/GNA11. De méme, il y a une forte corrélation entre le statut muté de GNAQ/GNA11 et la
localisation nucléaire de YAP dans des tumeurs primaires de mélanome uvéal. De plus, I'inhibition de
I’expression de GNAQ par ARN interférence dans une lignée de mélanome uvéal 92.1 possédant une
mutation activatrice dans GNAQ induit une augmentation de la phosphorylation de YAP et par
conséquent une diminution de son accumulation dans le noyau de ces cellules. Enfin, I'inhibition de YAP
par ARN interférence dans des cellules de mélanome uvéal mutées pour GNAQ ou GNA11 greffées en
sous-cutané chez des souris immunodéficientes montre une réduction de la croissance tumorale
comparée aux cellules contréles [191].

Il existe également une voie non canonique permettant I'activation de YAP indépendamment de MST1/2
et de LATS1/2 [192]. En effet, il a été montré que les protéines Gag/Gall mutées étaient capables
d’activer TRIO qui a son tour activait RhoA et Racl et induisait ainsi la polymérisation de filaments
d’actine. Ces filaments d’actine entrainent la dissociation entre AMOT et YAP qui peut ainsi étre
transloqué dans le noyau et activer la transcription de ses genes cibles.

La voie de signalisation PI3 Kinase

Les PI3K (Phospholnositide 3-Kinases) forment une famille de kinases qui catalysent la phosphorylation
du groupement hydroxyl situé en position 3’ du cycle Inositol pour former des 3’ phosphoinositols. Elle
catalyse ainsi la formation du PI(3,4,5)P3 a partir du PI(4,5)P2. Le PI(3,4,5)P3 est un acteur essentiel de la
prolifération, de la différenciation, de la survie, de la migration et du trafic vésiculaire. L’activation de la
PI3K, par des récepteurs a activité tyrosine kinase ou par les protéines Ras de la voie MAPK, induit
I'activation de la kinase effectrice Akt/PKB [193]—[195]. Akt est recruté par le PI(3,4,5)P3 a la membrane
plasmique ou elle est phosphorylée par PDK1, une fois activée elle va pouvoir, a son tour, activer ses
cibles impliquées dans la prolifération et la survie cellulaire.

L’activation constitutive d’Akt a été montré dans différentes lignées (92.1, Mel270, OCM-1, TP31) et
tumeurs de mélanome uvéal [196], [197]. De plus, I'inhibition de la PI3K par un inhibiteur commercial
(LY294002) réduit la prolifération de cellules de mélanome uvéal (92.1 et Mel 270) de maniére dose
dépendante. Ce résultat suggére une action combinée de la voie MAPK et PI3K dans la prolifération du
mélanome uvéal [196], [197].

Il a également été montré que la signalisation PI3K est impliquée dans la pathologie du mélanome uvéal
a travers la diminution ou la perte totale de I’expression de PTEN [198]. En effet, PTEN inhibe la voie PI3K
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en déphosphorylant le PI(3,4,5)P3 en PI(3,4)P2 ce qui empéche l'activation de Akt [199],[200]. Une
diminution ou une absence de I'expression de PTEN dans les tumeurs de mélanome uvéal les plus
agressives comparée aux tumeurs les moins agressives a été mis en évidence [198]. Cette diminution a
été observée dans 60% (44/75 TP) des tumeurs de mélanome uvéal étudiées et serait associée a un
mauvais pronostic et influencerait la survie des patients. En effet, les patients présentant une perte
totale de I'expression de PTEN ont une survie moyenne de 60 mois alors que les patients ayant une
expression proche de la normale ont une survie de 120 mois. La diminution ou absence d’expression de
PTEN serait due a une microdélétion du chromosome 10 abritant le géne PTEN qui est en position
10g23.3 [198]. La diminution de I'expression de PTEN est également associée a une tendance élevée
pour I'aneuploidie. Ces observations suggerent donc que PTEN pourrait jouer un réle dans les étapes
tardives de la tumorigenése du mélanome uvéal et dans la classification des tumeurs de mauvais
pronostic.

Parmi les effecteurs en aval de PI3K, mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), qui est activé par Akt,
joue un réle important dans la stimulation de la prolifération cellulaire en controlant des régulateurs de
la progression du cycle cellulaire. La kinase mTOR est activée dans des lignées de mélanome de la
choroide et son inhibition par la rapamycine induit une augmentation de la phosphorylation de Akt et
I'activation consécutive de la cycline D1 par GSK3[B [196], [201], [202]. Il a également été montré que
I’activation de la cycline D1 dans les cellules de mélanome choroidien nécessite |'activation de la voie
PI3K mais aussi celle de BRAF/ERK quel que soit le statut de mutation de BRAF [196].

La Figure 11.7 présente un schéma des voies de signalisation impliquées dans le mélanome uvéal.
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Figure 11.7: Voies de signalisation impliquées dans le mélanome uvéal.

Les voies MAPK, PI3K/AKT/mTOR, Hippo sont impliquées dans la tumorigenése du mélanome uvéal. Les
protéines Ga sont activées en réponse de la fixation d’un ligand sur le récepteur couplé aux protéines G
(GPCR): CYSLTR. L'activation des protéines Ga assure la catalyse du GDP en GTP permettant ainsi leur
activation et le clivage du PIP2 en PIP3 et DAG par PLCP. DAG active ensuite la protéine kinase C PKC. La
voie MAPK est activée en réponse de la stimulation de PKC. La voie Hippo est activée par la protéine
TRIO en aval de la protéine Gag. Le PIP3 active la voie AKT qui favorise la croissance tumorale. pERK et
pAKT activent mTOR qui favorise également la croissance tumorale. Les acteurs entourés sont mutés
dans les tumeurs du mélanome uvéal et conduisent I'activation de la voie MAPK.

Abréviations: PIP2: phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PIP3: phosphatidylinositol (3,4,5)-
trisphosphate; Ga:G-protein alpha subunit; GDP: guanosine diphosphate; GPCR: récepteur couplé au
protéine G; GTP: guanosine triphosphate; P: phosphate; RTK: récepteur tyrosine kinase.

Figure et légende d’aprés (Luke et al. 2014).

Mutations perte de fonction de BAP1

BAP1 (BRCA1 associated protein-1) est un gene suppresseur de tumeur qui code une ubiquitine carboxyl
hydrolase localisée dans le noyau ou elle régule de nombreux processus cellulaire tels que: la
conformation de la chromatine [203], la transcription [204], [205], le cycle cellulaire [206], la réponse aux
dommages a I’ADN [207], la différenciation cellulaire et le développement embryonnaire [208].

Le gene codant BAP1 est localisé sur le chromosome 3p21.1. Une copie du géne est donc perdue dans les
tumeurs de mélanome uvéal ayant une monosomie du chromosome 3 (tumeurs de classe 2). De plus,
I'analyse de génome par séquencage de I’ADN a montré que 80% des tumeurs de classe 2 possédaient
des mutations inactivatrices sur le gene BAP1 restant [209]. En revanche, ces mutations sont peu
retrouvées dans les tumeurs de classe 1. Les mutations de BAP1 sont donc fortement associées a la
monosomie du chromosome 3 et sont retrouvées dans 40% de |'’ensemble des tumeurs [209]. Une étude
récente a montré que la perte d'une des copies du chromosome 3, conduisant a la monosomie, se
produisait avant la mutation de BAP1, et ces deux évenements se produisent également avant
I'apparition d’autres mutations sur le chromosome 3 ou d’autres altérations génomiques [210].

La perte de I'expression de BAP1 dans des cellules de mélanome uvéal 92.1 entraine la dérégulation de
I’expression de nombreux génes impliqués dans le contréle du cycle cellulaire, la réplication de I'ADN, le
métabolisme, la survie ou I'apoptose [211]. Parmi ces genes, CDH1 (codant la E-cadhérine) et kit (proto-
oncogene) sont surexprimés tandis que SOX10, CTNNb1 et EDNRB (impliqués dans la différenciation des
mélanocytes) et ROBO1 (impliqué dans la différenciation de la créte neurale) sont sous-exprimés [209].
La dérégulation de BAP1 aboutirait donc a la promotion de la tumorigenése et du développement
métastatique par la dérégulation de |'expression de ces génes cibles.

Mutations de SF3B1

Le gene SF3B1 est localisé en 2g33.1. Il code pour la sous-unité 1 du complexe d’épissage 3b qui est un
composant des petites ribonucléoprotéines nucléaires U2 (snRNP U2) et U12 (snRNP U12). Celles-ci
participent a I'épissage des pré-ARNm. SF3B1 serait également impliqué dans le mécanisme de
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réparation des dommages a ’ADN [212]. La mutation de ce gene sur I'arginine R625 est retrouvée dans
environ 20% des tumeurs de mélanome uvéal [213], [214]. Il s’agit de la mutation prédominante
retrouvée dans les tumeurs [214], cependant la conséquence de cette mutation sur le role de SF3B1
n’est pas claire mais ne semble pas liée a un défaut d’épissage [214]. Il existe également des mutations
faux-sens de SF3B1 qui provoquent un défaut d’épissage des ARN cibles [215], [216].

La plupart des tumeurs mutées SF3B1 sont des tumeurs de classe 1 (bon pronostic). Une étude récente a
montré que les tumeurs avec une disomie du chromosome 3 (classe 1) et mutées SF3B1 étaient de
moins bon pronostic métastatique que les tumeurs non mutées SF3B1, avec des métastases qui se
développaient plus de 5 ans apres le diagnostic (23-145 mois) [217]. SF3B1 apparait donc comme un
facteur de pronostic intermédiaire entre les tumeurs de mauvais pronostic (classe 2) et celles de meilleur
pronostic (classe 1) portant la mutation EIF1AX. Ce pronostic intermédiaire s’explique par le fait que les
patients portant la mutation SF3B1 développent des métastases mais celles-ci apparaissent plus
tardivement que les patients ayant des tumeurs de classe 2 [217].

Mutations de EIF1AX

Le géne EIF1AX (Eukaryotic Translation Initiation Factor 1A) est localisé sur le chromosome X en Xp22. Il
code un facteur d’initiation de la traduction chez les Eucaryotes qui stimule le transfert de 'ARNt-Mét
initiateur sur la sous-unité ribosomale 40S. Ce géne a été retrouvé muté dans environ 20% des tumeurs
de mélanome uvéal [213], [218]. Les mutations d’EIF1AX sont de bon pronostic. En effet, elles sont
souvent identifiées dans les tumeurs ayant une disomie du 3 (bon pronostic) et sont rares dans les
tumeurs ayant une monosomie du 3 [219]. Toutes les mutations retrouvées sont des substitutions ou
courtes délétions d’un ou deux acides aminés dans la partie N-terminale de EIF1AX et n’affectent pas la
surface d’interaction avec I’ARN [220]. L’action des mutations de EIF1AX n’est pas encore élucidée dans
le mélanome uvéal. Néanmoins, il a été montré que des mutations de la partie N-terminale de EIF1AX,
qui est conservé chez les Eucaryotes, induisant un défaut de traduction générale chez la levure. Il a donc
été proposé que ces mutations ont la méme conséquence dans les cellules de mélanome uvéal [218],
[221]. Enfin, il a été montré que les mutations de SF3B1 et EIF1AX sont mutuellement quasiment
exclusives, suggérant I'incompatibilité de ces mutations au sein de la méme tumeur [222].

Expression de I'antigéne PRAME

L’antigéne PRAME (« Preferentially expressed antigen of melanoma ») est surexprimé dans de nombreux
cancers (mélanome cutané, carcinome du sein, cancer du poumon, leucémies). Dans le mélanome uvéal,
I’expression de PRAME est associé a un risque métastatique plus élevée aussi bien dans les tumeurs de
classe 1 et les tumeurs de classe 2 [223]. Dans les tumeurs de classe 1, I'expression de PRAME est associé
aux mutations de SF3B1 [224]. La combinaison de |'expression de PRAME et des mutations de SF3B1
semble contribuer a I'apparition de métastases tardives dans les tumeurs de classe 1 [225], tandis que
les tumeurs de classe 2 qui expriment PRAME montrent une progression métastatique plus rapide [224].

La Figure 11.8 présente un schéma modele de la progression du mélanome uvéal.
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Figure 11.8 : Modeéle de progression de la tumorigenése du mélanome uvéal.

Le mélanome uvéal se développe par la transformation des mélanoblastes ou mélanocytes puis est
initiée, dans la plupart des cas par des mutations activatrices dans les génes GNAQ ou GNA11, ou encore
par CYSLTR2 ou PLCB4. Les mutations de ces quatre genes conduisent tous a l'activation de la voie
MAPK. Un médiateur fonctionnel important de ces mutations est la protéine ARF6 qui est activée.
Ensuite apparaissent les mutations qui influencent la progression métastatique. La perte d’une copie du
chromosome 3, les mutations du géne suppresseur de tumeur BAP1 qui est localisé sur ce méme
chromosome et I'amplification du 8 menent a un haut risque métastatique. Ce risque peut étre atténué
par I'amplification concomitante du gain du 6p. Les risques intermédiaires sont observés dans le cas
d’une disomie du chromosome 3, ou d’un chromosome normal tous deux accompagnés de la présence
de mutations sur le géne SF3B1. Les mutations dans EIF1IAX et I'absence d’une des mutations
précédentes sont associées a un faible risque métastatique.

Figure et légende d’aprés (Amaro et al., 2017).

Une étude récente a montré que les mutations et les altérations chromosomiques du mélanome uvéal
apparaissent précocement au cours du développement tumoral puis est suivie d’une phase de
stagnation, contrairement au mélanome cutané ou les mutations apparaissent de fagon progressive en
suivant une évolution graduelle avec des altérations chromosomiques qui apparaissent relativement
tardivement [226]. Cette différence pourrait ainsi expliquer pourquoi la tumeur primaire a souvent
disséminée au moment du diagnostic [119] et pourquoi les traitements plus agressifs contre la tumeur
primaire n’augmentent le taux de survie.

Nouvelle classification des tumeurs en 4 sous-groupes

Une étude récente, reposant sur I'analyse de 80 tumeurs de mélanome uvéal, a permis de subdiviser
chacune des deux classes de tumeurs en quatre sous-groupes distincts (Figure 11.9). En effet, deux sous-
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groupes sont associés aux tumeurs de mauvais pronostic présentant une monosomie du chromosome 3
(classe 2) et les deux autres sont associés aux tumeurs de bon pronostic présentant une disomie du
chromosome 3 (classe 1). Cette répartition se base sur l'analyse combinée des aberrations
chromosomiques, des mutations génétiques, du profil de méthylation et du profil de transcription des
ARNmM, miARN et IncARN (long ARN non codant) [210].

Figure 11.9 : Séparation des deux classes de tumeurs en deux sous-groupes distincts.

Schématisation des deux sous-groupes issus des tumeurs de classe 1 (disomie du 3) et des tumeurs de
classe 2 (monosomie du 3).

Les tumeurs ayant une disomie du 3 (classe 1) se distinguent entre les tumeurs mutées EIF1AX et celles
mutées SF3B1, qui sont associées respectivement a risque métastatique faible et intermédiaire. Ces
deux sous-groupes différents par leur état de méthylation et les altérations du nombre de copies de
I’ADN génomique.

Les tumeurs ayant une disomie du 3 (classe 2) se distinguent également par des différences du profil de
transcription (ARNm, IncARN, miARN), des altérations du nombre de copies de ’ADN génomique et
d’activation de voies de signalisation (hypoxie, réparation des dommages a I’ADN, voie Myc/Max et
prolifération).

Figure et légende adaptée de (Robertson et al., 2017).

Tout d’abord, cette étude confirme les aberrations chromosomiques précédemment identifiées entre les
deux classes de tumeurs. De méme, les mutations EIF1AX et SF3B1 fortement associées aux tumeurs
présentant une disomie du chromosome 3 sont également retrouvées. Mais I'étude va plus loin en
montrant que la perte de BAP1 a la suite de la mosomie du 3 corréle avec un état de méthylation de
I’ADN qui differe de celui des tumeurs ayant une disomie du chromosome 3. De plus, Les IncARN CYTOR
(LINC00152), BANCR et PVT1, connus pour étre associé au cancer, sont plus abondants dans les tumeurs

de mauvais pronostic. L'augmentation de I'expression de CYTOR corréle avec la migration, I'invasion et la
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prolifération tumorale [227] Son action oncogeéne passe notamment par la stabilisation de la protéine
Myc [228].

Les 2 sous-groupes de tumeurs ayant une disomie du chromosome 3 se répartissent entre celles mutées
EIF1AX et celles mutées SF3B1, chaque sous-groupes (1 et 2 respectivement) ayant des profils de
méthylation de I’ADN ainsi que des aberrations génomiques différentes. En effet, le sous-groupe 1
présente moins d’aneuploidie et montre un gain total ou partiel du 6p mais aucune autre aberration
chromosomique. Le sous-groupe 2 montre, en plus du gain du 6p, un gain partiel du 8qg. De plus, la
méthylation de I’ADN est enrichie dans le sous-groupe 2. Ces différences permettent d’associer le sous-
groupe 1 a un bon pronostic de survie/risque métastatique faible et le sous-groupe 2 a un pronostic de
survie/risque intermédiaire [210].

Les 2 sous-groupes (3 et 4) de tumeurs ayant une monosomie du 3 divergent par les aberrations
génomiques et leur profil de transcription. Bien que le gain du 8q soit observé dans les deux sous-
groupes, d’autres altérations génomiques ne sont observées uniquement dans le sous groupe 4 telles
que la présence d’isochromosome 8. De plus, Les IcnARN NEAT1 et MALAT1 sont surexprimés dans le
sous-groupe 3 par rapport au 4, de méme que les miARN 199a-3p/5p, 199b-3p, et let-7b-5b. En
revanche, les miARN 142, 150, 21, 29b, 146b et 155 sont plus abondants dans le sous-groupe 4. Certains
des IncARN et mARN corrélent avec certaines aberrations génomiques et/ou le profil de méthylation.
Bien que les sous-groupes 3 et 4 partagent le méme profil de méthylation de I’ADN, les voies de
signalisation activées dans les deux sous-groupes sont différentes. En effet, le sous-groupe 4 est
caractérisé par une activation plus importante des voies de réparations aux dommages a I’ADN, de la
voie Myc et HIF1a et de la réponse a I’hypoxie. De plus, on observe une activation plus importante de
facteurs de transcription impliqués dans I'immunité tels que JAK2-STAT1/3 et Jun-Fos. Tandis que le
sous-groupe 3 est caractérisé par une activité plus importante des facteurs de transcription FOXA1 et
FOXM1 et de la voie MAPK et Akt. Ainsi, le sous-groupe 3 est associé a un pronostic de survie/risque
intermédiaire et le 4 a un mauvais pronostic de survie /risque élevé [210].

Développement de thérapies pour les métastases du mélanome uvéal

Comme décrit précédemment, le mélanome uvéal est un cancer agressif puisque malgré le traitement de
la tumeur primaire, jusqu’a 50% des patients meurent a la suite du développement de métastases
hépatiques et le délai de survie médian aprés apparition des métastases est d’environ 6 mois. De plus, il
n’existe actuellement pas de traitement efficace pour soigner les métastases et ainsi améliorer la survie
des patients puisque aucune thérapie systémique n’a encore démontré de résultats efficaces sur le
devenir des patients. Bien que le traitement des métastases par résection chirurgical semble efficace et
permette d’augmenter le taux de survie, cette technique n’est malheureusement applicable que pour
une minorité de patients (moins de 10% des patients) [219].

Bien que des différences moléculaires existent entre le mélanome cutané et le mélanome uvéal, des
traitements ayant montrés leur efficacité dans le mélanome cutané ont été testés dans le mélanome
uvéal. Ces traitements (dacarbazine, temozoline, cisplatine, treosulfan, fotemustine....) ont tous montrés
des résultats décevants sur la survie des patients.
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Thérapies adjuvantes

De nouvelles thérapies, appelées thérapies adjuvantes, visant a prévenir I'apparition de métastases
apres traitement de la tumeur primaire sont étudiées. Les récepteurs de facteurs de croissance Met et
Kit sont hautement exprimés dans les tumeurs de mélanome uvéal [229], [230].

Le Crizotinib est un inhibiteur de tyrosine kinase qui inhibe la phosphorylation de Met ainsi que la
migration in vitro des cellules de mélanome uvéal. Le Crizotinib réduit de fagon significative le
développement de métastases dans un modele murin. Cependant, il n’est pas suffisant pour inhiber la
croissance de la tumeur ce qui suggere que d’autres récepteurs de tyrosines kinases, tels que EGFR et
IGFR1, sont critiques dans la prolifération cellulaire et la survie des cellules de mélanome uvéal [231],
[232].

Le Sunitinib, un autre inhibiteur de tyrosine kinase qui inhibe Kit et VEGFR, a montré un gain de survie a
5 ans (75% au lieu de 55%). Le Crizotinib ainsi que le Sunitinib sont tous les deux en cours d’étude
comme traitement adjuvant du mélanome uvéal (NCT02223819, NCT02068586) [233].

La perte de BAP1 est associée a la perte de la différenciation des mélanocytes et une augmentation du
potentiel métastatique dans le mélanome uvéal. Les inhibiteurs de I'histone déacétylase (HDAC) sont
capables de contrer les effets de la perte de BAP1 en induisant une différenciation morphologique des
mélanocytes passant ainsi de haut risque a faible risque métastasique [234]. L’acide valproic et le
vorinostat, basés sur le réle potentiel de I'inhibition de HDAC, sont des traitements adjuvants en cours
d’essais cliniques (NCT02068586, NCT01587352).

D’autres molécules sont également étudiées comme traitement adjuvant en se basant sur d’autres
mécanismes biologiques du mélanome uvéal [144]. Le Tableau II.2 montre les différents essais cliniques
adjuvants en cours.

Tableau 11.2 : Traitements adjuvants actuellement en essais clinique contre le mélanome uvéal.
Tableau d’aprés (Yang et al., 2018).
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Immunothérapies

Bien que jusqu’a présent l'immunothérapie n’ait pas montré de résultats convaincants dans le
traitement des métastases du mélanome uvéal [235], d’autres immunothérapies sont en cours d’études
notamment sur l'investigation des lymphocytes infiltrants la tumeur ou bien sur I'I[MCgp100, une
molécule bispécifique immuno-thérapeutique qui cible le gp100 et le complexe CD3 des lymphocytes T.
IMCgp100 augmente I'affinité et I'activation des lymphocytes T CD8+ cytotoxique contre les cellules
tumorales qui expriment le peptide gp100 [236], [237]. La phase | de I’essai (NCT02570308) a montré des
résultats favorables avec un rétrécissement de la tumeur chez les patients atteints de mélanome uvéal et
la phase Il est en cours (NCT03070392).

Le renforcement du systeme immunitaire est également étudié dans un but thérapeutique. Bien que les
lymphocytes infiltrant (TILs) dans les métastases hépatiques ont montré une réactivité anti-tumorale
plus faible dans le mélanome uvéal comparée au mélanome cutané [238], une étude de phase Il visant a
établir la capacité de régression tumorale des TILs dans le mélanome uvéal a été réalisée
(NCT01814046). Celle-ci a montré des résultats encourageants avec une régression tumorale chez 35%
des patients (et 15% des patients commengant a montrer une régression au moment du rapport).

Un essai clinique en phase Il combinant le Nivolumab (anticorps monoclonal dirigé contre la protéine PD-
1 (programmed cell death protein 1)) et le Ipilimulab (anticorps monoclonal dirigé la protéine CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4)) (NCT01585194) est également en cours dans le
mélanome uvéal métastatique. Le mode d’action de ces deux médicaments consiste a inhiber PD-1 et
CTLA-4 respectivement qui sont deux protéines qui bloquent l'activation des lymphocytes T. Le
Nivolumab et le Ipilimulab disposent chacun d’une autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis et
en Europe contre le mélanome métastatique y compris le mélanome uvéal.

Le Pembrolizumab est, de méme que le Nivolumab, un inhibiteur de PD-1 actuellement en essai clinique
de phase Il dans le mélanome uvéal.

Le Glembatumumab vedotin est un anticorps monoclonal conjugué dirigé contre la glycoprotéine NMB,
protéine transmembranaire surexprimée dans de nombreux cancers dont le mélanome uvéal. Les
résultats des essais de la phase Il (NCT02363283) montrent que ce traitement a permis de stabiliser le
développement métastatique chez 61% des patients mais a été inefficace chez les 39% de patients
restants [144].

L'antigene PRAME, qui est un marqueur pronostic connu associé aux tumeurs de classe 1 qui
métastasent [224], a été également proposé comme cible thérapeutique étant donné qu’il n’est pas
exprimé dans les cellules saines. Il a été montré que PRAME est exprimé dans 69% des tumeurs de
mélanome uvéal [239] et que des lymphocytes T reconnaissant spécifiquement PRAME étaient capables
de réagir contre les cellules de mélanome uvéal PRAME-positive. Des essais de vaccins ciblant PRAME
sont en cours dans le mélanome cutané (NCT01149343) et le cancer du poumon (NCT01853878) et sont
envisagés pour le mélanome uvéal.
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Thérapies ciblées

La connaissance des altérations génétiques et moléculaires du mélanome uvéal a permis le
développement de thérapies qui ciblent plus spécifiquement les molécules et/ou voies de signalisation
impliquées dans le mélanome uvéal. Certaines thérapies ciblent, par exemple, la voie MAPK au niveau de
MEK et PKC,la voie PI3K/Akt ou bien la voie mTOR qui sont des voies activées dans les tumeurs.
Malheureusement, jusqu’a présent les résultats de ces traitements sont décevants avec un taux de

réponse inférieur a 10%.

Le Selumetinib est un inhibiteur hautement sélectif et puissant de MEK qui montre de meilleurs résultats
cliniques comparés a la chimiothérapie (temozolomide ou dacarbazine) [240]. Apres des résultats
prometteurs en phase Il (temps de survie sans métastases significativement augmenté chez les patients
ayant recus le Selumetinib comparé a ceux traités par chimiothérapie (15,9 contre 7 semaines p<0,001)
et taux de réponse de 14% pour le Selumetinib contre 0% pour la chimiothérapie) la phase Ill a, en
revanche, donné des résultats décevants (pas de différence du temps de survie sans métastases ni du
taux de réponse). Des efforts sont donc réalisés actuellement afin d’optimiser I'efficacité de traitement
via l'inhibition de MEK.

Le Trametinib est un autre inhibiteur de MEK qui a été testé en phase | et a permis une réduction de la
tumeur chez 13% des patients et une stabilisation chez 24% des patients pendant plus de 16 semaines
[241]. Le Trametinib en combinaison avec le Dabrafenib est approuvé aux Etats-Unis dans le traitement
du mélanome cutané.

Etant donné que les mutations GNAQ/GNA11 activent simultanément MEK et Akt, I'inhibition de ces
deux voies de signalisation semble une approche prometteuse. Le Selumetinib combiné avec I'inhibiteur
d’Akt MK2206 induit une diminution synergique de la viabilité des cellules de mélanome uvéal mutées
GNAQ et inhibe la croissance tumorale dans un modele de xénogreffe de souris [242].
Malheureusement, une étude de phase Il évaluant I'efficacité du Trametinib avec ou sans inhibiteur
d’Akt GSK795 n’a pas permis de mettre en évidence un bénéfice de survie des patients avec le GSK795.

D’autres molécules, visant a inhiber la voie MAPK via l'inhibition de PKC sont également testées a
I'Institut Curie (sotrastaurin, LXS196) (NCT02601378). De méme, I'inhibition combinée de PKC et PI3K est
aussi investiguée (sotrastaurin et BYL719). Les résultats de la phase Ib (NCT02273219) montrent une
stabilisation de la tumeur chez 67% des patients avec un temps de survie sans métastases supérieur
médian de 7,6 semaines mais pas de régression tumorale n’a été observée [243].

L'investigation, sur des modeles murins de xénogreffes de mélanome uvéal, d’un large panel de
différentes combinaisons possibles entre un inhibiteur de PKC AEBO71 et plusieurs autres types
d’inhibiteurs, a également été réalisée a I'Institut Curie. Les combinaisons entre I'inhibiteur PKC AEB071
et CGMO097 (inhibiteur de p53-MDM2), ainsi que PKC AEBO071 et linhibiteur de mTORC1 RADOO1
montrent les meilleurs résultats avec une régression du volume tumoral. Les études in vitro de ces deux
associations confirment I'efficacité de leurs activités combinées et leur capacité a induire la mort
cellulaire. Ces résultats suggerent que les combinaisons des inhibiteurs de PKC, mTOR et p53-MDM2 est
une approche thérapeutique efficace qui pourrait fournir des résultats significatifs sur le devenir des
patients [244].
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Le Sorafenib qui est un autre inhibiteur multi-kinases dont I'efficacité sur la croissance tumorale a été
démontré dans le carcinome a cellules rénales et de |’hépatocarcinome. Les études précliniques
montrent une inhibition de la phosphorylation de ERK et une diminution de la prolifération des cellules
de mélanome uvéal. Le Sorafenib a été testé en étude de phase Il discontinue et a montré une réponse
partielle chez 1,3% des patients mais une progression tumorale chez 24% des patients. Une stabilisation
tumorale a été observée chez 51% des patients ayant recu le Sorafenib de fagon continue ou
discontinue. Le traitement de facon continu est associé a une augmentation significative du temps de
survie sans métastases comparé au placebo (5,5 contre 1,9 mois, p=0,0079) ce qui suggére que le
traitement a une activité clinique malgré le taux de réponse trés faible [245].

Approches épigénétiques

Les dérégulations épigénétiques jouent un role important dans la pathogénicité du mélanome uvéal. Les
génes codant des régulateurs épigénétiques sont sous-exprimés dans les tumeurs a haut risque
métastatique [246]. De plus, comme décrit précédemment, les tumeurs de mauvais pronostic associées
a une monosomie du chromosome 3 et a une perte de BAP1 possedent un profil de méthylation de
I’ADN spécifique [210]. La famille de protéines BET (Bromodomain and Extra-Terminal) incluant BRD2,
BRD3, BRD4 et BRDT sont des régulateurs épigénétiques qui s’associent aux résidus lysines acétylés sur
les queues des histones pour permettre 'assemblage de complexes nucléaires qui régulent la réplication
de I’ADN, le remodelage de la chromatine et la transcription [247], [248]. Plus spécifiquement, BRD4
régulerait la transcription de Myc, dont I'amplification joue un réle important dans le mélanome uvéal.
Les inhibiteurs de BET pourraient donc avoir un intérét thérapeutique en sous-exprimant Myc et
I'ensemble de ces génes cibles.

La premiere génération d’inhibiteur des BET, JQ1, qui empéche I'acétylation des histones par BRD4 a
montré une activité cytotoxique sur les lignées cellulaires mutées GNAQ/GNA11 et sur un modeéle de
mélanome uvéal murin [249]. De facon intéressante, I'effet anti-tumoral de I'inhibition des BET semble
étre médié par la suppression de Bcl-xl et Rad51, régulateurs de I'apoptose et de la réparation des
dommages a I’ADN respectivement. L'inhibition de Bcl-xl et Rad51 est suffisante pour induire I'apoptose
dans les cellules de mélanome uvéal indépendamment de Myc [249]. La molécule PLX51107, inhibiteur
des BET, est actuellement en étude de phase Ib sur différentes tumeurs dont le mélanome uvéal
(NCT02683395). En se basant sur les résultats précliniques prometteurs et les premiers signes cliniques
dans le mélanome uvéal, une étude de phase Il chez les patients atteints de mélanome uvéal
métastatique est planifiée.

Le Tableau 1.3 montre les différents essais cliniques ciblant les métastases du mélanome uvéal.
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Tableau I1.3 : Traitements actuellement en essais clinique contre les métastases du mélanome uvéal.
Tableau d’aprés (Yang et al., 2018).
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Chapitre III : La phosphatase PRL-3 et cancers

Notre laboratoire a mis en évidence la surexpression du gene PTP4A3 codant pour la phosphatase PRL-3
dans les tumeurs qui métastasent. En effet, une analyse transcriptomique a été réalisée sur 28 tumeurs
primaires issues de patients ayant développé des métastases dans les trois ans suivant I"énucléation
(métal - classe 2) et sur 29 tumeurs issues de patients n’ayant pas développé de métastases dans le
méme intervalle de temps (méta0 —classe 1). Sur les 983 génes identifiés comme différentiellement
exprimés entre les deux catégories de tumeurs, le géne PTP4A3/PRL-3 localisé dans la région 8g21
correspondait au gene le plus significativement différentiel exprimé entre ces deux groupes de tumeurs
(p<10-5). De plus, sa surexpression est fortement prédictive de la survie des patients et du
développement métastatique [170]. Ce chapitre présente les membres de la famille des PRLs ainsi que
leur réle, et plus particulierement celui de PRL-3, dans les cancers.

Les PRLs appartiennent a la famille des phosphatases a double spécificité (DPS) qui est un sous-groupe
de la famille des PTPs (Protéines tyrosines phosphatases) de classe I. Les PDSs reconnaissent, en plus des
phosphotyrosines, les phosphosérines, phosphothréonines, les phospholipides, les ARN et le glycogene
[250], [251]. Les PTPs jouent un role crucial dans la régulation des voies de signalisation impliquées dans
le controle de la différenciation cellulaire, la prolifération, I'adhérence, la migration, la survie ou encore
I"apoptose [250]. La dérégulation de I'activité des PTPs a été identifiée et impliquée dans la progression
de diverses pathologies incluant entre autres le cancer [252]. C'est notamment le cas des PRLs qui, bien
que leur role physiologique soit encore treés peu connu, ont été montrés comme jouant un role dans la
prolifération cellulaire, la migration, I'invasion la croissance tumorale, les métastases et ont été proposés
comme bio-marqueurs potentiels dans la progression tumorale [253].

Caractéristiques des PRLs

La famille des PRLs est composée de trois membres homologues, PRL-1, PRL-2 et PRL-3 codés
respectivement par les génes PTP4A1 (6q12), PTP4A2 (1p35) et PTP4A3 (8g24). Il y a 87% d’identité de
séquence entre PRL-1 et PRL-2; 79% entre PRL-1 et PRL-3 et 76 % entre PRL-2 et PRL-3 [253]. Les PRLs
sont de petites protéines d’environ 22kda, de 173 acides aminés pour PRL-1 et PRL-3 et de 167 pour PRL-
2 [254]-[256]. La séquence en acides aminés des PRLs est présentée Figure III.1A.

Les PRLs contiennent dans leur partie N-terminale le motif conservé CX5R caractéristique du site
catalytique des PTPs (C : cystéine, X : acide aminé, R : arginine) dont la cystéine est le résidu
catalytiquement actif du domaine (Cystéine 104 dans PRL-1 et PRL-3 et cystéine 101 pour PRL-2). La
partie C-terminale des PRLs contient une région polybasique immédiatement suivie par un motif CAAX
(ou C est une cystéine, A un acide aminé aliphatique et X un acide aminé) (Figure 111.1B). La prénylation
post-traductionnelle du motif CAAX est importante pour I'ancrage des PRLs a la membrane plasmique et
leur localisation intracellulaire [256]-[258]. Aucun autre membre des PTPs ne posséde le motif CAAX, les
PRLS sont donc les seuls membres des PTPs a étre prénylés. Cependant, une région polybasique suivie du
motif CAAX est retrouvée chez de nombreux membres des GTPases de la famille Ras de méme que le
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motif CAAX est commun chez les phosphatidylinositol-5-phosphatases [259]. La région polybasique
contribuerait a I'ancrage membranaire en interagissant avec les phospholipides chargés négativement
[260]-[262] et pourrait avoir un rdle intéressant dans la localisation nucléaire des PRLs [258], [261] bien
gu’il ne s’agisse probablement pas d’un signal de localisation nucléaire [263].

A

Figure I11.1 : Caractéristiques des PRLs.

A Alignement de la séquence protéique des PRLs (avec clustal W). Les acides aminés communs aux trois
PRLs sont surlignés. Le motif CX5R et le motif de prénylation CAAX sont encadrés. Figure et légende
d’aprés (Stephens et al., 2005).

B Représentation schématique des PRLs. PRL-1 PRL-2 et PRL-3 partagent des domaines structuraux
homologues. Le domaine catalytique ou domaine PTP est responsable de l'activité enzymatique et
requiert le site actif CX5R (boucle-P) ainsi que les résidus de la boucle WPD (aspartate (D), donneur de
proton) pour le transfert du phosphate. La région polybasique et le motif de prénylation CAAX sont
importants pour la détermination de la localisation intracellulaire des protéines PRLs. C : cystéine ; A :
résidu aliphatique et X : tout acide aminé. Figure et légende d’apres (Bessette et al., 2007).

Structure des PRLs

La structure cristallographique des trois PRLs a montré qu’elles possédent des structures similaires avec
une plus grande similitude entre PRL-1 et PRL-3 [260], [262], [264]-[266].

Les PRLs forment une boucle WPD (WPD loop) ainsi qu’une boucle P (P loop) (motif CX5R) au niveau de
la poche catalytique hydrophobe peu profonde du site actif, commun aux PDSs, qui sont essentielles au
mécanisme de catalyse utilisé par cette super-famille d’enzymes [267]. Que les substrats soient dotés de
chaines latérales courtes dans le cas de phosphosérine et phosphothréonine ou de chaines latérales
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longues pour les phosphotyrosines, les résidus présentés pourront étre déphosphorylés par la cystéine
active localisée a la base de la poche [260], [262], [264], [265]. L'étude de leur topologie a montré que
les PRLs sont trés semblables aux phosphatases a double spécificité telles que : PTEN, VHR/DUSP3 (Dual
specificity protein phosphatase 3), CDC14 et KAP (Kinase-Associated Phosphatase) [262], [265].
Néanmoins, I'alignement de séquences des PRLs avec CDC14, KAP, PTEN et VHR montre que, bien qu’il y
ait de fortes similitudes, des différences importantes sont observées dans certaines régions du site actif.
Ces différences rendent le site catalytique plus ouvert et superficiel ce qui contribue a la spécificité des
PRLs vis a vis de leurs substrats et leurs partenaires d’interaction [268] et peut expliquer la capacité des
PRLs a s’Taccommoder a un large choix de substrats.

Ces études ont également montré que PRL-1 cristallise sous forme d’un trimere et est capable de former
des dimeres ou des oligoméres in vivo [265], [268]. Cette trimérisation semble essentielle aux fonctions
pro-migratoires et pro-prolifératives de PRL-1 dans des cellules HEK293. Cette oligomérisation de PRL-1
implique des résidus identiques ou conservés entre les différents membres des PRLs. Il a d’ailleurs été
montré qu’une forme recombinante de PRL-3 est également capable de former des diméres et des
trimeres in vivo [261]. De plus, un pont disulfure peut se former de fagon réversible entre la cystéine
conservée 49 (pour PRL-1 et PRL-3) ou cystéine 46 (pour PRL-2) et la cystéine 104 du site catalytique et
serait capable d’inhiber I'activité catalytique des PRLs ce qui suggere que les PRLs pourraient étre
inactivées par oxydation [262], [265].

Fonctions physiologiques des PRLs

Le ou les rble(s) physiologique(s) des PRLs sont actuellement mal connus. Une étude suggére que PRL-1
serait impliqué dans la réponse au stress oxydant des cones de la rétine chez les mammiferes [269]. PRL-
2 serait quant a lui impliqué dans la spermatogéneése [270], le développement du placenta [271] et dans
la prolifération des cellules souches hématopoiétiques [272]. Ces résultats suggerent que PRL-2 aurait un
role dans la prolifération cellulaire via la régulation de la voie PTEN/PI3K/AKT. Enfin, pour PRL-3, notre
laboratoire a montré que la protéine est requise pour la migration des cellules CCNCs pendant le
développement embryonnaire chez Xenopus laevis [273]. Il est important de noter qu’une étude suggére
gue les PRLs auraient des fonctions physiologiques redondantes puisque PTP4A3 n’est pas un géne
essentiel chez la souris [274].

Expressions normales et pathologiques des PRLs

Localisation subcellulaire des PRLs

Les PRLs sont retrouvés a la membrane plasmique, a la surface des endosomes précoces mais également
dans les autophagosomes et une faible quantité de protéines non farnésylées est retrouvée dans le
noyau et soluble dans le cytoplasme dans certains types cellulaires [255], [257], [275], [276]. Cette
localisation est due a la prénylation du motif CAAX dans leur partie C-terminale. La prénylation
correspond a une modification post-traductionnelle qui consiste a I'ajout d’un groupement isoprénoide
(farnésyl ou géranyl-géranyl) sur une acide aminée cystéine en position carboxyterminale ou proche de
cette extrémité. Cette modification permet I'ancrage des protéines prénylées aux membranes. Il a été
montré que l'inhibition de la farnésyltransférase par un inhibiteur pharmacologique (FTI) ou bien la
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mutation ou la délétion du motif CAAX, induit une relocalisation des PRLs dans le noyau et le cytoplasme
des cellules [257], [258].

La farnésylation des PRLs est donc nécessaire a leur localisation membranaire. De plus, des études
montrent que la relocalisation des PRLs dans le noyau ou le cytoplasme, en absence de farnésylation,
inhibe les fonctions des PRLs, notamment leurs effets pro-migratoires et pro-métastatiques. En effet,
I’expression d’'un mutant de PRL-1 non prénylable induit des défauts de mitose lorsqu’il est exprimé dans
des cellules Hela ainsi que des défauts de croissance et de migration lorsqu’il est exprimé dans des
HEK293 [261]. L'expression de forme non prénylable de PRL-1 et PRL-3 dans des cellules de carcinome de
c6lon SW480 inhibe les capacités migratoire et invasive de ces cellules [277]. Il a également été montré
qgue l'absence de farnésylation de PRL-3 dans une lignée cellulaire de mélanome cutané B16F1 diminuait
leur capacité migratoire in vitro et invasive in vivo dans des modeles murins xénogreffés [278]. Enfin, une
étude réalisée dans notre laboratoire a montré que l'inhibition de la farnésylation de PRL-3 dans les
cellules de mélanome uvéal abolit la migration accrue induite par PRL-3 [279].

La région polybasique adjacente au motif CAAX semble également favoriser la localisation des PRLs a la
membrane plasmique. En effet, la substitution partielle ou totale des six résidus basiques en alanine
abolit I'association de PRL-1 a la membrane [268] ainsi que la prolifération et la migration des cellules
HEK293 surexprimant PRL-1 [261]. Cela serait d la formation d’interactions électrostatiques entre les
résidus basiques chargés positivement et les membranes lipidiques chargées négativement [261].

La localisation subcellulaire differe entre les PRLs mais aussi d’'un type cellulaire a un autre et semble
étre lié au cycle cellulaire. En effet, il a été montré que, suite a une hépatectomie, PRL-1 est surexprimé
et se localise dans le noyau. De plus, la localisation de PRL-1 dans les cellules Hela n’est pas dépendante
de la farnésylation mais du cycle cellulaire. PRL-1 est associé a la membrane du réticulum endoplasmique
a I'interphase et est localisé dans les centrosomes et le fuseau mitotique dans les cellules mitotiques,
suggérant un réle de PRL-1 dans la prolifération a travers la régulation de la mitose [258]. PRL-1 est
également localisé dans le noyau des cellules de plusieurs types de tissus épithéliaux incluant les cellules
intestinales différenciées [280], [281], et les cellules zymogénes gastriques [96]. Cependant dans les
autres tissus, tels que la rétine, PRL-1 n’est pas nucléaire [282]. Concernant PRL-3, une étude a montré
que la protéine fait des allers-retours entre le noyau et le cytoplasme durant la transition S/G2M et
GO/G1 des cellules de myélome [276]. D’autres études ont mis en évidence un role de PRL-3 dans des
processus nucléaires. Tout d’abord, un réle de PRL-3 dans la déprotection des téloméres au travers de
son interaction avec le complexe RAP1/TRF2 (Human Repressor activator protein 1/ Telomeric repeat-
binding factor 2) a été décrit [283]. Une étude a également mis en évidence un réle épigénétique de PRL-
3 dans la régulation de la méthylation des histones en affectant I'activité des histones déméthylases
JMJD1B et JMIJD2B (Jumonji domain-containing protein 1B et 2B) dans le cancer colorectal [284]. Enfin,
une étude suggere que PRL-3 pourrait déphosphoryler la protéine NHERF1 dans le noyau pour permettre
la translocation de celle-ci dans le cytoplasme [285].

Ces différences de localisation semblent donc dépendre d’une régulation effective de leur prénylation et
suggéerent des différences de partenaires et/ou de cibles ainsi que des mécanismes d’actions différents.
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Expressions des PRLs dans les tissus sains
L'ARNm des PRLs a été identifié dans le muscle squelettique dans des modéles murins, néanmoins les
PRLs sont également exprimés dans d’autres tissus différents en fonctions de chaque membre.

Chez le rat, PRL-1 est exprimé dans le cerveau, le muscle squelettique et dans différents tissus
épithéliaux du systeme digestif [275], [286], [287]. PRL-2 est exprimé dans I’hypophyse, le cortex
cérébral, les glandes surrénales, les testicules, ainsi que dans les reins et le cceur [287], [288]
(http://www.proteinatlas.org/). Enfin, PRL-3 est exprimé dans le cceur du foetus.

Chez la souris, PRL-1 et PRL-2 sont exprimés de facon ubiquitaire avec une expression de PRL-2
prédominante dans le muscle squelettique. PRL-3 est majoritairement exprimé dans le cceur et le muscle
squelettique adulte [287]. PRL-3 est aussi exprimé dans les cellules épithéliales des villosités intestinales.
La protéine a été détectée par western blot dans des lysats de coeur foetal et de rate adulte, et en
moindre mesure dans le coeur adulte, le muscle squelettique, le pancréas, les poumons le cerveau et
I'intestin foetal [289].

Dans des tissus humains adultes, PRL-1 et PRL-2 semblent, comme chez la souris, étre exprimés plus
largement que PRL-3. PRL-2 est détecté de facon ubiquitaire. PRL-1 est aussi exprimé dans la plupart des
tissus a des niveaux moins élevés que PRL-2 [290] ce qui suggére que PRL-1 et PRL-2 sont impliqués dans
des processus élémentaires communs a différents tissus. En revanche, le profil d’expression PRL-3
differe, il est principalement exprimé dans le muscle squelettique et le cceur. Il est également faiblement
détecté dans 35 autres tissus humains tels que la rétine, le foie et le pancréas [291] (site
www.genecards.org). La protéine est exprimée de fagcon prédominante dans le cceur, la rétine et les
monocytes. (www.genecards.org).

Les profils d’expression des PRLs ont également été caractérisés durant le développement
embryonnaire. Chez le poisson-zébre, PRL-1 et PRL-2 ont un profil d’expression similaire, prépondérant
dans le lignage neuronal (systeme nerveux central). A I'inverse PRL-3 présente un profil plus spécifique
aux muscles. Un seul membre PRL a été identifié chez les invertébrés Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans et Amphioxus Branchiostoma floridae. Durant I'embryogénése le PRL de la
drosophile est exprimé dans le systeme nerveux central et l'intestin ; et celui de 'amphioxus est exprimé
ubiquitairement pendant I'embryogénése précoce, puis se spécialise au tube neural antérieur. L'analyse
phylogénétique suggere que les trois membres PRLs présents chez les vertébrés seraient le produit
d’évenements de duplications qui auraient eu lieu a la base du lignage des vertébrés [292].

L'ensemble de ces observations indique que les membres des PRLs seraient conservés entre les
différentes espéces des vertébrés et auraient, dés le développement embryonnaire, un important role
dans les processus élémentaires de différents tissus. A I'dge adulte il y aurait une spécification de
I’expression de PRL-3 de maniére tissu-spécifique chez les mammiferes.

Expressions des PRLs dans les cancers

Depuis que PRL-3 a été identifié comme étant surexprimé dans les métastases hépatiques originaires de
cancer du c6lon mais pas dans le tissu sain du colon ni dans la tumeur primaire, I'implication des
membres des PRLs dans la tumorigenese et le développement métastatique a été bien étudiée. Il est

68



Chapitre Il

maintenant bien établit que les PRLs, et plus particulierement PRL-3, font partie des quelques
phosphatases impliquées dans le développement du cancer [293]-[296].

PRL-1 est fortement exprimé dans les métastases ganglionnaires lymphatiques des adénocarcinomes
[297]. PRL-1 est également exprimé dans des carcinomes rénaux, des mélanomes cutanés, et dans des
lymphomes ovariens. De plus, il a été montré que la surexpression de PRL-1 dans des cellules
cancéreuses du pancréas et des poumons augmente leurs propriétés migratoires et invasives [258],
[298], [299]. Les voies de signalisation dans lesquelles PRL-1 intervient sont étudiées et révelent la
régulation de molécules impliquées dans la prolifération (inhibition de p21, activation d’Akt), la
migration et I'invasion cellulaire (activation de ERK, Src et Rho GTPase) [253], [293].

PRL-2 est le membre le moins étudié des PRLs. PRL-2 est surexprimé dans des lignées cellulaires et/ou
tumeurs primaires du cancer du poumon, du cancer du sein, et du pancréas [295], [296], [298], [300].
PRL-2 est également exprimé a des niveaux importants dans les carcinomes de la prostate. La double
extinction de PRL -1 et PRL-2 induit une diminution de la migration et de la formation de colonies en agar
mou des lignées cellulaires cancéreuses pancréatiques PANC1 et MIA PaCa-2 [298]. Son expression est
également associée a la formation et a la progression tumorale de différents cancers, incluant le cancer
de la prostate et du sein [296].

PRL-3 est quant a lui le membre des PRLs le plus étudié car il est le plus fréquemment surexprimé dans
les cancers. Une étude a montré que des souris déficientes en PRL-3 développent deux fois moins de
tumeurs du colon induites par des agents carcinogenes (azoxyméthane (AOM)) et Dextran Sodium
Sulfate (DSS)) comparées aux souris contrdle [274]. Ces résultats montrent d’une part que PTP4A3 n’est
pas un gene essentiel, ce qui pourrait s’expliquer par la redondance des fonctions physiologiques des
différents PRLs. Et d’autre part, cela appuie I'hypothése que PRL-3 est un géne médiateur de la
progression tumorale. Les détails sur son expression dans les cancers, son implication dans la
tumorigenese et le processus métastatique, sa régulation et son inhibition se trouvent dans la partie
suivante.

Expression de PRL-3 dans les cancers

Cancer colorectal

L'investigation de I'expression de PRL-3 dans les cancers a débuté en 2001 lorsque la protéine a été
montrée comme étant la seule présente dans 100% des métastases du cancer colorectal [301]. Une
autre étude a montré que lI'amplification, du gene PTP4A3 était le mécanisme de surexpression de la
protéine [302]. Il a également été montré que bien que PRL-3 soit absent de I'épithélium normal et du
carcinome primaire colorectal non métastatique, la protéine est retrouvée dans les métastases du foie,
des poumons, du cerveau, des ovaires et des ganglions lymphatiques[303], [297], [304]-[306]. L’analyse
statistique de I'expression de la protéine PRL-3 montre une corrélation positive avec la taille de la
tumeur, le grade de la malignité ainsi que d’autres facteurs. La surexpression de PRL-3 est également
associée a un mauvais pronostic de survie des patients aprés 5 ans. L'ensemble de ces données montre
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I'implication de PRL-3 dans les métastases du cancer colorectal et apparait comme un excellent
marqueur pronostic.

Cancer gastrique

Contrairement au cancer colorectal, une forte expression de PRL-3 est retrouvée dans les tumeurs
primaires du cancer gastrique et dans les métastases des ganglions lymphatiques [307] ou du péritoine
[308]. Il y a une corrélation positive entre la surexpression de PRL-3 dans les tumeurs primaires et la
taille de la tumeur, le stade, I'invasion et les métastases. PRL-3 est donc, de méme que pour le cancer
colorectal, un facteur de mauvais pronostic dans le cancer gastrique. L'ensemble de ces études montre
donc que PRL-3 a un réle crucial dans la propagation du cancer gastrique pour former des métastases et
qgue la phosphatase est donc un bon marqueur pronostic chez les patients et peut étre utilisée comme
cible thérapeutique.

Cancer du sein

PRL-3 est exprimé dans les tumeurs primaires et les métastases du cancer du sein mais également dans
les adénomes et le tissu sain. Néanmoins, I'expression de PRL-3 dans la tumeur primaire est plus élevée
qgue dans les adénomes et le tissu sain mais plus faible que dans les métastases dans les ganglions
lymphatiques. De méme I'expression de PRL-3 est plus élevée dans les tumeurs primaires métastatiques
qgue dans les non métastatiques [309], [310]. Ces études montrent donc I'implication de PRL-3 dans le
cancer du sein et les métastases

Cancer des ovaires

Il y a également une corrélation entre I'expression de PRI-3 et la progression du cancer des ovaires, en
effet son expression est plus élevée dans les tumeurs de stade avancé (stade Ill) par rapport a celles de
stade plus précoce (stade I) [311]. Bien qu’il n’y ait pas de corrélation entre I'expression de PRL-3 et les
parameétres clinico-pathologiques, il a été montré que les patients ayant une surexpression de PRL-3 ont
69,5% de risques en plus de décés comparés aux patients sans surexpression de la phosphatase [312].
Ces études confirment donc I'implication de PRL-3 dans le cancer des ovaires.

Les autres cancers

La surexpression de PRL-3 a également été mise en évidence dans d’autres cancers: le cancer de
I'cesophage [313], [314], le cancer du col d l'utérus [315], le carcinome rhino-pharyngien [316], le
Cholangiocarcinome intra-hépatique [317], le cancer du foie [318], le cancer des poumons [319], les
gliomes [320], le carcinome adénoide kystique des glandes salivaires [321], le mélanome uvéal [322], les
leucémies myéloides [323] et les myélomes multiples [324].

Ces observations permettent donc d’identifier la surexpression de PRL-3 comme un acteur central de la
progression tumorale et du développement métastatique dans de nombreux cancers. La compréhension
de son mécanisme et 'identification de ses cibles apparaissent donc comme un enjeu majeur.

Voies de signalisation médiées par PRL-3

Ces dernieres années, de nombreuses études ont été menées afin d’identifier de nouvelles cibles de PRL-
3 mais également de mieux comprendre les mécanismes et voies de signalisation régulés par la
phosphatase. Ces études ont permis de mettre en évidence un réle de PRL-3 comme acteur central de
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toutes les étapes clés de la tumorigenese et du développement métastatique. En effet, PRL-3 est
impliqué dans : le cycle cellulaire, la survie et la prolifération, I'angiogeneése, I'adhésion, le remodelage
de cytosquelette, la TEM et la motilité et enfin I'invasion. Parmi les voies de signalisation régulées par
PRL-3 se trouvent les voies PI3K/Akt [325], mTOR [326], [327], MAPK [328], VEGF [329], [330], p53 [331]-
[333], Src [334], STAT3 [335] et la voie des RhoGTPases [277], [336], [337]. Certaines cibles directes de
PRL-3 ont également été identifiés, comme : I'ezrin [338], JAM2 [339], les intégrines al et 1 [340],
[341], la stathmine [342], la kératine 8 [343], Arfl [344], RAP1 [345] et PI(4,5)P2 [346] (Figure I1l.2). Au
cours de ma these, la synthese de ces études a été formalisée sous la forme d’une carte dans le cadre du
projet NaviCell réalisé en collaboration avec Inna Kuperstein. Ce travail a donné lieu a la rédaction d’une
revue qui résume l'ensemble des données de la carte et qui montre I'analyse réalisée a I'aide du
logiciel Cytoscape 2.7.0 (plugin BiNoM 2.5). Les résultats se trouvent dans la section résultats partie II.

71



Chapitre lll

Avd ¢ddain
ul|jixed Jyvy1d
MJ0Y ¢d(Sv)Id ZHYId
T443HN 144V TdIDTed
OISO  sulwylels CINVT TdiMsezd
CCHAD g unesay 19oll 4N
sdNN 2YHeYpPeES-d unz3 T091| _— Tdvy
AR
qolw
AdVIN
343 343 DIV
21S My ased 1 HoYY 343 103A esd
uonesgil|odd
9M|1NON 9119|anbsolAd 3IAINS
UOISeAu| N3IL ogejapoway 2JUdIYpy 9sauadolduy  S4IEIN||3d 9I2AD

S9SEISe19W 19 UOISeAUl ‘UoilelSIIA

f

S19JUBd S3| Suep €-14d dpP SUOIIDUOS

(se10841p
s9|q)
€-14d

Jed s9|npow
SJIN31294)3
saJiny

€-14d

Jed sag|npow
uoljesijeusis
9p S3I0A

19 sunalew
SIN3Y

: Les acteurs et voies de signalisation majeurs régulés par PRL-3 dans les différents

processus clés du développement tumoral et métastatique.

Figure 111.2

e

:intégrine

ITG

72



Chapitre Il

Régulation de PRL-3

PRL-3 est donc un élément clé impliqué dans la progression tumorale et les métastases, il est donc
important de comprendre par quels mécanismes |'expression de cette protéine est régulée. Plusieurs
études ont montré qu’il y avait une amplification de la région chromosomique 8g24.3 contenant le géne
PTP4A3, notamment dans le cancer du cblon et les métastases [301], le cancer du sein [347], le cancer
gastrique [314] et le mélanome uvéal [322]. L'amplification chromosomique est un mécanisme qui
augmente I'expression des genes de la région amplifiée et donc potentiellement de certains oncogenes
et peut ainsi expliquer la surexpression de PRL-3 dans certains types de cancers [301], néanmoins des
études montrent que ce mécanisme n’est pas toujours explicatif de la surexpression de PRL-3. En effet, le
séquencage d’exon provenant de 10 patients atteints d’AML (leucémie aigué myéloblastique) ayant des
taux élevés de PRL-3 a montré qu’il n’y avait pas d’amplification du géne PTP4A3 ou de mutations
somatiques [348]. De méme, une étude réalisée dans le laboratoire a montré que la surexpression de
PRL-3 dans le mélanome uvéal ne semble pas étre une simple conséquence de I'amplification du gene
PRL-3 [322], ce qui suggere donc qu’il existe des régulations transcriptionnelles, traductionnelles ou post-
traductionnelles conduisant a une expression aberrante de PRL-3 [349].

Régulation transcriptionnelle

Le suppresseur de tumeur p53 a été le premier régulateur transcriptionnel décrit de PRL-3. En effet, p53
induit I'expression du géne PTP4A3 [331], [350]. Snail est également capable d’activer la transcription de
PRL-3 en se fixant sur son promoteur dans le cancer du c6lon [351]. Le VEGF induit I'expression de PRL-3
en augmentant |'expression du facteur de transcription MEF2C qui interagit également avec le
promoteur de PRL-3 [352]. Plus récemment, il a été montré que STAT3 (signal transducer activator of
transcription 3) régulait positivement la transcription de PRL-3 dans les cellules de leucémie [348].

Le TGFpB, quant a lui, a été identifié comme inhibiteur transcriptionnel en médiant l'interaction des
facteurs de transcription Smad2 et Smad3 sur le promoteur de PTP4A3 dans les cellules cancéreuses. Le
TGFp agirait donc comme suppresseur de tumeur et sa perte conduirait a la surexpression de PRL-3 et
donc a la progression tumorale [353].

En plus des facteurs de transcription, I'implication des microARNs dans la régulation transcriptionnelle
de PRL-3 a également été décrite. En effet, il a été montré que miR-495, miR-551a dans le cancer
gastrique et miR-137 dans le glioblastome régulent négativement la transcription de PRL-3 et ainsi
inhibaient la migration et I'invasion [354]—[356].

Régulation traductionnelle

Des études réalisées dans le cancer du célon, du sein, du poumon et autres ont montré que la quantité
de protéine PRL-3 ne concordait pas toujours avec la quantité d’ARNm ce qui suggére une régulation
traductionnelle de PRL-3. En effet, une étude a identifié PCBP1 (poly (C)-binding protein 1) comme étant
capable d’interagir avec le 5-UTR de 'ARNm de PRL-3 et d’inhiber sa traduction. Néanmoins PCBP1
n’‘inhibe pas complétement la traduction de PRL-3 ce qui suggére qu’il existe d’autres répresseurs
traductionnels de PRL-3 encore non identifiés [357].
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Modifications post-traductionnelles

De nombreuses études ont été faites ces derniéres années sur les modifications post-traductionnelles de
PRL-3 démontrant ainsi la complexité de sa régulation. Les modifications post-traductionnelles peuvent
moduler la stabilité de la protéine mais également sa localisation subcellulaire, son activité ou bien ses
interactions avec ses partenaires.

Comme décrit précédemment, PRL-3 est capable de former un pont disulfure réversible entre la cystéine
catalytique C104 et la cystéine proximal C49 lorsque la protéine est oxydée. Dans les cellules, les
protéines oxydées sont réduites par la thioredoxine (TRX) ou des protéines associées en utilisant un
donneur d’électrons par la TRX réductase (TrxR) qui utilise I’électron apporté par le NADH. Dans ce
contexte, TRP32 (protéine associée a la TRX) réduit les PRLs les protégeant ainsi de I'oxydation,
maintenant ainsi leur activité et par conséquence contribue a la progression tumorale et métastatique
[269], [358], [359].

Phosphorylation

Pour le moment seul deux résidus de PRL-3 ont été décrits comme pouvant étre phosphorylés. Une
étude a montré que Src était capable de phosphoryler PRL-3 sur le résidu Y53 et la phosphorylation de ce
résidu par Src est essentielle a I'invasion et a la motilité induite par PRL-3 dans le cancer du colon [262],
[360]. Une autre étude a montré que le résidu Y216 de PRL-3 était phosphorylé cependant, la kinase
impliquée et le réle la phosphorylation de ce résidu restent encore inconnus [361].

Le mécanisme biochimique et les conséquences structurelles de la phosphorylation de PRL-3 doivent
encore étre investigués. Les auteurs émettent I’hypothése que la phosphorylation du résidu Y53 pourrait
changer I'affinité de PRL-3 pour un site spécifique de la membrane plasmique, ou bien pourrait modifier
son activité catalytique ou encore pourrait stimuler I'interaction avec d’autres protéines cibles. De plus le
résidu Y53, étant pres du site actif de PRL-3, a été précédemment suggéré comme participant a la
fixation du substrat [262].

La prédiction de la phosphorylation d’autres résidus de PRL-3 a été faites chez la souris via le logiciel
ScanProsite [287]. Les sites S13 et T165 ont été prédits pour étre phosphorylés par la PKC (protéine
kinase C) et quatre sites (T32, T56, T64 et T147) ont été prédits pour étre phosphorylés par la caséine
kinase Il. Enfin, Y14 a également été prédit comme résidu phosphorylé de PRL-3.

La phosphorylation de PRL-3 semble donc étre importante pour sa régulation. Cependant, des études
doivent étre menées pour valider les perditions et déterminer le réle de chaque phosphorylation dans la
régulation de PRL-3.

Ajout de groupements hydrophobes

Comme décrit précédemment, le motif CAAX de PRL-3 permet sa prénylation, c’est-a-dire I'ajout d’un
groupement isoprénoide sur la cystéine, puis il y a protéolyse du peptide AAX suivit de la
carboxyméthylation de I'extrémité C-terminale [362].

Il existe deux types de prénylation: la farnésylation via I'enzyme farnésyltransférase (FT) et la
géranylgéranylation catalysée par les géranygéranyles transférases (GGT | or GGT Il). PRL-1 et PRL-2
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peuvent étre farnésylés et géranylgéranylés [257] en revanche, bien que PRL-3 puisse étre farnésylé les
données sur sa géranylgéranylation sont contradictoires [257], [361]. En plus d’influer sur sa localisation
subcellulaire, la farnésylation du motif CAAX de PRL-3 contribuerait a son oligomérisation médiée par
des forces hydrophobiques [263]. Cette oligomérisation limiterait I'acces au substrat et par conséquent
diminuerait 'activité de PRL-3. La encore, les études doivent étre approfondies pour comprendre le role
de I'oligomérisation dans I'activité de PRL-3.

Il a également été proposé que PRL-3 puisse étre palmitoylé sur la seconde cystéine du motif CAAX
(CCVM) ce qui empécherait les étapes de protéolyse et de carboxyméthylation, comme c’est le cas pour
la protéine cdc42 (cell division control 42) qui possede également un motif CAAX [363]. Contrairement a
la prénylation, cette modification est réversible et contrbéle la localisation subcellulaire, le trafic
intracellulaire et les interactions protéine-protéine [364].

Ubiquitination

La protéine FKBP38 a été identifiée comme provoquant la dégradation de PRL-3 par le protéasome [365].
D’autres études ont montré que PRL-3 participerait a une boucle de controle, dans laquelle son
accumulation activerait I'autophagie et par conséquence PRL-3 serait dégradé [366]. Ces données
suggérent une régulation complexe du niveau de protéine PRL-3 par différents mécanismes de
dégradation, néanmoins, aucune de ces études ne suggére de modifications post-traductionnelles
impliquées dans le ciblage de la protéine pour la dégradation par le protéasome ou |'autophagie ni
n’explique le stimulus qui aboutit a la dégradation. L'utilisation du logiciel de prédiction des sites
d’ubiquitination (http://bdmpub.biocuckoo.org/) a permis de prédire quatre lysines potentielles. Une

étude a montré que la protéase USP4, qui clive I'ubiquitine de nombreux substrats, interagit avec PRL-3
et diminue le niveau de son ubiquitination, prévenant ainsi sa dégradation dans les cellules cancéreuses
[367]. De plus, un peptide consensus de SUMOylation aux alentours de la lysine 125 et un site
d’interaction de SUMO sur la séquence de PRL-3 ont été prédits
(http://sumosp.biocuckoo.org/showResult.php). Des études doivent étre menées afin de comprendre le

mécanisme moléculaire de 'ubiquitination et la SUMOylation de PRL-3, de déterminer quels résidus sont
impliqués et le réle de ces modifications dans I'activité de la protéine.

Au vue de I'ensemble de ces données, la régulation de PRL-3 semble donc étre complexe, faisant
intervenir des mécanismes variés (régulation transcriptionnelle, traductionnelle, post-traductionnelle)
(Figure 111.3) néanmoins I'étude de I'ensemble de ces mécanismes doit encore étre approfondie et
beaucoup d’éléments sont encore a identifier. La compréhension de la régulation de PRL-3 est
importante afin de mieux concevoir son réle dans la progression tumorale, de pouvoir inhiber son
mécanisme et influencer la progression métastatique et la survie des patients dans les cancers qui
surexpriment PRL-3.
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Figure 111.3 : Régulation de I'laccumulation de PRL-3.

Représentation de la régulation de I’expression, la localisation et de I'activité de PRL-3 au niveau
transcriptionnel, traductionnel, et post-traductionnel.

Figure et légende d’aprés (Rubio et K6hn., 2016).

Inhibition de PRL-3

Comme décrit précédemment, I'expression de PRI-3 est impliquée dans le processus tumoral et
métastatique dans une grande variété de cancers, ce qui fait de cette phosphatase une cible d’intérét
pour le développement de molécules a effets thérapeutiques capables d’inhiber spécifiquement I'activité
et /ou la localisation de cette phosphatase afin de diminuer son potentiel métastatique. Néanmoins, ceci
représente un défi, tout d’abord en raison de I’lhomologie de séquence de PRL-3 avec les deux autres
membres des PRLs ainsi qu’avec la famille des PTPs, ensuite a cause des faibles données existantes sur sa
structure tridimensionnelle et son role physiologique dans les tissus sains adultes olU elle est
majoritairement exprimée (cceur, muscle squelettique et rétine). Plusieurs inhibiteurs de PTP sont
actuellement utilisés contre PRL-3 en recherche [314], [368], [369], néanmoins des efforts doivent étre
faits pour obtenir un composant sélectif utilisable dans le cadre de la médecine sur les patients.

Une étude a montré que la Thienopyridone (-amino-2- phenyl-5H-thieno [3,2-c] pyridine-4-one), dont les
dérivés sont utilisés comme médicament antiagrégant plaquettaire, pouvait inhiber spécifiquement les
PRLs ce qui provoque l'inhibition de la croissance cellulaire et induit le clivage de p130Cas et I'anoikis
[370]. Ces inhibiteurs constituent donc une cible attractive dans le traitement des cancers.
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Une autre molécule identifiée comme inhibiteur de PRL-3 est la pentamidine (1,5-di(4-
amidinophenoxy)pentane). Cette molécule est un antiparasitaire utilisé dans le traitement des
leishmanioses ainsi que Pneumocystis carinii [371], cependant des études ont montré qu’elle était
également efficace dans des modeéles de différents cancers incluant les carcinomes a cellules rénales
[372] et le mélanome cutané [373]. La pentamidine inhibe I’activité catalytique de formes recombinantes
des PRLs in vitro et sur la croissance de lignées cellulaires cancéreuses humaines décrites pour exprimer
PRL-1, PRL-2 et PRL-3 de maniére endogene. De plus, la pentamidine provoque une réduction du volume
tumoral d’'un modele murin de xénogreffe de mélanome [371]. La capacité de PRL-1, PRL-2 et PRL-3 a
déphosphoryler un substrat peptidique in vitro est inhibée de maniére dose-dépendante de la
pentamidine, avec une inhibition optimale atteinte avec une concentration de 10ug/ml. Cette inhibition
est irréversible dans le cas de PRL-3. En revanche, les données obtenues in vivo ne permettent pas de
conclure sur un lien direct entre I'inhibition de PRL-3 ou d’un autre membre de la famille des PRLs et la
réduction du volume tumoral [371]. De plus, la pentamidine n’est pas spécifique des PRLs puisqu’elle est
également capable d’inhiber deux autres PTPs: PTP1B (Protein tyrosine phosphatase 1B) et DUSP1
(Dual- specificity phosphatase- 1 aka MKP1) [371]. Enfin, en plus de son effet inhibiteur sur certaines
phosphatases, la pentamidine a d’autres effets comme par exemple I'inhibition de la protéine de liaison
au calcium, S100B qui interagit avec p53 [374], [375] et I'activité nucléase de MRE11, une enzyme
impliquée dans la réparation des cassures double brin et bloque la réparation de ’ADN [376]. Ainsi, bien
gu’elle semble avoir un large champ d’action, la pentamidine pourrait étre proposée comme traitement
aux patients atteints de cancers impliquant des taux élevés de PRL-3 [376].

Des composés dérivés de rhodanine sont également capables d’inhiber la phosphatase PRL-3 in vitro. De
plus, des expériences de migration en chambre de Boyden révélent que deux d’entre eux (CG-707 et BR-
1) induisent une forte inhibition de la migration et I'invasion d’une lignée cellulaire de cancer colorectal
DLD-1 surexprimant un PRL-3 recombinant. L'inhibition de PRL-3 par CG-707 et BR-1 est validée en
western blot par I'augmentation du niveau de phosphorylation de 'ezrine et de la kératine 8 [377]. Ces
mémes résultats sont obtenus avec I'émodine, un dérivé de I'anthraquinone [378]. Ainsi en raison de
leur effet sur la migration et de leur faible cytotoxicité, ces deux composés pourraient étre de bons
candidats inhibiteurs de PRL-3 et permettent d’ouvrir les champs de possibilité pour la conception
d’autres composés de synthése ayant une action inhibitrice contre cette phosphatase. La spécificité de
CG-707 et BR-1 envers PRL-1 et PRL-2 n’a pas été testée mais la forte homologie entre les membres de
cette famille, suggére qu’elles pourraient également étre inhibées [377], [379].

Quelques composés naturels ont également été décrits comme inhibiteur de PRL-3. C'est le cas du
curcuma qui bloque spécifiguement I'accumulation de PRL-3 et par conséquent inhibe la
phosphorylation de Src et STAT3 [380]. Une autre étude a montré que deux composés d’anthraquinones
contenus dans l'extrait de méthanol de racines de Rubia akane (Rubiaceae) inhibaient également
I'activité de PRL-3 [368]. Ces composés inhibent la migration induite par PRL-3 dans les cellules a des
doses de 5,2 et 1,3 mg/ml respectivement. Deux agents biflavonoides, le ginkgetine et le sciadopitysine,
sont également capables d’inhiber 80% de |'activité catalytique de PRL-3 in vitro, a une concentration de
100ug/ml. Ces composés ont été extraits et isolés a partir de jeunes branches de la plante Taxus
cuspidata, qui fait partie d’une famille de plantes médicinales, les taxacées, entre autres, connues pour
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contenir la molécule active du paclitaxel (ou Taxol), qui est aujourd’hui utilisée comme agent anti-
cancéreux dans le cadre du traitement des cancers de |'ovaire de stades avancés. Des études
complémentaires doivent étre effectuées afin de tester la spécificité de ces composés, leur activité in
vivo envers PRL-3 et d’établir leur mode d’action (compétition ou non, réversible ou non) [381]. Enfin,
une étude récente a identifié plusieurs procyanidines, qui sont des polyphénols naturels dérivés du thé
vert et des herbes médicinales, comme inhibiteurs de I'activité des PRLs. Les procyanidines testés ont
montré une forte sélectivité envers les PRLs in vitro comparée a d’autres phosphatases. Le traitement a
la procyanidine C2 induit une diminution de la migration des cellules exprimant PRL-1 et PRL-3 [382].

La thérapie basée sur l'utilisation d’anticorps est également une méthode prometteuse pouvant étre
utilisée contre PRL-3. Cette technique a été utilisée dans un modeéle animal dans lequel les chercheurs
ont essayé de détruire les cellules cancéreuses exprimant PRL-1 et PRL-3 en utilisant les anticorps anti-
PRLs appropriés [383]. Les anticorps monoclonaux anti PRL-1 et anti PRL-3 ont permis de bloquer la
croissance tumorale et la formation de métastases dans les cellules qui exprimaient ces protéines. Les
anticorps anti PRL-3 ne sont pas capable de bloquer PRL-1 et inversement. L’anticorps anti PRL-3 bloque
les métastases des cellules du cancer des ovaires humains A2780, qui expriment de fagon endogene PRL-
3, mais n’a pas d’effet sur le développement tumoral dans les cellules de cancer du colon de souris CT26
qui n’expriment pas PRL-3. Plus récemment, I'anticorps PRL3-zumab a été testé dans le cancer gastrique.
Les résultats ont montré que PRL3-zumab bloquait spécifiquement la croissance des tumeurs gastriques
exprimant PRL-3. PRL3-zumab a montré un meilleur effet thérapeutique en monothérapie que lorsqu’il
est combiné avec le 5-fluorouracil. PRL3-zumab prévient également la récurrence des tumeurs. D’un
point de vue mécanistique, il a été montré que PRL-3 pouvait étre externalisé et servir d’appat au PRL3-
zumab qui va pouvoir recruter le systeme immunitaire dans le microenvironnement tumoral [384].

Enfin, une autre fagon d’inhiber PRL-3 est d’empécher sa localisation a la membrane plasmique. En effet,
il a été montré que son activité pro-migratoire et pro-métastatique est dépendante de sa localisation a la
membrane plasmique [257], [278]. Ainsi l'inhibition de sa farnésylation par des inhibiteurs de
farnésyltransférases (FTI), permettrait de contrecarrer ses effets dans la progression cancéreuse.
Néanmoins, ces inhibiteurs ont un large spectre d’action car ils ciblent également toutes les autres
protéines portant un motif de prénylation CAAX, telles que les protéines oncogéniques Ras pour
lesquelles ces FTI ont initialement été développés [385], [386], ils ne sont donc pas spécifiques a PRL-3.
En revanche, ils ne se sont pas révélés efficaces en essais cliniques de phase Il notamment par
compensation par géranylgéranylation de Ras [387].
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Chapitre IV : Les CRMPs

Les CRMPs pour « Collapsin Response mediator protein » correspondent a une famille de cinqg
phosphoprotéines cytosoliques (CRMP1 a CRMP5) de taille similaires (60 a 62 kDa) et ayant une forte
homologie de séquence (50 a 70%). Ces protéines sont fortement exprimées dans le systéeme nerveux au
cours du développement embryonnaire et jouent un réle important dans le guidage axonale, I’extension
des neurites, I'effondrement du cone de croissance via leurs interactions avec les microtubules mais
également dans le trafic vésiculaire via leurs interactions avec les moteurs moléculaires. Les CRMPs sont
des MAPs (microtubule-associated proteins) qui possedent de nombreux sites de phosphorylation dont
certains sont conservés entre les différents membres. L’activité des CRMPs est modulée en fonction de
leur état de phosphorylation. De méme, chaque CRMP possede différentes isoformes ayant des
fonctions différentes dans les cellules neuronales. Le role des CRMPs a surtout été étudié dans les
neurones et il a été montré qu’une dérégulation de I'expression des CRMPs était impliquée dans
nombreux troubles neurologiques. L'implication des CRMPs dans les cancers a également été étudiée.

Caractéristiques des CRMPs

CRMP2 est le premier membre des CRMPs a avoir été découvert dans deux études simultanées en 1995.
Dans l'une de ces études, CRMP2 a été caractérisé comme un effecteur intracellulaire du signal
d’effondrement du cone de croissance des axones induit par la molécule extracellulaire sémaphorine 3A
(Sema3A) dans les ganglions de la racine dorsale du poussin [388]. CRMP2 a également été isolé et cloné
au cours d’'une étude portant sur les protéines fortement et spécifiquement synthétisées lors du
développement du systeme nerveux chez le rat [389].

L'année suivante, CRMP1, CRMP2 et CRMP4 ont été découverts dans le systéme nerveux lors d’une
étude sur des protéines homologues a la dihydropyrimidinase (DHPase, enzyme hépatique) [390]. En
effet, Les CRMPs présentent une trés forte homologie avec cette enzyme. Enfin, CRMP3 et CRMP5 ont
été découverts en 2000 et 2001 respectivement dans le méme laboratoire (Inserm U433) [391], [392].
Les deux protéines ont été isolées a partir du cerveau de rat et ont été identifiées comme des auto-
antigénes.

CRMP2 a également été identifié chez C. elegans sous le nom de Unc-33, chez les rongeurs (TOAD-64
(Turned On After Division)), chez le rat et la souris (Unc-33 like phosphoprotein (Ulip)), chez ’humain
(HUlip) et chez Drosophila melanogaster. |l a également été proposé TUC pour TOAD-64/Ulip/CRMP mais
cette nomenclature n’a pas été adoptée. DPYSLs (dihydropyrimidinase like) est parfois retrouvé comme
nom de genes codants les CRMPs. Le Tableau IV.1 montre la nomenclature des CRMPs.

Les genes crmp sont conservés au cours de I'évolution. Chez la drosophile, on retrouve seulement un
géne unique crmp qui se situe sur le chromosome 3R dans la région 83 qui jouxte la région des genes
HOX responsables de la segmentation des axes antéro-postérieur et dorso-ventral. Le gene crmp a subit
une évolution parallele a celle des génes HOX au cours de I’évolution des vertébrés. Il a été dupliqué et
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se retrouve dans des régions paralogues chez I’homme. Les protéines CRMP1, 2, 3 et 4 présentent
d’ailleurs 75% de similitude entre elles [393] et ont de fortes analogies biochimiques. Ces régions
composent le cluster des genes métaHOX qui regroupe des régions situées sur les chromosomes 4p, 8p
ou 2p, 5q et 10q [394]. Le géne crmp1 se trouve dans la région chromosomique 4p16, le géne crmp2 en
8p21, le gene crmp3 en 10926, le gene crmp4 en 5932 et le gene crmp5 en 2p23. D’un point de vue
phylogénétique, crmp5 est séparé des autres genes crmp. En effet, la protéine CRMP5 présente
seulement 50% d’homologie avec les quatre autres protéines CRMP [395]. Les genes crmp appartiennent
donc au cluster métaHOX. Parmi les cing CRMPs, CRMP2 est le membre le plus étudié.

Tableau IV.1 : Nomenclature des CRMPs.

CRMP : Collapsin response mediator protein, DPYSL : Dihydropyrimidase-like protein, Ulip
uncoordinated 33-like protein, hUlip : human homolog of Ulip, DRP : Dihydropyrimidase related protein,
TOAD-64 : turned on division after divison 64 kDa protein, CRAM : cysteine-rich acidic transmembrane
protein.

Figure et légende d’aprés (Tan et al., 2014).

Structure des CRMPs

La conservation de la séquence nucléotidique des geénes crmp au cours de I'évolution se traduit
également par une conservation de la séquence peptidique des protéines CRMP issues de I'expression de
ces genes, ainsi que de leur structure tridimensionnelle. Celle-ci a d’abord été analysée au travers de
CRMP1 par cristallographie en 2004 [396].

Cette étude a montré que la chaine polypeptidique de CRMP1 consiste en deux domaines se présentant
sous la forme d’une structure bilobée comparable a un « poumon ». L'étude de l'alignement de
séquence des homologues CRMPs des vertébrés et invertébrés a permis de conclure que tous les
membres des CRMPs partagent la méme structure tridimensionnelle. La partie N-terminale, qui
correspond au lobe supérieur du « poumon », est constituée d’un feuillet § de sept brins antiparalléles
(51 aS7, résidus 15-69). La partie C-terminale, correspondant au lobe inférieur, est composée d’hélices a.
(H1 a H19) et de feuillets B (S8 a S21) (résidus 70-490) dont le centre forme un tonneau TIM (alternance
de huit hélices a (H1-H4, H7,H8, H12, H15) et huit feuillets B (511-S17). D’autres éléments de structure
secondaire entourent ce centre dont certains contribuent a I'oligomérisation de CRMP1. Le lobe
supérieur interagit avec le lobe inférieur grace a des liaisons hydrogenes entre le brin S18 et S7
enveloppant ainsi les hélices a H16, H17, H18 et la boucle H18-S18 contre les brins 3 S1-57.
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L'analyse de la structure cristallographique de CRMP1 a également montré que les monomeres étaient
capables de s’oligomériser pour former des tétrameres confirmant ainsi les études de double hybride
chez la levure ou de gel-infiltration qui suggéraient que les CRMPs extraits du cerveau formaient des
tétraméres [397].

Les études de double hybride ont également permis de démontrer des préférences d’interaction entre
les différents CRMPs. Ainsi, CRMP5 est capable de former des hétéro-oligomeres avec CRMP2, CRMP3 et
CRMP4 in vitro mais pas avec CRMP1, l'interaction entre CRMP1 et CRMP5 étant trés faible [395]. De
plus, I'oligomérisation de CRMP1, CRMP2 et CRMP3 se fait de préférence en hétérotétraméres plutot
gu’en homotétrameres [397]. Ces préférences s’expliquent en partie par I'analyse de la conservation de
la séquence a l'interface des diméres. En effet, bien que 71% des résidus impliqués dans le contact des
dimeéres soient conservés chez I'ensemble des CRMPs et que 84% des résidus qui contribuent a la
tétramérisation soient également conservés chez les quatre CRMPs les plus proches (CRMP1 a CRMP4),
quelques différences existent et celles-ci expliqueraient la préférence pour I'hétérotétramérisation
[396].

De part l'interaction trés faible entre CRMP1 et CRMP5, il a été proposé que ces deux protéines ne
seraient pas retrouvées au sein d’'un méme tétramére [395]. Néanmoins, cela ne peut pas étre exclu
étant donné que les protéines diamétralement opposées d’un tétramere n’interagissent pas et qu’on ne
peut pas exclure la possibilité que plus de deux membres des CRMPs soient présents au sein d’un
hétérotétramere. Il est donc possible que deux membres des CRMPs montrant une faible interaction
directe, tels que CRMP1 et CRMP5, puissent se retrouver au sein du méme tétramere [396], [398].

La structure cristallographique de CRMP2 a également été obtenue en 2007 [399] (Figure IV.1). Celle-ci
est tres proche de CRMP1 avec quelques différences mineures dans la conformation du tétrameére. Cette
étude a également mis en évidence la présence d’une cavité chez CRMP1 et CRMP2 qui correspond a la
position du site catalytique retrouvé chez les DHPase. Néanmoins les résidus catalytiques ne sont pas
conservés chez les CRMPs, cette poche pouvant toutefois servir a linteraction avec des petites
molécules. Une indication de ce potentiel d’interaction avec un ligand est la présence d’ion Ca2+ dans la
cavité de CRMP2. Cependant, les régions entourant la cavité sont celles qui sont le moins conservées
entre CRMP1 et CRMP2 ce qui suggere qu’il n'y ait pas de pression de sélection pour la conservation ou
la formation des différentes cavités chez les CRMPs.
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A B

Figure IV.1 : Structure cristallographique de CRMP2.

A Structure du monomere. Le petit domaine en N-terminale est montré en jaune, le tunnel TIM en
vert/rouge, I'hélice C-terminale en magenta.

B Structure du tétramere de CRMP2. Visualisation selon deux vues avec une rotation de 90°. La
localisation des deux interfaces est montrée a I'aide des fleches.

Figure et légende d’aprés (Stenmark et al., 2007).

La structure cristallographique de CRMP5 a ensuite été obtenue en 2013 [398]. Cette étude a également
permis de mieux caractériser les préférences d’homo et/ou d’hérétotétramérisation des CRMPs. Tout
d’abord, il a été montré que les cations bivalents tels que Ca2+ et Mg2+ favorisent la formation de
’lhomotétramere de CRMP2 en stabilisant les monomeres. En revanche, ’homotétramere de CRMP1 et
CRMP5 ne semble pas étre favorisé par la présence de ces cations (Figure 1V.2).
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Figure IV.2 : Oligomérisation des CRMPs.

Dans les conditions physiologiques CRMP5 (en rouge) peut former des homotétrameres qui sont
stabilisés par les interfaces « arm-arm » et « arm-lever ». CRMP5 forme préférentiellement des
hétérotétrameres avec CRMP2 (en violet) plutét qu’avec CRMP1 (en gris) et cette interaction est stabilisé
par des liaisons hydrogéne formées sur I’hélice a 7. Les homo et hétérotétrameres de CRMP2 et CRMP5
peuvent avoir différentes affinités avec leurs protéines cibles. Les ions Ca2+ et Mg2+ stabilisent les
homotétrameres de CRMP2 régulant ainsi la croissance des neurones.

Figure et légende d’aprés (Petratos et Lee., 2013).

De plus, I'’étude a également permis d’identifier deux interfaces d’interaction entre deux monomeéres qui
permettent la formation de dimeére. La premiére interface, appelée « arm-lever », correspond aux
résidus 483 a 492 qui forment une boucle étendue capable de former des liaisons hydrogenes et des
ponts salins avec I'autre monomere. La deuxieme interface, appelée « arm-arm », comprend 16 a 18
liaisons hydrogénes et ponts salins. Ces deux interfaces permettent ainsi la stabilisation et Ia

conservation de 'intégrité structurelle de I'oligomére.
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La structure globale de CRMP5 est tres similaire a celle de CRMP1 et CRMP2, cependant, les différences
observées permettent de comprendre la préférence de I'oligomérsation de CRMP5 avec CRMP2 plutét
gue CRMP1. En effet, sur la base des données précédentes, |I'étude a identifié des résidus au niveau des
deux interfaces du dimere qui sont, dans les homotétrameres, moins bien positionnés et forment donc
des interactions plus faibles ce qui jouerait un role dans la discrimination entre la formation d’homo ou
d’hétérotétraméeres. De méme, certains résidus cruciaux pour la formation de liaisons dans les deux
interfaces ne sont pas optimisés pour former des interactions entre CRMP1 et CRMP5 par rapport a
CRMP1 et CRMP2 (exemple: modifications de résidus dans CRMP1, par rapport a CRMP2, qui
empéchent la formation de liaisons hydrogenes pour stabiliser les interfaces). Ces résultats confirment
donc la faible interaction entre CRMP1 mais montrent que CRMP5 apparait comme un partenaire
d’interaction de CRMP2 qui entre en compétition avec CRMP1.

L'un des aspects critique non résolut par les études structurales des CRMPs est I'intégrité de la partie C-
terminale (les 84 derniers résidus), non présente dans ces études car elle ne présente pas de structure
3D [400]. Bien que cette région ne soit pas nécessaire a I'oligomérisation des CRMPs (puisqu’il a été
montré que la région N-terminale 8-134 et 281-435 est essentielle et suffisante pour I'oligomérisation),
elle joue pourtant un réle important sur la fonction biologique des CRMPs. En effet, elle contient de
nombreux sites de phosphorylation régulés par de nombreuses kinases et le clivage de cette région par
Calpain affecte la fonction des CRMPs. Une étude a montré que la présence de la partie C-terminale de
CRMP1 induisait de légéres modifications de sa structure ce qui suggere un réle de celle-ci dans la
dynamique et la fonction de CRMP1 [401].

En plus de son domaine de liaison aux microtubules, CRMP2 posséde également un domaine de liaison a
la chaine lourde de la dynéine et un a la chaine Iégére de la kinésine. Ces domaines n’ont pas été décrits
chez les autres membres mais compte tenu de la forte homologie de séquence, leur présence n’est pas a
exclure.

Fonctions physiologiques des CRMPs

Les fonctions des CRMPs dans les cellules neuronales ont majoritairement été décrites au travers de
CRMP2. Les roles majeurs des CRMPs sont : le guidage axonale, I'extension des neurites ainsi que le
développement, la plasticité et la polarité neuronale. L'ensemble de ces actions passe tres
majoritairement par la voie de signalisation SemaA3 qui va aboutir a la phosphorylation des CRMPs et va
ainsi induire un remodelage du cytosquelette (Figure IV.3). En effet, les protéines CRMPs sont des MAP,
elles sont donc capables de réguler la polymérisation et la stabilité des microtubules. Certaines études
montrent également que certains CRMPs sont également capable de réguler le réseau d’actine
indépendamment de la voie Sema3A. En plus de son role dans la stabilisation des microtubules, CRMP2
est également capable de réguler la croissance axonale via le trafic vésiculaire. CRMP2 posséde
également d’autres fonctions, il joue notamment un réle dans le relargage de neurotransmetteurs. Enfin,
certains CRMPs sont liés a la migration cellulaire dans des cellules non neuronales.
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Figure IV.3 : Représentation schématique d’un neurone et de la composition des éléments du
cytosquelette dans le cone de croissance.

L'extrémité du cone de croissance est constituée d’un réseau d’actine avec la présence de lamellipodes
et de filopodes tandis que les microtubules se situent le long du prolongement des neurites et au centre
du cone de croissance ou ils interagissent avec l'actine (schéma au centre et immunofluorescence a
droite). La régulation de la dynamique des réseaux d’actine et de microtubules est importante pour
I’extension des neurites et le guidage axonal. Une des voies majeures qui assure le guidage axonal est la
voie des sémaphorines dans laquelle les CRMPs (Collapsin Response mediator protein family) sont
impliqués.

Image adaptée du site internet :
http://home.uni-leipzig.de/pwm/web/section=introduction&page=neurons

Implication des CRMPs dans la voie Sema3A

Tous les CRMPs, a I'exception de CRMP3, sont impliqués dans la croissance et le guidage axonale via la
voie Sema3A. Les CRMPs sont des molécules transductrices du signal de I'effondrement du cone de
croissance induit par Sema3A. Sema3A fait partie de la famille des sémaphorines qui participent au
positionnement des neurones, a la formation des faisceaux d’axones et au guidage des axones et des
dendrites au cours du développement [402]. Chez I'adulte, les sémaphorines seraient également
impliquées dans l'inhibition de la régénération axonale aprés lésion [403], [404]. Sema3A provoque
I'effondrement du cOne de croissance des axones par sa fixation sur son complexe récepteur
Neuropiline-1 (NP-1) associé a Plexine Al (PlexAl) [405]. La partie intracellulaire de PlexAl transduit le
signal de Sema3A via la kinase Fyn qui va aboutir a I'activation d’autres kinases telles que ROCK et Cdk5
qui vont, a leur tour, phosphorylé les CRMPs et induire la réorganisation du cytosquelette et
I’endocytose au lamellipode du céne de croissance [406], [407]. En absence de ligand sur le récepteur
NP-1, PlexAl est inhibé par phosphorylation via la kinase Fes.

La fonction des CRMPs dans le guidage axonal n’est pas restreinte a la signalisation Sema3A. Le facteur
LPA (lysophosphatidic acid) de méme que la signalisation ephrin-A5 sont capables de stimuler la
phosphorylation de CRMP2 sur le T555 par ROCK et de provoquer I'effondrement du céne de croissance
[408].
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Implication des CRMPs dans la dynamique des microtubules

Un des effets majeurs des CRMPs, induit par la voie de signalisation Sema3A, est la régulation de la
polymérisation et de la stabilité des microtubules [409], [410]. Une étude récente a montré que CRMP2
favorisait la polymérisation et la stabilité des microtubules selon deux processus distincts : Tout d’abord,
CRMP2 interagit avec les diméres de tubuline-GTP soluble qui va permettre I'incorporation de ce dimére
a I'extrémité plus des microtubules favorisant ainsi la polymérisation. D’autre part, CRMP2 interagit avec
les dimeres de tubuline-GTP a I'extrémité plus du microtubule pour permettre sa stabilisation [411]. Il a
également été montré, par immunoprécipitation, que CRMP2 serait capable d’interagir avec la stathmine
qui est une protéine déstabilisatrice des microtubules. Bien qu’aucun rdle n’ait été mis en évidence dans
I'interaction de CRMP2 avec la stathmine, il pourrait s’agir d’un autre mécanisme de régulation de la
dynamique des microtubules par CRMP2 [393]. Bien que le mécanisme n’ait pas été aussi étudié pour les
autres CRMPs, ils sont néanmoins tous impliqués dans la régulation de la dynamique des microtubules.

Implications des CRMPs dans le remodelage de l'actine

De nombreuses études ont également mis en évidence un remodelage du cytosquelette d’actine par
certains CRMPs, que ce soit pour le développement du cone de croissance ou pour d’autres fonctions.
CRMP2 est, par exemple, capable d’interagir avec la protéine CaM (Ca2+-binding protein) [412]. Cette
interaction inhibe ’lhomotétramérisation de CRMP2, diminue la capacité de clivage par Calpain et réduit
la capacité de CRMP2 a induire la formation de filaments d’actine [412]. D’autres CRMPs, sont également
capable de réguler le réseau d’actine. Il a été montré que CRMP4 interagissait avec RhoA pour réguler la
dynamique des filopodes via la modulation de I'actine et médier I'inhibtion de I'extension des neurites
[413]. De méme, il a été montré que CRMP4 permet I'assemblage de faisceaux d’actine in vitro qui
composent le lamellipode in vivo, ce qui suggere que CRMP4 serait impliqué dans I'effondrement du
cOne de croissance via son rble dans la régulation du réseau d’actine [414]. Une autre étude a montré
gue CRMP2 et CRMP4 forment des complexes qui lient les microtubules et I'actine pour médier la
coordination de ces deux réseaux et réguler le développement du céne de croissance et I'élongation de
I’axone [415]. Une colocalisation partielle de CRMP2 avec les filaments d’actine et les microtubules au
niveau du cOne de croissance a également été observée dans une autre étude [416]. CRMP1 régule
également le réseau d’actine en modulant I'activation du complexe Arp2/3 chez la bactérie Listeria [417].
De méme, une isoforme de CRMP1 (L-CRMP1 ou CRMP1-A), promeut la formation de filopodes en
interagissant avec WAVE-1 [418], [419]. Cette isoforme agit également en aval de cdc42 (famille rho) qui
est impliqué dans la réorganisation du cytosquelette d’actine [418]. Enfin, il a été montré que CRMP5
régule la dynamique des filopodes dans les neurones [420].

Implication de CRMP2 dans le trafic vésiculaire

En plus de son réle dans la régulation des microtubules, CRMP2 affecte également les neurites via son
role dans le transport antérograde. CRMP2 sert d’adaptateur entre la kinésine et des cargos qui
contiennent des protéines régulatrices de synapse telles que TrkB (52) ou le complexe Sral/WAVE1 (53).
Dans la partie distale de 'axone de la synapse, WAVE1 active le complexe Arp2/3 qui provoque a son
tour la nucléation des monomeéres d’actine pour former un réseau d’actine branché. Le transport de
Sral/WAVE1 via CRMP2 est essentiel pour la préservation de I'intégrité du réseau d’actine distal et la
croissance axonale (53). De méme, il a été montré que CRMP2 associé a la kinésine régulait le transport
de la tubuline soluble au niveau de la partie distale du céne de croissance [421]. De plus, CRMP2 adapte
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la kinésine a des protéines liées aux vésicules d’endocytose telles que Numb, impliqué dans
I'internalisation et le tri des protéines a la surface de la membrane plasmique [422]. Peu de choses sont
connues sur le réle de CRMP2 dans le trafic vésiculaire comparé a son role dans le transport axonal bien
gue ces deux processus soient tres largement analogues en termes de fonctions de CRMP2 sur les

microtubules et la kinésine.

Il a également été montré que CRMP2 interagit avec la chaine lourde de la dynéine et inhibe le transport
rétrograde dans les neurones ce qui pourrait affecter également la formation de I'axone et le
développement neuronal [423]. De plus, une autre étude a permis de mettre en évidence un réle de
CRMP2 dans le trafic vésiculaire de cellules non neuronales (Hela) en régulant I'endocytose via
I’adaptation de MICAL-L1 avec la dynéine [424].

Implications de CRMPZ dans le relargage de neurotransmetteurs

CRMP2 est également capable d’interagir avec CaV2.2 (canaux calciques de type N) [425], [426]. L’étude
a montré que l'interaction directe entre CRMP2 et CaV2.2 augmente la surface cellulaire du trafic de
CaV2.2 de méme que la densité de calcium ce qui augmente non seulement le relargage du
neurotransmetteur glutamate et le recyclage des vésicules synaptiques mais impacte également la
croissance axonale de neurones de I'hippocampe. Dans les neurones sensoriels, CRMP2 s’associe
également avec CaV2.2 pour permettre le relargage du neurotransmetteur CGRP (62). La protéine NF1
(neurofibromin 1) est également capable d’interagir avec CRMP2, ce qui augmente la phosphorylation de
CRMP2 et empéche CRMP2 d’interagir avec CaV2.2 bloquant ainsi le relargage de neurotransmetteurs
[427].

La Figure IV.4 présente un schéma récapitulatif des roles de CRMP2 dans les neurones.
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Figure IV.4 : Role de CRMP2 dans les neurones.

Modele de la réponse de |'activation de la voie Sema3A médiée par CRMP2.

1) CRMP2 est impliqué dans le transport de protéines contenues dans des vésicules comme TrkB en
servant d’adaptateur entre la kinésine et d’autres protéines telles que Numb.

2) CRMP2 interagit également avec la kinésine pour transporter les dimeres de tubuline ou bien le
complexe Sral/WAVE1 a I'extrémité du cone de croissance.

3) CRMP2 favorise la polymérisation et la stabilité des microtubules.

4) CRMP2 module la dynamique du réseau d’actine. L'interaction de CRMP2 avec le complexe Sra-
1/WAVE1 permet le recrutement du complexe Arp2/3 au cone de croissance et la régulation de la
dynamique de I'actine. CRMP2 interagit également avec CaM et celle-ci inhibe la capacité de CRMP2 a
former des filaments d’actine.

5) CRMP2 interagit avec CaV2.2 et induit le relargage de neurotransmetteurs.

6) La voie Sema3a induit la phosphorylation de CRMP2 et module ainsi ses fonctions.

Implication de CRMPZ2 dans la migration de cellules non neuronales

L'analogie entre le cone de croissance et une cellule en cours de migration est forte en terme
d’organisation des éléments du cytosquelette, avec a I'avant de la cellule le réseau d’actine composé
d’un lamellipode et de filopodes tandis que les microtubules contréle la rétraction de I'arriere de la
cellule et permettent le transport de molécules impliquées dans la migration cellulaire via le trafic
vésiculaire (voir Figure 1.6 chapitre I). CRMP2 étant un modulateur de la dynamique des microtubules et
de I'actine dans le cone de croissance, il n’est donc pas surprenant que cette protéine est également un
role dans la migration cellulaire de cellules non neuronales.

I a été montré que CRMP2 est impliqué dans la migration des lymphocytes T. Pour migrer, les
lymphocytes doivent étre polarisés avec un pole correspondant au front de migration au l'autre péle
appelé uropode, qui possede des fonctions de motilité et d’adhérence, correspondant a l'arriére de la
cellule. L'acquisition de cette polarisation nécessite des modifications morphologiques drastiques de la
cellule qui sont permises via un remodelage du cytosquelette. CRMP2 est exprimé d’une facon
homogene dans le cytoplasme des lymphocytes T, cependant lors de leur polarisation induite par I'lL-2,
CRMP2 est relocalisé au niveau des uropodes ou il colocalise et interagit avec la vimentine (composant
des filaments intermédiaires). Il a été montré que CRMP2 avait une fonction importante dans la
polarisation et la migration des lymphocytes T. CRMP2 participerait a la polarisation et a la migration en
induisant le remodelage du cytosquelette d’actine, de microtubules et des filaments intermédiaires dans
les lymphocytes T. Une autre étude a montré que l'induction de la polarisation et de la migration des
lymphocytes T via CXCL12 diminue la phosphorylation de CRMP2 sur les résidus T509 et T514
(phosphorylés par GSK-3p) et augmente la phosphorylation sur le Y479 (phosphorylé par Yes). La
phosphorylation sur le Y479 de CRMP2 est importante pour la migration des lymphocytes T. Il a
également été montré que linfection virale des lymphocytes T par le HTLV-1 (retrovirus human T
leukemia virus-1) augmente la migration des lymphocytes T en augmentant I'activité de CRMP2 [428]—
[430]. Enfin, Il a été montré que dans les fibroblastes embryonnaires de souris, le PDGF (Platelet Derived
Growth Factor) induit la déphosphorylation de CRMP2 sur le T514. Cette déphosphorylation est
nécessaire a la migration induite par le PDGF suggérant que CRMP2 a un r6le dans ce processus au cours
du développement embryonnaire [431].
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D’autres membres des CRMPs sont également impliqués dans la migration cellulaire. Le role des CRMPs
dans ce processus les implique également dans le développement tumoral. Ces derniéres années,
plusieurs études ont montré une corrélation entre I'expression de différents CRMPs et le développement
tumoral. Ces résultats seront détaillés dans la partie « expression des CRMPs dans les cancers ».

Implication de CRMP3 dans les neurones

Bien que CRMP3 ne soit pas régulé par la voie SemaA3, la protéine a tout de méme un role dans
I’extension des neurites. En effet, il a été montré que CRMP3 inhibe la polymérisation des microtubules
et la croissance des neurites dans des neurones granulaires du cervelet [432]. De plus, CRMP3 est
impliqué dans la mort neuronale [432], [433]. CRMP3 joue également un role dans I'organisation, la
plasticité et la morphogénese des dendrites [434], [435]. Il a été montré que CRMP3 joue un réle sur
I'influx de Ca2+ et médie la croissance dendritique dans les neurones de I'hippocampe [436]. Enfin, la
voie de signalisation PLC/PKC a été identifiée comme une des voies modulant I'activité de CRMP3 [437].

Implication de CRMP5 dans les neurones

De facon générale, CRMP5 antagonise beaucoup de fonctions des autres CRMPs soit en interagissant
avec eux ou bien par compétition en interagissant avec leurs partenaires. Il a, par exemple, été montré
gue CRMPS5 entre en compétition avec CRMP2 pour interagir avec les dimeres de tubuline, ce qui bloque
le transport de la tubuline et arréte ainsi la polymérisation des microtubules et I'extension des neurites
[438]. De méme, CRMP5 et CRMP1 ont également des effets antagonistes, CRMP5 régule négativement
tandis que CRMP1 stimule la prolifération des progéniteurs neuraux dans la région de I'"hippocampe dans
le cerveau adulte de souris [439].

Régulations des CRMPs

Isoformes et clivages

Les protéines CRMP1-4 possedent chacune deux isoformes, une forme longue CRMP-As et une forme
courte CRMP-Bs, issues de I'épissage alternatif du premier exon codant modifiant la partie N-terminale
[416] (Figure IV.5A et B). Ces isoformes peuvent avoir des profils d’expression différents ainsi que des
fonctions cellulaires différentes voir antagonistes. En effet, les deux isoformes de CRMP2, CRMP2-A et
CRMP2-B, ont des effets opposés sur |'organisation des microtubules et la croissance axonale ce qui
indique que I'extension de la partie N-terminale a une importance fonctionnelle dans la régulation de
I'activité de CRMP2 [416]. De plus, il a été montré que CRMP2-A interagit avec ROCKII et I'inhibe tandis
qgue CRMP2B n’est pas capable d’interagir avec ROCKII [440], [441]. Comme décrit précédemment,
CRMP1-A a une activité régulatrice sur le remodelage du cytosquelette d’actine que ne posséde pas
CRMP1-B [418], [419]. Enfin, CRMP4-A et CRMP4-B ont des effets opposés sur la prolifération cellulaire,
la migration et I'invasion dans le cancer gastrique (voir la partie « Expression des CRMPs dans les
cancers ») [442]. D’autres isoformes de 62 et 66 kDa dérivées de CRMP2-B (64 kDa) ont également été
détectées dans le cerveau embryonnaire de souris et de rat [443] (Figure IV.5C). Cependant, la fonction
et I'expression spatio-temporelle de ces différentes isoformes n’ont pas été identifiées.
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A B

Figure IV.5 : Caractérisation des deux isoformes des CRMPs.

A Schéma des CRMP-As et CRMP-Bs. La partie grisée correspond a la région N-terminale spécifique des
deux isoformes A et B de CRMP1-4.

B Carte de restriction du fragment de 7,6 kb de BamHI dans le génome de souris contenant le premier
exon codant pour CRMP1A et CRMP1B.

C Les différentes isoformes de CRMP2 de 58, 62, 64 et 66 kDa ont été analysées par spectrométrie de
masse (MALDI-TOF). Les séquences partagées par au moins trois isoformes sont indiquées en vert. Les
régions hachurées sont des régions qui divergent entre les différentes isoformes.

Figure et légende d’aprés (Yuasa-Kawada et al., 2003) (Rogemond et al., 2008).

De plus, il a été montré in vivo que la protéase Calpain clive spécifiquement la partie C-terminale des
CRMPs produisant ainsi des protéines de 55 a 58 kDa [444]. Ces protéines tronquées ont différents effets
sur la croissance axonale et induisent méme parfois la mort cellulaire aprés translocation dans le noyau
[444]-[446]. En effet, il a été montré que le clivage de CRMP3 par Caplain induit sa translocation dans le
noyau ce qui va aboutir a la condensation nucléaire via la déacétylation de I'histone H4 provoquant la
répression de la transcription du gene E2F1 et la mort des neurones [433]. De plus, il a été récemment
montré que le clivage de CRMP2 par Calpain provoquait la dégénérescence de I'axone [447] et qu’il était
important pour l'interaction avec les microtubules [448]. La forme clivée de CRMP2 correspond a une
protéine de 58 kDa qui est également retrouvée dans le noyau car le clivage permet de démasquer un
NLS (nuclear localization signal). Cette protéine est uniquement retrouvée dans le cerveau de souris et
rat au cours du développement embryonnaire et apres la naissance mais pas chez I'adulte. Cette
isoforme inhibe I'extension des neurites [443]. Enfin, Une étude a montré qu’une ischémie cérébrale
induisait I'activation de Calpain ce qui aboutit au clivage des CRMPs. Les CRMPs clivés peuvent donc
jouer un réle dans la mort des neurones a la suite d’une ischémie cérébrale [449], [450].
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Bien que peu de choses soient connues sur les effets directs du clivage de la partie C-terminale sur la
structure des CRMPs il est fort probable que celle-ci joue un réle majeur dans les interactions des CRMPs
avec leurs partenaires.

Régulation par phosphorylation
Les CRMPs sont phosphorylables sur de nombreux résidus dont la plupart se situent dans la partie C-
terminale et certains sites sont conservés entre les différents membres.

Les sites T509, T514 et S518 sont phosphorylables par la kinase GSK-3B et sont présents chez CRMP1,
CRMP2 et CRMP4. CRMP5 possede les sites T509 et T514 mais pas le S518. Le site S522 est
phosphorylable par Cdk5 et est également présent chez CRMP1, CRMP2 et CRMP4. La phosphorylation
de S522 par Cdk5 est nécessaire a la phosphorylation séquentielle des résidus T509, T514 et S518 par
GSK-3PB. L'absence de ces résidus phosphorylés par GSK-3 et Cdk5 chez CRMP3 explique que ce membre
ne soit pas régulé par la voie Sema3A. Le site T555 est phosphorylé par ROCK et ce site est uniquement
retrouvé chez CRMP2. La kinase CAMKII a également été montrée comme étant capable de phosphoryler
CRMP2 bien que le site de phosphorylation n’ait pas été identifié [451]. Le résidu S465 a été identifié
comme site de phosphorylation de CRMP2 dans le cerveau de souris et n’est pas conservé chez les autres
membres [452] néanmoins, CRMP5 a un T a cette position potentiellement phosphorylable. CRMP2
possede également de nombreuses tyrosines phosphorylables: Y32, Y251, Y275, Y431, Y479 et Y499
[453]. Y32 est phosphorylé par Fyn et Fes, Y479 par Yes et Fer et Y504 par Fyn. Bien que la
phosphorylation de ces résidus n’ait pas été mise en évidence chez les autres membres, les tyrosines 32,
251, 431 et 479 sont conservées chez CRMP1, CRMP3 et CRMP4. Le résidu Y499 est également présent
chez CRMP1 et CRMP4.

Des résidus phosphorylables présents spécifiquement chez d’autres membres ont également été
identifiés. C'est le cas, du Y504 chez CRMP1 qui est phosphorylé par Fyn et du T516 (phosphorylé par
GSK-3B) et S534 chez CRMP5 [438]. La Figure IV.6 montre I'ensemble des sites de phosphorylation
présents chez CRMP2.

32 251 275431 465 479 499 509 514 518 522 555
---DQSFYA----Y---- Y----Y----SGRYIPRKPFPDFVYK--GLYDSVTPKTVTPASSAKTSPA-----
T---- 5 A, A A A, < < @ S Rk IR N

N € gy F &
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Figure IV.6 : Schéma des sites de phosphorylation de CRMP2.

Séquence de CRMP2. Les sites de phosphorylation de CRMP2 sont indiqués en rouge avec leur position
et les kinases responsables de leur phosphorylation.

Y : tyrosine

S : sérine

T : thréonine

? : kinase non identifiée
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Plusieurs voies de signalisation distinctes régulent la phosphorylation des CRMPs afin de moduler leur
capacité d’interaction avec ses partenaires pour soit provoquer I'effondrement du céne de croissance
ou, au contraire, I'extension de I'axone. La phosphorylation par GSK-3B, Cdk5, ROCK, CAMKII et Fyn
induit la rétraction du neurite et I'effondrement du céne de croissance. La phosphorylation par GSK-3f3
et/ou ROCK diminue la capacité d’interaction avec la tubuline provoquant ainsi I'arrét de la croissance
axonale et I'effondrement du cone [454], [455], [456]. De méme, la phosphorylation par GSK-3B diminue
la capacité d’interaction de CRMP2 avec Numb [422]. Une étude a également montré que la
phosphorylation par Cdk5 était essentielle pour I'arrangement des cellules dendritiques in vivo [457]. La
déphosphorylation de CRMP2 par des phosphatases induit la croissance du neurite [458], [459]. Deux
phosphatases PP1 et PP2A ont été décrites comme pouvant déphosphoryler CRMP2 sur les sites T509 et
T514 [460]. Il a également été montré que la phosphorylation de CRMP2 sur la Y479 change la structure
de CRMP2 et change son oligomérisation [448]. Dans ce sens, il a été montré que la phosphorylation de
CRMP2 provoque de légers changements de conformation dans la partie C-terminale qui modifient la
charge a la surface ce qui alterent les interactions au sein du tétramére mais également alterent
I'interaction avec la tubuline [461].

Régulation par Glycosylation

CRMP2 subit également des O-glycosylations [462], [463] et la prédiction des sites de glycosylation
(NetOGlyc) suggere fortement que le(s) site(s) de glycosylation se situe(nt) également dans la partie C-
terminale de la protéine. Les effets de la glycosylation de CRMP2 n’ont pas encore été définit mais il est
possible qu’ils régulent les interactions avec des ligands et/ou la phosphorylation [399].

Régulation de la composition des tétrameres

Bien que lI'importance fonctionnelle de la composition en homo et/ou homotétrameéres ne soit pas
encore bien définie, cette composition doit également étre cruciale pour la régulation de leur fonction et
de leur interaction avec d’autres protéines. Cette régulation a déja été décrite pour CRMP2 qui se
dissocie en monomeres lorsqu’il interagit avec la tubuline et la calmoduline [410], [412]. Une hypothese
serait que la formation d’hétérotétrameres permettrait d’avoir une forte proximité des parties C-
terminales des différents membres. Cette région est la moins conservée et permettrait aux CRMPs
d’interagir avec des partenaires communs ou différents de maniére précise et finement contrélée.

Une étude a montré qu’il existe une modulation de la croissance axonale en corrélation avec
I'oligomérisation des CRMPs. La mutation D58N de UNC-33 chez C. elegans cause une paralysie due a un
défaut de la croissance axonale [464]. Cette mutation ralentie I'oligomérisation de UNC-33 et son
interaction avec UNC-14 (RUN domain protein) et la kinésine [465]. Le D58 est conservé chez les CRMPs
(D64 pour CRMPS5 et D71 pour CRMP1-4). Les effets observés chez UNC-33 et CRMP2 ne sont surement
pas dus a une interférence directe de I'oligomérisation mais a un effet indirect causé par la
déstabilisation des monomeéres.

Une autre étude a montré que la substitution d’alanine des résidus 367-368 et 487-489 de CRMP1 chez
la souris produit une protéine inactive, bien que la capacité d’interaction avec la plexin Al soit
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conservée. Ces résidus sont localisés a proximité de l'interface « arm-arm » et pourraient déstabiliser le
tétrameére [396].

Régulation transcriptionnelle

En plus de la régulation post-traductionnelle, un controle de la transcription de CRMP2 a également été
décrit. La suppression transcriptionnelle de CRMP2 par la signalisation BMP en aval du facteur de
transcription SMAD1 a été démontrée et impliqgue CRMP2 comme jouant un rble essentiel dans de
nombreuses étapes du développement neuronal [466]. De plus, GDNF augmente la transcription de
CRMP2 via la voie de signalisation GDNF/RET (tyrosine kynase) et cette induction est dépendante de la
voie ERK [467]. L’analyse du promoteur de CRMP2 montre que les facteurs de transcription tels que Sp1,
E2F, et GATA-1/2, pourraient également réguler la transcription de CRMP2 [467].

Expressions des CRMPs

Expression des CRMPs au cours du développement

L'ensemble des cing genes crmp ont été décrits comme étant tres fortement exprimés au cours du
développement. Dans I'embryon de xénope, I'expression de la protéine CRMP2 débute au milieu du
stade gastrula. CRMP2 est ensuite exprimé de facon ubiquitaire dans tout 'embryon. A partir du stade
neurula, la synthése de CRMP2 se poursuit exclusivement dans les tissus nerveux. CRMP2 est alors
exprimé lors de la formation de la plaque et du tube neural. A des stades ultérieurs, CRMP2 est ensuite
exprimé dans le cerveau, la moelle épiniére et les yeux [35].

Dans le cerveau de rat en développement, il a été mis en évidence une forte expression des CRMPs selon
un profil d’expression spatio-temporel différent pour chaque CRMPs. CRMP2 est le plus largement
exprimé dans le systeme nerveux, CRMP1 et CRMP4 sont exprimés a certaines étapes du développement
neuronal et sont absents des tissus adultes. CRMP3 a une distribution distincte, il est exprimé de fagon
transitoire au cours de développement de la moelle épiniere et de facon sélective dans le cervelet apres
la naissance [468].

Expression des CRMPs chez adulte

Chez la souris, I'expression des protéines CRMPs est maximale durant la premiere semaine apres la
naissance, lorsque la maturation des neurones et les connections synaptiques sont trés actives [393],
[469]. Chez les rongeurs, dans le cerveau adulte, I'expression des CRMPs chute de maniere drastique,
mais subsiste dans des zones de forte neurogénése et/ou plasticité telles que le bulbe olfactif,
I’hippocampe et le cervelet. CRMP1 est principalement détecté dans les cellules de Purkinje du cervelet
[470]. Parmi les CRMPs, CRMP2 est la protéine dont le taux de synthése dans le cerveau adulte est le
plus élevé [470]. CRMP2 est particulierement détecté dans le systéme olfactif [471], dans I"hippocampe
et le cervelet [470]. CRMP3 est mis en évidence dans les cellules de la couche granulaire du cervelet,
I'olive inférieure et le gyrus denté de I'hippocampe de la souris [391]. CRMP4 est également présent
dans le bulbe olfactif, I’hippocampe en formation et dans les cellules de la couche granulaire inférieure
chez le rat [472]. CRMP5 est exprimé dans quelques neurones post-mitotiques du bulbe olfactif, dans
I’épithélium olfactif et dans le gyrus denté de I’"hippocampe chez le rat [392].
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Expression des CRMPs dans les maladies neurologiques

Etant donné I'importance des CRMPs dans le développement du systéme nerveux, leur implication dans
des maladies neurologiques n’est pas surprenante. Des variations d’expression des protéines CRMPs
sont retrouvées dans de nombreux troubles mais bien que leur implication soit clairement établit, leur
role exact dans ces maladies est encore mal connu.

Il a été montré que CRMP2 est hyperphosphorylé dans le cerveau des patients atteints de la maladie
d’Alzheimer [473]. Bien que le role de CRMP2 dans cette maladie ne soit pas encore bien compris, il a été
proposé qu’il serait lié a la dérégulation du transport des endosomes [422]. CRMP4 est également
suspecté d’étre impliqué dans la maladie d’Alzheimer [474].

CRMP2 serait également impliqué dans la maladie de Parkinson et participerait a 'apoptose neuronale
induite par le neurotransmetteur dopamine [475] via la voie Akt/ GSK-3B/CRMP-2 venant ainsi a la
dégénérescence de I'axone [476]. CRMP2, qui affecte le relargage de neurotransmetteurs en modulant le
flux de Ca2+ via l'activation des récepteurs NMDA [425], a également été identifié comme gene de
susceptibilité de la Schizophrénie. De plus, il a également été montré que I'altération de la transcription
de CRMP2 et/ou de sa traduction augmente le risque de développer la maladie. La diminution de
I’expression du géne crmp2 serait modulée par la voie mTOR [477]. CRMP1 et CRMP4 sont également
impliqués dans le développement de la Schizophrénie [478]. L'expression de CRMP2 diminue dans le
cerveau des patients atteints de dépression [479]. De méme, la diminution de I'expression de CRMP2
dans le cortex frontal et I'hippocampe a également été observée chez des patients atteints de trouble
bipolaire [479], [477]. CRMP5 pourrait également étre impliqué dans la dépression [480] et CRMP4 dans
la bipolarité [481]. CRMP2 serait également impliqué dans les douleurs neuropathiques et dans la
neurofibromatose de type |, dont I'un des symptémes est la douleur idiopathique. Dans ces troubles, la
douleur est causée par le relargage de certains neurotransmetteurs induit par les récepteurs CaV2.2
[482] qui sont régulés par CRMP2 [426]. Une diminution drastique de I'expression de CRMP2 dans
I’'hippocampe et de CRMP1 dans le néocortex temporal a été observée chez des patients épileptiques
[483], [484]. Enfin, une dérégulation de I'expression de CRMP2 et CRMP4 est observé chez les patients
atteint de maladies a prions, qui incluent la maladie de Creutzfeldt-Jakob [485], [486] tandis que
I’expression deCRMP3 semble avoir un effet protecteur [434].

Expression des CRMPs dans les cancers

En plus de leurs réles dans certaines maladies neurologiques, de plus en plus d’études mettent en
évidence I'implication des CRMPs dans la migration et le développement tumoral. La encore, les effets
des CRMPs sur ces processus dépendent de différents facteurs: le type de cancer, le membre ou
I'isoforme impliquée et I'état de phosphorylation.

CRMP1 inhibe la prolifération dans le médullobastome [487] et est un géne suppresseur de tumeur dans
le cancer gastrique [488], le cancer de la prostate [489] et le cancer du poumon [490] en réduisant la
capacité d’invasion et la formation de métastases. Cependant, il a été montré que la forme longue de
CRMP1, CRMP1-A qui a des effets antagonistes a CRMP1-B, est au contraire associée au mauvais
pronostic et a une invasivité accrue dans le cancer du poumon [419], [418]. De méme, la perte de CRMP1
promeut l'invasion des cellules de gliome mutées pour EGFRVIII [491].
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Il a également été montré que CRMP2 phosphorylé permet la survie et la prolifération des cellules dans
le glioblastome [492]. CRMP2 est sous-exprimé dans les tumeurs entéro-endocrine [493]. On observe
également une diminution de I'expression de CRMP2 dans le cancer du sein mais celle-ci est corrélée a
une augmentation de CRMP2 phosphorylé dans le noyau [494]. Dans le cancer du poumon, il y a
également une corrélation entre la quantité de CRMP2 phosphorylé (notamment sur le $522) dans le
noyau, surtout dans les cellules en division, et le mauvais pronostic [495], [496]. Dans le cancer du sein,
le CRMP2 nucléaire est phosphorylé sur les résidus 509 et T514 et correspond a la forme longue CRMP2-
A [496]. Enfin, il a été montré que CRMP2 est surexprimé dans le cancer colorectal [497] et il a été
montré que CRMP2-A induit la migration et I'invasion en interagissant et inhibant ROCKII dans le cancer
du célon [440], [441].

CRMP4 est un frein a la migration cellulaire dans les cellules de neuroblastomes [498]. CRMP4 est un
géne suppresseur de tumeur dans le cancer de la prostate [499]-[501] et le cancer gastrique [502], [503].
En revanche, I'expression de CRMP4 est corrélée au développement métastatique et au faible pronostic
de survie dans le cancer pancréatique [504], [505]. Cependant, il a été montré que les deux isoformes de
CRMP4, CRMP4-A et CRMP4-B, avaient des effets opposés dans le cancer gastrique [442]. En effet,
CRMP4-A est sous-exprimé tandis que CRMP4-B est surexprimé dans les tumeurs comparé au tissu sain.
CRMP4-A est un frein a la prolifération cellulaire, la migration et I'invasion contrairement a CRMP4-B. De
plus la surexpression de CRMP4-A et |'extinction de CRMP4-B induit un arrét en phases G1 et diminue le
pourcentage de cellules en phase S.

CRMPS5 est surexprimé dans le glioblastome et promeut la prolifération et la survie cellulaire [506]. Une
forme de CRMPS5 clivée en C-terminale a été identifiée dans le noyau des cellules de glioblastome et
correle avec la prolifération cellulaire [507]. La surexpression de CRMP5 est corrélée a un haut grade de
cancer neuroendocrine du poumon [508]. De plus, la surexpression de CRMP5 dans le cancer du poumon
cause une réponse auto-immune de l'organisme qui aboutit a la production d’anticorps CRMP5 a
I'origine de syndromes neurologiques paranéoplasiques [509]. Cette réponse auto-immune a également
été observée dans le cancer du thymus et la cancer de la prostate [510],[511].

Bien que tous les autres membres soient associés au développement tumoral et métastatique de
certains cancers, aucune étude n’a pour l'instant mis en évidence l'implication de CRMP3 dans ces
processus.

Traitements ciblant CRMP2

L'implication de CRMP2 dans de nombreux troubles neurologiques fait de cette protéine une cible
thérapeutique pour le développement de nouvelles thérapies. Le mode d’action des molécules utilisées
repose sur différents mécanismes : modification de I'état de phosphorylation de CRMP2, modification de
sa capacité d’interaction avec ses cibles, changement de sa conformation ou modification de son
expression.

Le Naringenine (NAR) est une petite molécule dérivée d’extrait de rhizomes de Drynaria qui interagit
spécifiguement avec CRMP2 et réduit sa phosphorylation. De plus l'interaction induit des modifications
de la conformation de CRMP2 ce qui pourrait étre a l'origine de l'impossibilité des kinases a
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phosphoryler la protéine. Cette molécule devrait étre utilisée comme traitement contre la maladie
d’Alzheimer [512].

Le(R)-Lacosamide (R)-LCM est un médicament (Vimpat®) utilisé comme traitement anti-épileptique. Il a
été montré que cette molécule interagit avec CRMP2 et bien que I'effet de cette interaction ne soit pas
encore connu, il pourrait s’agir d’'un des modes d’action de la molécule [513]. Le (S)-Lacosamide ((S)-
LCM) est un stéréoisomere inactive du (R)-LCM Le (S)-LCM interagit également avec CRMP2 ce qui
empéche sa phosphorylation par les kinases Cdk5 et GSK-3B et diminue |'association de CRMP2 avec
CaV2.2 réduisant ainsi l'influx de calcium. En revanche, Le (S)-LCM ne modifie pas la capacité
d’interaction de CRMP2 avec les microtubules ni son oligomérisation [514]. Des études précliniques ont
été réalisées pour traiter les migraines et les douleurs neuropathiques [515], [516]. Cette molécule
pourrait également étre utilisée pour traiter la neurofibromatose de type | [517] et comme traitement
anti-cancéreux dans le glioblastome [492].

D’autres molécules ciblant I'inhibition de I'interaction CRMP2/CaV2.2 ont également été étudiées telles
que : les peptides R9-CBD3-A6K et t-CNRP1 qui sont dérivés de CRMP2 [518], [519].

Certains traitements utilisés comme antidépresseurs tels que la Tianeptine, la Venlafaxine ou la
Fluoxetine augmente I'expression de CRMP2 notamment dans I"hippocampe [520], [521]. De méme, il a
été montré que l'expression de CRMP2 était fortement modifiée aprés traitements anti-psychotiques
pour soigner la schizophrénie [522].

La lanthionine ketimine ester (LKE) est un dérivé du métabolite lanthionine ketimine (LK) qui interagit
avec CRMP2. Il a été montré que cette molécule altere la capacité d’interaction de CRMP2 avec ces
protéines cibles mais augmente l'interaction de CRMP2 avec NF1 [523]. La LKE permet de réduire la
neurodégénérescence et pourrait ainsi étre utilisée comme traitement contre la sclérose [524].
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Objectif des travaux de recherche

Comme décrit précédemment, la surexpression de la phosphatase PRL-3 dans les tumeurs de mélanome
uvéal est corrélée a un mauvais pronostic de survie des patients et au développement de métastases
[170]. Le laboratoire a donc décidé d’investiguer le réle de PRL-3 dans la tumorigenese et le
développement métastatique du mélanome uvéal. Pour cela, des lignées cellulaires stables de
mélanome uvéal OCM-1 ont été établies : une lignée exprimant la phosphatase PRL-3 fusionnée a la GFP,
une autre exprimant une forme mutante, catalytiquement inactive, de la phosphatase (C104S) fusionnée
a la GFP et une exprimant la GFP seule. Les études fonctionnelles réalisées sur ces lignées ont montré
que les cellules exprimant la forme sauvage de PRL-3 migrent plus vite et sont plus invasives que celles
exprimant la forme mutante C104S ou la GFP seule [170] (Figure V.1).
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Figure V.1 : Implication de PRL-3 dans la migration et I'invasion des cellules de mélanome uvéal.

A Détermination de la vitesse de migration des cellules de mélanome uvéal. La surexpression de PRL-3
augmente la migration des cellules in vitro sur matrice de collagene I.

B La surexpression de PRL-3 augmente la capacité d’invasion des cellules de mélanome uvéal. Analyse
guantitative de [I'invasion des cellules OCM1. Les cellules sont déposées sur la membrane
chorioallantoide d’embryon de poulet. Apres 8 jours, la présence de cellules humaines est détectée dans
les fémurs par RT-qPCR.

Figure et légende d’aprés (Laurent et al., 2011).

Donc PRL-3 n’est pas seulement un facteur de mauvais pronostic mais la phosphatase a un réle dans le
processus métastatique du mélanome uvéal, comme cela a déja été mis en évidence dans de nombreux
cancers. L'objectif du laboratoire est d’identifier de nouvelles cibles de PRL-3 impliquées dans la
migration et l'invasion du mélanome uvéal afin de mieux comprendre le mécanisme d’action de la
phosphatase. Pour cela, une analyse phosphoprotéomique a été réalisée et celle-ci a permis d’identifier
la protéine CRMP2. En effet, CRMP2 était différentiellement phosphorylé entre les cellules exprimant
PRL-3 et celles exprimant le mutant C104S. Un des objectifs de ma thése a donc été d’étudier le role de
CRMP2, sous l’action de PRL-3 dans la migration et I'invasion du mélanome uvéal.
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Partie I: Role de la phosphatase PRL-3/PTP4A3 et de CRMP2
dans la migration et I'invasion du mélanome uvéal

Publication soumise a Scientific Reports

Protein Tyrosine Phosphatase 4A3 (PTP4A3 / PRL-3) promotes Human Uveal Melanoma aggressiveness
through dephosphorylation of CRMP2.

Laura DUCIEL*, Océane ANEZO *, Kalpana MANDAL, Cécile LAURENT, Nathalie PLANQUE, Fréderic
COQUELLE, Jean-Baptiste MANNEVILLE, Simon SAULE.

Résumé :

Le mélanome uvéal est une tumeur agressive avec jusqu’a 50% des patients qui développent des
métastases hépatiques. L'expression de la phosphatase PRL-3 est corrélée au mauvais pronostic de
survie des patients et au développement métastatique. De plus, PRL-3 augmente la migration in vitro et
I'invasion in vivo des cellules de mélanome uvéal. Nous avons identifié la protéine CRMP2 comme cible
potentielle de PRL-3 car celle-ci est différentiellement phosphorylée dans les cellules exprimant la
phosphatase. Nous montrons que l'inhibition de I'expression de CRMP2 dans les cellules de mélanome
uvéal exprimant PRL-3 augmente la capacité de migration et d’invasion des cellules ce qui résulte a des
modifications du réseau d’actine avec une diminution des fibres de stress, tandis que dans les cellules
exprimant la forme mutante C104S, I'inhibition de CRMP2 n’a pas d’effet sur ces processus. De plus,
I’étude des propriétés micro-rhéologiques des cellules (élasticité, viscosité et dureté du cytoplasme)
montre que ces trois parameétres sont augmentés par I'expression de PRL-3 et/ou I'extinction de CRMP2.
L’extinction de CRMP2 ayant des effets significatifs sur la micro-rhéologie des cellules uniquement en
absence de PRL-3, ces résultats suggerent que I'extinction de CRMP2 est équivalente a sa
déphosphorylation par PRL-3 en ce qui concerne les propriétés micro-rhéologiques. L'ensemble de ces
données suggére que PRL-3 agit en amont de CRMP2 dans le mélanome uvéal pour promouvoir la
migration et l'invasion cellulaire. De plus, I'expression de CRMP2 dans les tumeurs de patients est
prédictive de leur survie.
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ABSTRACT

Uveal melanoma (UM) is an aggressive tumor in which approximately 50% of patients
develop metastasis. Expression of the PTP4A3 gene, encoding a phosphatase, is predictive
of poor patient survival. PTP4A3 expression in UM cells increases their migration in vitro and
invasiveness in vivo. Here, we show that CRMP2 is mostly dephosphorylated on T514 in
PTP4AS3 expressing cells. We also demonstrate that inhibition of CRMP2 expression in UM
cells expressing PTP4A3 increases their migration in vitro and invasiveness in vivo. This
phenotype is accompanied by modifications of the actin microfilament network, with
shortened filaments, whereas cells with a inactive mutant of the phosphatase do not show
the same behavior. In addition, we showed that the cell cytoplasm becomes stiffer when
CRMP2 is downregulated or PTP4A3 is expressed. Our results suggest that PTP4A3 acts
upstream of CRMP2 in UM cells to enhance their migration and invasiveness and that a low

level of CRMP2 in tumors is predictive of poor patient survival.
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INTRODUCTION

Uveal melanoma (UM) is the most common intraocular tumor in adults. This tumor is very
aggressive and up to 50% of patients subsequently develop distant metastasis,
predominantly in the liver'™. Most patients survive less than 12 months after metastasis
occurrence and currently there is no effective treatment to cure metastatic UM, or to improve
the overall survival®. The genome-wide analysis and gene expression profiling (GEP) have
allowed the identification of two major categories of UM, characterized by a low (class1) or a
high (class2) metastatic potential®. A recent study based on a comprehensive multiplatform
analysis of 80 UMs subdivided these two categories into four subgroups with different
genomic alterations, transcriptional features, somatic copy number, and DNA methylation

profiles®.

We previously showed that the strong expression of protein tyrosine phosphatase
4A3/protein of regenerating liver-3 (PTP4A3/PRL-3) is predictive of metastasis using a
transcriptomic approach’. Moreover, we showed that PTP4A3 expression in UM cells
increases their migration in vitro and invasiveness in vivo’. PTP4A3 is overexpressed in
many types of cancers, including gastric cancers®, ovarian cancers®, non-small cell lung
cancer'®, human gliomas'', nasopharyngeal carcinoma'?, metastatic colorectal carcinomas
(CRCs), breast cancer, and cervical cancer'®. In addition, PTP4A3 is not only a marker of
poor prognosis, but is also involved in oncogenesis and is a key metastatic event'®. We
previously showed that PTP4A3 promotes aggressiveness through membrane accumulation
of matrix metalloproteinase 14 (MMP14)". Indeed, MMP14 belongs to the transmembrane
metalloproteases (MMPs), a class of molecules that are responsible for the degradation and
turnover of the extracellular matrix (ECM), an event that is required for cell migration and
invasiveness. Among PTP4A3 substates there are currently three cytoskeletal proteins that
have been identified as PTP4A3 targets, providing strong evidence of PTP4A3 role

promoting migration and invasion by cytoskeleton remodeling '*®.



Here, we have identified CRMP2 as a new target of PTP4A3 by 2D phosphoprotein analysis.
These two proteins interact in co-immunoprecipitation assays. We found that CRMP2 is less
phosphorylated on T514 after interaction with PTP4A3 in comparaison to the catalytically

inactive mutant of the phosphatase, PTP4A3 (C104S).

CRMP2 is a cytosolic phosphoprotein that interacts with numerous binding partners to affect
microtubule dynamics, protein endocytosis, and vesicle recycling'®. CRMP2 acts largely by
stabilizing polymerized tubulin at the plus end of microtubules®. Several distinct signaling
pathways regulate CRMP2 phosphorylation on different amino acids, to change CRMP2-
protein binding interactions. Modifications of the phosphorylation state of CRMP2 change its
activity. Indeed, phosphorylated CRMP2 loses its affinity for microtubule heterodimers, thus
reduces microtubule stability. In addition to tubulin, CRMP2 binds to the cytoskeletal proteins

actin and vimentin'®.

In the present study, we demonstrate that PTP4A3 expression or CRMP2 downregulation
affect microrheological properties by increasing the stiffness of UM cells. This suggests that
CRMP2 downregulation has an effect similar to that of CRMP2 dephosphorylation. We
showed that CRMP2 loss in UM cells overexpressing PTP4A3, affects the organization of the
actin network, increased MMP14 accumulation at the cell membrane, increases the migration
in vitro and invasiveness in vivo. CRMP2 is downregulated in PTP4A3 expressing UM

tumors.

RESULTS

PTP4A3 expression reduces phosphorylation of CRMP2 on T514

We previously showed that stable PTP4A3 expression promotes invasion of OCM-1 UM
cells’. Here, we identified phosphoproteins regulated by PTP4A3 by performing 2D
phosphoprotein gel analysis between OCM-1 cells expressing wildtype PTP4A3 and those

expressing the phosphatase inactive C104S mutant of PTP4A3, devoid of a pro-invasive



effect’. This was followed by mass-spectroscopy of the differential spots, which identified
CRMP2 among other proteins. CRMP2 is a phosphoprotein that generates more than seven
spots in 2D gel electrophoresis®'. Figure 1A shows the profile of CRMP2 spots by 2D
electrophoresis of OCM-1 cells expressing EGFP-PTP4A3 or EGFP-C104S using anti-
CRMP2, anti-CRMP2 S522, and anti-CRMP2 T514 antibodies. The densitometric profiles of
CRMP2 (Fig. 1B) show that the number of CRMP2 phosphorylated spots were reduced in the
presence of wildtype PTP4A3, especially those of T514, whereas there is more total
phosphorylated CRMP2 in these cells (Fig. 1C), possibly due to the overexpression of SRC

kinases in PTP4A3-overexpressing cells®.

PTP4A3 and CRMP2 interact

PTP4A3 and CRMP2 would be expected to interact if CRMP2 is a target of PTP4A3. Thus,
we carried out co-immunoprecipitation assays using the GFP-Trap® kit. Cell lysates were
prepared from OCM-1 cells expressing EGFP-PTP4A3, EGFP-C104S, or EGFP, and GFP-
Trap® beads were used for immunoprecipitation. The input and precipitated proteins were
then separated by SDS-PAGE and analyzed by Western blotting (Fig. 2A). CRMP2 was
detected only in cells expressing either EGFP-PTP4A3 or the mutant EGFP-C104S after co-
immunoprecipitation. Much less CRMP2 was recovered from cells expressing wildtype
PTP4AS than that expressing the C104S mutant, yet the mutated phosphatase was designed
to increase the retention time with interacting partners, suggesting that the interaction

between CRMP2 and the phosphatase is direct.

To study whether the dephosphorylation of CRMP2 mediated by PTP4A3 is direct we
performed a GST pull down experiment with GST-PTP4A3 and GST-C104S fusion proteins.
Determination of the phosphatase activity of GST-PTP4A3 and GST-C104S, tested in vitro
using the OMFP substrate (Fig. 2B), showed that GST-PTP4A3 can dephosphorylate the
OMFP substrate, leading to higher absorbance at 450 nm than for GST-C104S. CRMP2 was

immunoprecipitated from OCM-1 cell lysates, eluted in three successive fractions, and the



presence of phosphorylated T514 CRMP2 analyzed by Western blotting (Fig. 2C). Fractions

F2 and F3, containing phosphorylated T514 CRMP2, were used for subsequent pull downs.

Fusion proteins and phosphorylated CRMP2 were mixed with glutathione-Sepharose beads.
After incubation and pull down, a Western blot was performed with anti-CRMP2 and anti-
CRMP2 (T514) antibodies and the ratio of the detected proteins determined. CRMP2
incubated with active phosphatase exhibited a reduced amount of phosphorylated T514 (Fig.

2D and 2E), favoring the hypothesis of CRMP2 as a direct target of PTP4A3.

CRMP2 downstream of PTP4A3 reduces cell migration and

invasiveness

To determine whether the function of CRMP2 is required for the PTP4A3-associated pro-
migratory and invasive phenotypes of UM cells, we performed RNA interference experiments
by lentivirus shRNA anti-CRMP2 infection (Fig. 3A). Random cell migration on collagen | and
invasiveness by the CAM (Chorioallantoic membrane) in vivo dissemination assay were
tested. The downregulation of CRMP2 expression significantly increased the migration speed
of EGFP-PTP4A3 expressing cells, whereas the migration speed of the control cells
expressing EGFP-C104S or EGFP was not affected (Fig. 3B). We performed the same
knock-down experiment on human PDX-MP41 cells (Fig. 3C & 3D), which exhibit a low
metastatic genetic profile®®> and a moderate level of endogenous PTP4A3 expression (Fig.
3C). The migration speed of PDX-MP41 cells increased significantly after CRMP2 knock-
down (Fig. 3D). In addition, downregulation of CRMP2 expression increased PTP4A3-
associated invasiveness in vivo (Fig. 3E). These findings suggest that CRMP2 antagonizes

PTP4AS3-associated migration in vitro and in vivo invasiveness of UM cells.

CRMP2 affects MMP14 membrane accumulation

CRMP2 may affect cell migration and invasiveness due to its role in vesicular trafficking'®.

PTP4A3 increased MMP14 at the cell surface’, therefore, we quantified endogenous



MMP14 membrane localization in nonpermeabilized OCM-1 cells by flow cytometry. The
expression of PTP4A3 increased the quantity of MMP14 localized at the cell surface, as
observed previously. Furthermore, the downregulation of CRMP2 expression in EGFP-
PTP4AS3 expressing cells significantly increased the membrane level of MMP14 relative to
that of the shRNA control (Fig. 3F), suggesting that CRMP2 may be involved in MMP14
vesicular transport by negatively regulating its accumulation at the cell surface. Thus, the role
of CRMP2 in the migration and invasion of UM cells may be explained, in part, by the control

of MMP14 levels at the membrane.

CRMP2 affects cytoskeleton

Although CRMP2 is known to bind to actin, little is known about its role in the regulation of
the actin network. Therefore, we analyzed modifications of the actin network following
CRMP2 knock-down in OCM-1 cells expressing EGFP-PTP4A3, EGFP-C104S, or EGFP.
The actin network in the cells was visualized by phalloidin staining (Fig. 4A) and the number
of short actin fragments quantified and normalized by the cell area (Fig. 4B). All cells showed
a similar actin network, with the presence of numerous stress fibers, except those expressing
PTP4A3 in which CRMP2 expression was knocked down. Indeed, there was a significant
reduction in the number of actin stress fibers in these cells and thus an increase in the
number of short actin fragments in these cells (Fig. 4B). This observation may be surprising,
given that stress fibers are often described as contractile bundles necessary for cell
migration. Yet, here the strong reduction in the number of stress fibers correlates with
increased cellular migration. However, several studies have shown that stress fibers are

more prominent in stationary cells®* and that these structures are ill-suited for cellular motility.

As ROCKII is involved in stress-fiber formation, we assessed the actin network in OCM-1
cells treated with a ROCKII inhibitor (Y27632) to confirm our results. Cells treated with

Y26732 had much fewer stress fibers compare to non-treated cells (Fig. 4C and D),



confirming the role of ROCKII in stress-fiber formation. We then analyzed the migratory
capacity of these cells. Cells treated with Y27632 migrated faster in comparaison to non-
treated cells, independently of CRMP2 expression (Fig. 4E), which confirms that the increase
cellular migration is associated with less stress fibers in OCM-1 cells. As Cofilin
phosphorylation is regulated by ROCKII via LIMK, we also confirmed the dephosphorylation

of Cofilin S9 in Y27632-treated cells by Western blotting (supplementary Fig. 1).

The role of CRMP2 on microtubule dynamics is well characterized in neurons'. We also
analysed the effect of CRMP2 knock-down on microtubule dynamics in OCM-1 cells
expressing EGFP-PTP4A3 or EGFP (supplementary Fig. 2). Cells were treated with
nocodazole, a microtubule depolymerizing agent, washed, and then fixed at different time.
We performed a tubulin immunofluorescence on fixed cells in order to follow microtubule
repolymerization. The results show that 5 minutes after nocodazole treatment, PTP4A3
shCRMP2 expressing cells have shorter microtubules compare to the other cells
(supplementary Fig. 2B) which suggest a delay in microtubule repolymerization. This result is
correlated with a decrease of the percentage of cells with an aster (supplementary Fig. 2C).
Thus, CRMP2 regulated microtubule polymerization in UM cells as it was known in neurons.
Interestingly, the effect of CRMP2 knock-down on microtubules are PTP4A3 dependant in

these cells.

CRMP2 affects the microrheological properties of cells

The cytoskeleton maintains cell architecture, generates force and contractility, and plays an
active role in many cellular processes, such as cell division and cell migration. Actin filaments
and microtubules have been shown to contribute to intracellular mechanics®® and CRMP2
participates in regulating the cellular architecture through its interaction with cytoskeletal
proteins. We thus performed microrheology experiments (Fig. 5A) to determine the
viscoelastic properties of the cell cytoplasm. Viscoelastic relaxation experiments showed that

the rigidity of OCM-1 C104S cells increased after CRMP2 knock down to a level already



obtained in OCM-1 PTP4A3 cells in the presence of CRMP2 (Fig. 5B). Quantification of the
relaxation curves using a phenomenological model-independent approach showed a
significant increase in the rigidity index and bead-step amplitude in OCM-1 C104S cells upon
CRMP2 knock-down (Fig. 5C, upper panels). In contrast, the knock-down of CRMP2 in OCM-
1 PTP4AS3 cells did not modify intracellular rigidity, suggesting that knocking down CRMP2
was equivalent to dephosphorylation of the protein by PTP4A3 for this property. Consistent
with these results, analysis of the relaxation curves using the Standard Liquid Linear (SLL)
viscoelastic model showed that knocking down CRMP2 induced a significant increase in both
elasticity and viscosity in OCM-1 C104S cells, but only a slight increase in elasticity in OCM-

1 PTP4AS cells (Fig. 5C, lower panels).

Effect of CRMP2 expression on the survival of patients with uveal

melanoma

CRMP2 mRNA expression in patient tumors inversely correlated with PTP4A3 mRNA
expression (Spearman coefficient of -0,4) and Kaplan-Meier metastasis-free plots using
CRMP2 as a binary variable showed that CRMP2 levels below the median were associated

with reduced metastasis-free survival (P = 0.054) (Fig. 6A and 6B).

DISCUSSION

UM cells that overexpress PTP4A3 migrate faster in vitro and are more invasive in vivo
compare to cells expressing the catalytically inactive mutant PTP4A3(C104S), implicating the

phosphatase activity of PTP4AS in the metastatic process.

Here, we identified CRMP2 as a new target of PTP4A3 by 2D phosphoprotein analysis (Fig.
1). Indeed, CRMP2 was less highly phosphorylated, especially on T514 (Fig. 2E). However,
purification of the phosphoproteins showed phosphorylated CRMP2 to be more abundant in

cells expressing PTP4A3 compare to those expressing the mutant (C104S). This contra-
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intuitive observation may be surprising, but a phosphoproteomic study showed that PTP4A3-
expressing cells show a pronounced increase in protein tyrosine phosphorylation, especially
due to Src activation®. Thus, it is possible that PTP4A3 expression increases global CRMP2
phosphorylation, and more particularly those of tyrosine (CRMP2 has at least six tyrosine
phosphorylation sites: Y32, Y251, Y275, Y431, Y479, and Y499)26 while locally decreasing
CRMP2 phosphorylation of T514. Our results also suggest that there is a physical interaction
between CRMP2 and PTP4A3 and that this interaction leads to decreased CRMP2
phosphorylation on T514, suggesting that CRMP2 is a direct target of PTP4A3. Moreover,
the greater recovery of CRMP2 from cells carrying the C104S mutant than those carrying
wildtype PTP4A3 in GFP-trap experiment suggests a higher retention time of the mutated
phosphatase, reinforcing this possibility. Glycogen synthase kinase-38 (GSK-3p)
phosphorylates CRMP2 at T514 and controls axon/dendrite fate by promoting neurite
elongation via microtubule assembly®’. The phosphorylation of CRMP2 T514 by GSK-3B
inhibits CRMP2 activity, leading to microtubule depolymerization and destabilization. The role
of microtubules in cell migration is well known and the microtubule depolymerizing drug
colcemid® reduces cell migration. Another study also showed that microtubule

depolymerization interferes with cell motility®.

Our study strongly suggests that CRMP2 acts to brake the migration and invasion process of
UM cells (Fig. 3). However, the increase in the speed of cells in which CRMP2 was knocked
down was only observed in those expressing PTP4A3. CRMP2 knockdown did not change
the speed of migration of cells expressing the mutant (C104S) or GFP alone. Along this line,
CRMP2 knockdown was shown to decrease the duration of closure in a scratch wound assay
based on PDGF-induced cell migration®. Thus, the presence of PTP4A3 is necessary to
reveal the loss of the effect of CRMP2. Our previous studies showed that PTP4AS regulates
integrin B1 in adhesion structures during the migration of UM cells®’ and promotes

aggressiveness through membrane accumulation of MMP14'®. Thus, PTP4A3 appears to
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have a large spectrum of action, with many targets, that drives cell invasiveness. Here we
show that CRMP2 also affect MMP14 membrane accumulation and given the role of CRMP2
in vesicular trafficking, we can hypothesis that PTP4A3 drives MMP14 membrane
accumulation, and therefore invasion, in part by regulating CRMP2. MMP14 membrane
accumulation is also observed in cells expressing the mutant C104S, but the level reached in
these cells is not sufficient to increase cell migration. Another major player involved in the
oncogenesis of UM via vesicular trafficking is the small GTPase ARF6. ARF6 activates
multiple pathways, including PLC/PKC, Rho/Rac, and YAP*. ARF6 has also been shown to
regulate the exocytosis of MMP14 in breast cancer invasion® and PTP4A3 and ARF6 have
been shown to interact in co-immunoprecipitation assay334. Thus, the coordination of all

these players in UM metastasis needs to be investigated.

Another mechanism that can explain the role of CRMP2 in migration and invasion is
cytoskeleton remodeling. Indeed, we also show that more rapidly migrating OCM-1 cells
contain fewer stress fibers (Fig. 4). This observation was confirmed by the increase of
migration capacity of cells treated with the ROCKII inhibitor, Y27632. However, the increase

in the migration speed of ROCKII-inhibited cells was not dependent on CRMP2.

The experiments on the microrheological properties of the cells show that knocking down
CRMP2 is equivalent to the effect of PTP4A3 on the protein in controlling intracellular rigidity
(Fig. 5). The lower rigidity of the cytoplasm of C104S cells is consistent with the reported
microtubule destabilization in these cells. However, these microrheological modifications do
not explain the migration/invasion phenotype, as knocking down CRMP2 in C104S cells
changed the elastic properties of the cells but had no effect on the motility properties,
suggesting additional key properties of PTP4A3 in UM invasion. The Figure 7 shows a
proposed model of CRMP2 regulation by PTP4A3 in uveal melanoma cells. This model
suggests that the phosphatase PTP4A3 dephosphorylates CRMP2 on the T514 affecting

microtubule function and actin fibers formation. These modifications on cytoskeleton will
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affect cells micro-rheological properties and MMP14 membrane accumulation leading to an

increase of both migration and invasion.

The level of CRMP2 expression is a good prognostic factor for UM patients and is predictive
of metastasis formation. The role of CRMP2 in cancer has not been extensively studied, but
several studies have been performed on the use of CRMP2 as a prognostic marker. A study
carried out in breast cancer showed a lower level of CRMP2 in cancer cells than in healthy
tissue, whereas there is greater phosphorylation of CRMP2 at T509, S518, and S522%, In
contrast, some studies have shown the opposite, with a higher CRMP2 level associated with
tumoral progression®®’. Thus, the role of CRMP2 on tumor development appears to vary

depending on the cell type.

Finally, many clinical trials are currently testing drugs that inhibit CRMP2 phosphorylation, as
CRMP2 is involved in various neurological disorders (Alzheimer’s disease, schizophrenia,
migraine, etc.)'®. This is notably the case of (S)-Lacosamide, used in preclinical models of
cephalic pain®®. However, our results, suggesting increased invasion after CRMP2
dephosphorylation, should encourage additional studies to verify the safety of CRMP2

dephosphorylation, especially concerning the metastasis development in UM.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture and shRNA

We previously established OCM-1 clones stably expressing EGFP-PTP4A3, EGFP-C104S,
or EGFP’. Human PDX-MP41 cells bearing the GNA11 mutation and wild-type BAP1,
disomic for chromosome 3?® were maintained in RPMI (Gibco) with 20% FBS (HyClone UK
laboratories). CRMP2 shRNA lentiviral particles were purchased from Santa Cruz
Biotechnology (sc-44485-V). Cells were transduced with three specific lentiviral constructs
targeting CRMP2 or control non-target shRNA (sc-108080). UM cells expressing shRNA

were selected with puromycin.
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Antibodies and constructs

Rabbit polyclonal anti-CRMP2 (CP2161) and rabbit polyclonal anti-CRMP2 (S522) (CP2191)
antibodies were purchased from ECM Biosciences. Rabbit polyclonal anti-CRMP2 (T514)
(ab62478), mouse monoclonal anti-B-actin (A5441), and mouse monoclonal anti-a-tubulin
(T9026) antibodies were purchased from Sigma. Mouse monoclonal anti-PTP4A3 (sc-
130355) was purchased from Santa Cruz Biotechnology. Mouse monoclonal anti-GFP
(11814460001) was purchased from Roche. Rabbit polyclonal anti-cofilin (3318) and Rabbit
polyclonal anti-cofilin (S3) antibodies were purchased from Cell Signaling. The GSTItagged
PTP4A3 and C104S were generated by PCR amplification and then ligated into the

pGEXI4T[2 expression vector.

Phosphoprotein enrichment and two-dimensional (2D) gel

electrophoresis

Phosphorylated proteins were purified from OCM-1 cells using the PhosphoProtein
purification kit from Qiagen following the manufacturer’s instructions. Total protein extract
(2.5 mg) was loaded onto PhosphoProtein affinity purification columns and eluted fractions
with high concentrations of phosphorylated proteins were pooled, concentrated, and
processed using a 2D clean-up kit (GE Healthcare), following the manufacturer’s protocol.
Phosphorylated proteins were separated on their isoelectric point. Cleaned samples (200 ug)
were incubated with IPG (immobilized pH gradient) strips, containing a linear 4-7 pH gradient
(BIO-RAD), at room temperature for 16 h and isoelectric focusing performed at 50 pA, until
15,000V/h was obtained, using a PROTEAN i12 IEF Cell at room temperature. For the
second-dimension electrophoresis, the IPG strips were incubated for 10 min at room
temperature in equilibration buffer (0.375 M Tris-HCI pH8.8, 6 M urea, 2% SDS, 4% glycerol)

containing 130 mM DTT, and then for 10 min in equilibration buffer containing 135 mM
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iodoacetamide. The IPG strips were then placed at the top of a second gel, followed by SDS-

PAGE, and Western blotting performed.

GFP-trap

Cells were lysed in lysis buffer containing 10mM Tris-HCI pH 7.5, 150mM NaCl, 0.5 mM
EDTA, 0.5% NP40, PhosSTOP (Sigma), and protease inhibitor cocktail (Sigma) and

processed as previously published'.

Immunoprecipitation

Cell lysate : Cells were lysed in 50 mM Tris-HCL pH 8, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2%

NP40, PhosSTOP (Sigma), and protease inhibitor cocktail (Sigma).

Five milligrams of total protein extract was added to washed protein A sepharose and
incubated 2 h at 4°C for pre-clearing. After centrifugation, the supernatant was collected to
eliminate non-specific binding and incubated overnight at 4°C with anti-CRMP2 antibody at
1/200. Samples were incubated 4 h at 4°C with 200 ul protein A Sepharose, previously
washed using the same buffer as for the pre-clearing. After washing proteins were eluted
with 0.1 M glycine pH 3 in three successive fractions. The presence of CRMP2 and its

phosphorylation state (T514) were verified by Western blot.

GST fusion protein purification

Escherichia coli (BL21) were used to produce the GST fusion proteins. To induce production,
1 mM isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) was added to the culture 3 h prior to
lysis. Bacteria were lysed by suspending in 50 mM Tris HCI, 250 mM NaCl, 2 mM DTT, 0.5
mM PMSF, and protease inhibitor cocktail (Sigma) and then were sonicated. The GST fusion
proteins were purified from bacterial lysates with glutathione Sepharose 4B beads
(Glutathione Sepharose 4B GST-tagged protein purification resin, GE Healthcare) in the lysis

buffer overnight at 4°C.
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Phosphatase activity test

A fraction of the GST fusion proteins was used to perform an in vitro phosphatase activity
test. GST fusion proteins were washed in 50 mM Tris HCI pH 8, 140 mM NaCl, 2.7 mM KCI
and 2 mM DTT. 3-O-Methylfluorescein phosphate (OMPF) substrate was added to the GST
fusion proteins to a final concentration of 1 mM and samples were incubated 30 min at 37°C

in the dark. The absorbance at 450 nm was measured.

GST pull-down

Fractions containing phosphorylated CRMP2 were pooled and added to the GST fusion
proteins in 50 mM tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.4% NP40, 2 mM DTT, and
protease inhibitor cocktail (Sigma). Samples were incubated at 4°C overnight and washed
five times. The presence of CRMP2 and its phosphorylation state (T514) were verified by

Western blot.

Two-Dimensional (2D) random cell migration assayed by time-lapse

video microscopy

Cells were seeded on a 50 ym/mL collagen | (BD Corning) matrix and migration was

monitored by time-lapse video microscopy every 4 min for 12 h at 37°C, as described in ’.

Flow Cytometry

Cells were seeded on a collagen | matrix, incubated for 24 h, serum starved for an additional
24 h, and dissociated using a non-enzymatic dissociation solution (Sigma-Aldrich). The

amount of MMP14 on the cell surface was assessed as previously published °.

Drug treatment

The inhibition of ROCKII in OCM-1 cells was achieved by Y27632 (Sigma-Aldrich) treatment

at 10 uM for 24 h at 37°C.
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Immunofluorescence

OCM-1 cells were seeded 24h on glass-coverslips coated with 50 pyg/mL collagen |. Cells
were rinsed with PHEM buffer and fixed with 4% PFA/0.02% glutaraldehyde in PHEM (Pipes
120 mM, Hepes 50 mM, EGTA 20 mM, AcMg 4 mM in H,0) at 37°C for 12 min. Cells were
permeabilized in 0.5% Triton X-100 in PBS, blocked in 1% BSA, and then labeled with Acti-
stain 555 phalloidin (PHDH1, Cytoskeleton) at a dilution of 1/200 for 30 min at 37°C. Cell
nuclei were stained with DAPI and coverslips were mounted in 50% Glycerol/100 mg/mL
DABCO (Sigma-Aldrich) in PBS. Images were acquired with Metamorph software using a
63X or 40X oil immersion objective of a wide-field microscope (DM RXA, Leica), equipped
with a charge-coupled device camera (CoolSNAP HQ, Photometrics) and a piezoelectric
translator at the base of the objective. Stacks of images were taken in the z axis with an

interval of 0.2 nm for deconvolution. Deconvoluted images were processed using ImagedJ.

Quantification: we performed a maximum intensity z projection of whole stacks. Objects with
a size between 0 and 40 adjoining pixels were counted using segmentation by thresholding

and granulometry functions of Imaged and counts were then normalized to cell area.

Chorioallantoid membrane (CAM) assay

We used 0.25x10° cells to inoculate the CAM of fertilized chick eggs (EARL Morizeau,

Dangers, France) as previously published™.

Microrheology

Active microrheology, based on optical tweezers and fast confocal microscopy, was
described previously39. Briefly, 2-um diameter fluorescent microspheres (Thermo Fisher
Scientific) were internalized in cells overnight. The culture medium was supplemented with
20 mM Hepes before the experiment, which was performed on a Nikon A1R confocal
microscope equipped with a 37° incubator, a nanometric piezostage (Mad City Labs), and a

home-made single fixed optical trap (1060-1100 nm, 2 W maximal output power, IPG
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Photonics). A bead was trapped by the optical tweezers (laser output power 1 W,
corresponding to 150 mW for the sample). Following a 0.5-uym step displacement of the
stage applied by the piezostage, the bead relaxation xy(t) towards the optical trap center was
measured by single particle tracking. First, a model-independent phenomenological
parameter, the rigidity index (R/), was calculated as the normalized area under the relaxation
curve. Rl values fall between 0 (very soft cytoplasm) and 1 (very stiff cytoplasm). The bead
step displacement was defined as the initial displacement of the bead following the 0.5 ym
step displacement of the stage. The values of the bead step displacement fall between 0 uym
(very soft cytoplasm) and 0.5 uym (very stiff cytoplasm). Second, the Standard Linear Liquid
(SLL) model “°**' was used to fit the relaxation curves. The SLL model consists of a Kelvin-
Voigt body (a spring of elasticity u and a dashpot of viscosity n in parallel) and a daspot in
series. A custom-written Matlab code was used to fit the relaxation curves with the SLL

model yielding the elasticity (in pN/um) and viscosity (in Pa.s) of the bead microenvironment.

Statistical analysis

Data are presented as the means + SD for each condition except when indicated. Statistical
analyses were performed using StatView software (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). The

Mann Whitney-Wilcoxon test or Student’s t-test, when indicated, were used for comparisons.
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Figure legends

Figure 1. PTP4A3 expression reduces CRMP2 phosphorylation

A) The phosphorylation state of CRMP2 was compared between OCM-1-EGFP-PTP4A3 and
OCM1-EGFP-C104S cells by 2D gel electrophoresis. After Western blotting, detection was
performed using an anti-CRMP2 antibody that recognizes total CRMP2 or phospho-specific
anti-CRMP2 (5522) and anti-CRMP2 (T514) antibodies.

B) Spot densitometric profiles of phosphorylated CRMP2 were generated using Imagel64. The
grey peaks indicate those present for OCM1-EGFP-C104S cells which are absent from OCM1-

EGFP-PTP4A3 cells.
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Western blot analysis of total lysates (input) and lysates after phosphoprotein purification as

loading controls.

Figure 2. PTP4A3 and CRMP2 interact

A)

B)

Q)

Coimmunoprecipitation of PTP4A3 and CRMP2 using a GFP-Trap_A kit. This kit allows the
immunoprecipitation of GFP recombinant proteins from OCM-1-EGFP, OCM-1-EGFP-PTP4A3,
and OCM-1-EGFP-C104S cells. GFP recombinant protein and binding partners were revealed
by Western blotting with anti-CRMP2 and anti-GFP antibodies.

Immunoprecipitation of CRMP2 from OCM-1 cells. After immunoprecipitation, CRMP2 was
eluted in three successive fractions. The presence of CRMP2 and its phosphorylation state
(T514) was verified by Western blotting.

Phosphatase activity test of GST fusion proteins. The dephosphorylation capacity of GST-
PTP4A3 or GST-C104S was assessed by incubation with OMPF substrate and measuring the

absorbance at 450 nm.

D) GST pull-down experiment. Purified phosphorylated CRMP2 was incubated with GST-PTP4A3

E)

and GST-C104S. After the pull-down, the ability of CRMP2 to bind GST fusion proteins was
assessed by Western blotting with an anti-CRMP2 antibody and the phosphorylation state of
CRMP2 with an anti-CRMP2 (T514).

Quantification of CRMP2 T514 phosphorylation by analysis of the densitometric profiles of
the bands using Imagel64. Band intensity is represented by the peak area. The ratio of peak

area of CRMP2 to that of CRMP2 (T514) was determined.
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Figure 3. CRMP2 expression downstream of PTP4A3 reduces cell

migration and invasiveness

A)

B)

Q)

D)

E)

F)

Western blot showing the knockdown of CRMP2 in OCM-1 cells expressing EGFP, EGFP-
PTP4A3, or EGFP-C104S. Twenty micrograms of protein extract was loaded. The detection of
a-tubulin was performed as a loading control.

The mean overall speed of OCM-1 cells was assessed by a 2D random cell migration assay by
time-lapse video microscopy. Data are shown as the mean values +/- SD. ~100 cells were
tracked per condition. ***p < 0.001, Student’s t-test.

Western blot showing the knockdown of CRMP2 in human PDX-MP41 cells and endogenous
expression of PTP4A3. Twenty micrograms of protein extract was loaded. The detection of B-
actin was performed as a loading control.

The mean overall speed of MP41 cells was assessed by a 2D random cell migration assay by
time-lapse video microscopy. Data are shown as the mean values +/- SD. ~100 cells were
tracked per condition. ***p < 0.001, Student’s t-test.

Quantitative analysis of the relative invasiveness of EGFP-PTP4A3shCtrl and EGFP-
PTP4A3shCRMP2 cells. Cells (0.25x10°) were inoculated into the CAM of chick embryos and
the presence of human cells assessed by real-time PCR analysis of chick GAPDH and human
alu sequences in the chick femur DNA. Values for the calibrator were arbitrarily defined as 1.
The graphs show the means +/- SD. *P < 0.05 (embryos = 14/cell line), Student test.

MMP14 localization on the cell surface assessed by flow cytometry of nonpermeabilized

OCM-1 cells. (****p < 0.0001), Student test.

Figure 4. CRMP2 affects the actin network

A)

Visualization of the actin cytoskeleton network in OCM-1 cells as assessed by Phalloidin

staining. After deconvolution, images were processed using ImagelJ64. Scale bar = 10 um.



B)

Q)

D)

E)
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Quantification of the number of fragments of < 40 adjoining pixels normalized to the cell area
in OCM-1 cells. Data are shown as the mean values +/- SEM. ~20 cells were analyzed. ***p <
0.001,**p < 0.01, Student’s t-test.

Visualization of the actin cytoskeleton network in OCM-1 cells as assessed by Phalloidin
staining of cells treated with Y27632 for 24 h. After deconvolution, images were processed
using Imagel64.

Quantification of the number of fragments of < 40 adjoining pixels normalized to the cell area
in OCM-1 cells treated or not with Y27632. Data are shown as the mean values +/- SEM. ~60
cells were analyzed. ***p < 0.001,* p < 0.01, * p < 0.05, Student’s t-test.

The mean overall speed of OCM-1 cells treated with Y27632 as assessed by a 2D random cell
migration assayed by time-lapse video microscopy. Data are shown as the mean values +/-

SD. ~100 cells were tracked per condition. ***p < 0.001,**p <0.01, Student’s t- test.

Figure 5. CRMP2 affects the microrheological properties of the cells

A)

B)

Q)

Sketch of the microrheology experiments. A 2-um-diameter bead internalized in the cell is
trapped with an optical tweezer. At time ¢ = 0 s, the microscope stage is moved in a X;= 0.5-
um step displacement. After the initial rapid displacement of the bead from the trap center,
the bead position x,(z) relaxes towards the center of the optical trap, which acts as a spring.
Single particle tracking of the bead allows determination of the viscoelastic relaxation curves
shown in B.

Average bead displacement curves showing viscoelastic relaxation of the bead towards the
trap center following a 0.5-um step displacement of the microscope stage for OCM-1-EGFP-
PTP4A3 and OCM1-EGFP-C104S cells treated with shCtrl or shCRMP2.

Quantification of the relaxation curves using a phenomenological model-independent

approach (upper graphs) yielding the rigidity index and the bead-step amplitude, and the
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Standard Linear Liquid (SLL) viscoelastic model (lower graphs) yielding the elasticity and
viscosity of the cytoplasm.

Data were obtained from N = 16 and 14 beads for the OCM-1-EGFP-PTP4A3 cells treated with
shCtrl or shCRMP2, respectively, and from N = 13 and 18 beads for OCM1-EGFP-C104S cells
treated with shCtrl or shCRMP2, respectively. Error bars represent the standard error. p-
values were determined using Student’s t-test for unpaired samples (***p < 0.001, *p <

0.05).

Figure 6. CRMP2 expression by uveal melanoma tumors

A)

B)

PTP4A3 and CRMP2 expression were determined by microarrays analysis. Specimens were
analyzed on GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 microarrays (Affymetrix) as described
previously’. PTP4A3 and CRMP2 expression are inversely correlated in tumors (Spearman
coefficient of -0,4). 63 tumors were analysed, each one divided in two groups : the red dots
correspond to meta0 tumors (low metastatic risk) and blue dots to metal tumors (high
metastatic risk).

Effect of CRMP2 expression on UM survival. Kaplan-Meier analysis of CRMP2 expression in 80

uveal melanoma tumors from the TCGA database (.http://ualcan.path.uab.edu/index.html).

Figure 7. Model for the regulation of PTP4A3 and CRMP2 expression in

uveal melanoma cells

The phosphatase PTP4A3 dephosphorylates CRMP2 on the T514 affecting cytoskeleton

(microtubule function and actin fibers formation) which affect cells micro-rheoligical properties

and MMP14 membrane accumulation leading to an increase of both migration and invasion.

Arrow : activation, blind-ended arrow : inhibition.
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Supplemental Figure 1

Western blot showing the decrease of phosphorylated cofilin (S9) levels in OCM-1 cells treated with
Y27632, confirming the inhibition of ROCKII. Twenty micrograms of protein extract was loaded. The

detection of total cofilin was performed as a loading control.

Supplemental Figure 2

A) Visualization of the microtubule network in OCM-1 cells as assessed by tubulin
immunofluorescence after PFA fixation. Cells were treated with nocodazole and microtubule
repolymerization followed for TO, 5, and 10 minutes after drug rinse. After deconvolution,
images were processed using Imagel64. Scale bar = 10 um.

B) Quantification of the number of fragments of < adjoining 40 pixels normalized to the cell area
in OCM-1 cells at T5. Data are shown as the mean values +/- SEM. ~20 cells were analyzed.
*p < 0.05, Student’s t-test.

C) Quantification of the percentage of cells with an aster at T5. Data are shown as the

percentage +/- SD. ~20 cells were analyzed. **p < 0.01, *p < 0.05, Student’s t-test.






Figure 1 : PTP4A3 expression reduces T514 CRMP2 phosphorylation
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Figure 2 : PTP4A3 and CRMP2 interact
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Figure 3 : CRMP2 expression downstream of PTP4A3 reduces cell migration and invasiveness
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Figure 4 : CRMP2 affects actin network
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Figure 5 : CRMP2 affects the micro-rheological properties of the cells
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Figure 6 : Correlation between CRMP2 expression and uveal melanoma survival
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Figure 7 : Regulation model of PTP4A3 on CRMP2 in uveal melanoma cells
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Résultats

Partie Il : La phosphatase PRL-3 est un acteur central des étapes
clés de la tumorigenese et du développement métastatique

Revue a soumettre
The phosphatase PRL-3 is involved in all the key steps of the metastatic process.
Laura DUCIEL!, Gomez Luis Cristobal MONRAZ, Inna KUPERSTEIN, Simon SAULE.

Préambule sur la biologie systémique et le projet NaviCell :

La biologie systémique ou biologie intégrative vise a intégrer différents niveaux d’informations pour
comprendre comment fonctionne un processus ou systeme biologique.

L'un des objectifs le plus important de la biologie systémique est de développer un langage commun
pour la représentation formel des connaissances en biologie moléculaire. Actuellement, la plupart des
informations concernant les mécanismes de biologie moléculaire sont dispersés dans les milliers de
publications scientifiques, ce qui limite leur analyse bioinformatique et par les outils de la biologie
systémique.

Une des approches mise en ceuvre pour formaliser les connaissances biologiques est de les collecter
dans des bases de données telles que : Reactome, KEGG PATHWAYS, Panther, SPIKE, WikiPathways,
TransPath, BioCyc et d’autres. La plupart de ces bases de données permettent d’explorer les mécanismes
moléculaires visuellement, quelques-uns inclus des outils analytiques pour analyser leur structure [525].

Une approche paralléle consiste a créer une représentation graphique des mécanismes biochimiques
sous la forme d’une carte des interactions moléculaire. L'idée de la cartographie des processus
moléculaires est apparue au tout début de la biologie moléculaire. Les premiéres cartes sur le
métabolisme, le cycle cellulaire, la réparation a I’ADN ont été créés manuellement dans les années 60
sans aucune base de donnée. De telles cartes peuvent étre considérées comme une collection de
diagrammes, chacun décrivant un processus cellulaire particulier, regroupés dans un ensemble ou les
acteurs moléculaires et leurs groupes occupent un « territoire » propre. Cette représentation
géographique possede certains avantages par rapport aux représentations des bases de données dans
lesquelles il n'est pas possible d’avoir une visualisation globale des voies de signalisation ni des liens
entre elles.

Une avancée significative de la biologie systémique a été la combinaison de ces deux approches pour la
formalisation des connaissances en une seule. Dans ce but, il a été nécessaire de développer un langage
graphique (compréhensible par I’'humain), un langage informatique (dans lequel le langage graphique
peut étre cartographié) et un logiciel permettant la schématisation d’une tres grande carte contenant les
interactions moléculaires et qui va créer simultanément un fichier informatique servant de base de
donnée. Ces challenges ont inspirés la création d’outils comme CellDesigner [526] (langage SBGN) pour la
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représentation graphique de diagrammes biologiques et BioPAX (langage SBML) pour I'échange de
contenue des bases de données [527].

Le logiciel NaviCell (http://navicell.curie.fr) a ainsi été développé et présente les avantages
suivants (Figure V.2):

- une navigation web facile de type Google Maps a travers le contenu de I'ensemble des
interactions moléculaires

- lavisualisation de la carte a différentes échelles lisibles grace a un zoom

- la possibilité d’avoir un retour des utilisateurs sur le contenu de la carte de fagon interactif

NaviCell offre également un forum de discussion sur le contenu de la carte pour la communauté.

Figure V.2 : Architecture générale de I'’environnement de NaviCell.
Figure et légende d’aprés (Kuperstein et al., 2013).

NaviCell utilise le logiciel CellDesigner pour créer les représentations graphiques qui permet de
représenter les différentes entités (protéines, ARN, ADN, récepteur, etc...) existantes au sein d’une
cellule mais également les différentes modifications possibles de ces entités (phosphorylation,
glycosylation, dégradation, etc...) ainsi que les différents compartiments cellulaire. Une fois que la
représentation schématique d’un processus donné est terminée sur Celldesigner, celle-ci est
convertie, via NaviCell factory, en fichier html et Javascript qui sont nécessaire pour la construction
du site web NaviCell. Les mécanismes moléculaires sont décrits sur la carte, formant un atlas
interactif, en représentant I'ensemble des interactions biochimiques des différentes molécules
[528](Figure V.3).
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Figure V.3 : Construction d’une carte avec Celldesigner.

A Liste des différentes entités et leur représentation schématique.

B Liste des modifications possibles d’une protéine et leur représentation.

C Liste des différents types de réactions possibles

D Modele de schématisation sur Celldesigner : Une drogue se fixe sur un récepteur transmembranaire
(1) et va induire la phosphorylation d’'une protéine (2). La protéine phosphorylée aboutit a un phénotype
donné (3). L'expression de cette protéine est induite dans le noyau par le complexe TF/Co-facteur (4),
L’ARNm est ensuite transloqué dans le cytoplasme (5) et traduit en protéine. Un miARN est capable de
bloquer la transduction (6).

Figure et légende d’aprés (Kondratova et al., 2018) et Celldesigner Startup guide 4.3

NaviCell a ainsi permis la création de cartes tres variées telles que : la voie de signalisation mTOR, la
maladie de Parkinson, le métabolisme du fer dans les cellules de mammiferes et beaucoup d’autres.
Mais NaviCell a également permis de construire la base de donnée ACSN (Atlas cancer of signalling
Network). ACSN est une ressource qui contient une collection de cartes interconnectées regroupant tous
les mécanismes et voies de signalisation impliqué dans le cancer. Les objectifs d’ACSN sont de :

» Construire une ressource organisée qui contient tous les résultats biologiques synthétisés de

plusieurs équipes de recherche
> Partager les informations et discuter des mécanismes des procédés biologiques

> Créer un outil analytique pour I'intégration et I’analyse de données haut débit

Actuellement I’Atlas d’ACSN se compose de cing cartes dans lesquelles les processus cellulaires majeurs
impliqués dans les cancers sont représentés : réparation de I'ADN, cycle cellulaire, EMT et motilité,
Survie et apoptose [529] (Figure V.4).
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Figure V.4 : L’interface d’ACSN.

a) L'interface d’ACSN inclus la carte et a droite se trouvent : un panel de sélection des différentes entités,
un panel de d’analyse de données (Data Visualization) et en haut une barre de recherche pour trouver
une protéine d’intérét.

b) Agrandissement d’une partie de la carte. La sélection d’une entité permet I'ouverture d’une fenétre
contenant : des liens menant a d’autres bases de données (ldentifiers), des liens permettant d’accéder a
tous les modules de la carte dans lesquelles cette entité est présente (Map Modules), des liens donnant
des références pubmed (References).

c) Agrandissement d’une partie d’'un module qui montre la voie Wnt non canonique de la carte
« survie ». Il s’agit du niveau le plus détaillé de la carte.

Figure et légende d’aprés (Kuperstein et al., 2015).

Une autre partie de mon projet, réalisé en collaboration avec Inna Kuperstein, visait a établir une carte
du réseau d’interaction des molécules et des voies de signalisation impliquant PRL-3 dans le
développement du cancer en utilisant Celldesigner et visant a étre intégré a ACSN (Figure V.5).

La création de cette carte a donné lieu a la rédaction d’'une revue dans laquelle I'analyse de la carte a été
réalisée a du plugin BiNoM 2.5 du logiciel Cytoscape 2.7.0. BiNoM est un outil analytique dont le but est
de réduire la complexité des réseaux biologiques en extrayant certaines parties pour crée des sous-
groupe de réseaux plus lisible et compréhensible. BiNoM permet également d’analyser la carte, par
exemple, en trouvant le « chemin » le plus court entre deux entités ou bien en trouvant toutes les voies

qui ne contiennent pas de boucles d’autorégulation (self-intersecting paths) [530].

Figure V.5 : Carte des molécules et voies de signalisation régulées par PRL-3 dans les cancers.
Carte réalisée a l'aide du logiciel Celldesigner.
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Résumé :

La formalisation des données issues de la littérature sous forme d’une carte regroupant I'ensemble des
voies de signalisation et protéines impliquées dans les cancers en lien avec la phosphatase PRL-3 a été
réalisée a partir de 63 références issues de la littérature. La carte contient ainsi: 784 entités dont 141
protéines et 342 réactions chimiques. L’analyse de cette carte a ensuite été réalisée avec BiNoM 2.5 et a
permis de montrer que PRL-3 est un acteur central qui contrble les étapes clés impliquées dans la
tumorigenese et le développement métastatique :

- cycle cellulaire via le controle de la voie p53
- survie et prolifération via les voies MAPK, mTOR, STAT3
- angiogenése via la voie VEGF
- adhérence via la voie Erk
- remodelage du cytosquelette via les RhoGTPase
- TEM et motilité via la voie Akt
- Invasion via la voie Src
Ce contréle s’exerce également par la régulation de nombreux effecteurs tels que la E-cadhérine pour la

TEM, les intégrines pour d’adhérence, les MMPs pour l'invasion et certaines protéines régulatrices du
cytosquelette pour son remodelage.
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Summary

PRL-3 belongs to the PRL phosphatases family. Although, the physiological role of this phosphatase
is poorly known, numerous studies showed that PRL-3 is a marker of cancer progression and is
associated with metastasis development. The evidences about implication of PRL-3 in various steps
of metastatic process as cell cycle, survival, angiogenesis, adhesion, cytoskeleton remodelling, EMT,
motility and invasion were reported. In addition, a number of direct or indirect substrates molecules
were discovered. However, this information is dispatched across numerous papers and the holistic
picture is missing. Therefore, we systematically collected information from the literature and
depicted this knowledge in the form of comprehensive signalling network map. The analysis of the
network map allowed us to retrieve signalling pathways through which PRL-3 is governing the key
steps of metastatic process in cancer. In this review we summarise the current view on PRL-3 in the
cancer and molecular mechanisms involved.

Introduction

Tumorigenesis is a gradual multistep process that enables cells to acquire new biological capacities
that will allow tumor formation and dissemination for metastases formation “*. The first step
corresponds to cellular transformation and tumor growth due to an uncontrolled proliferation. This
proliferative capacity is acquired by apoptosis resistance, cell cycle deregulation and pathways



involved in cell survival. Then, deregulations of angiogenic pathways allow the neovascularization of
the tumor, which is important for tumor growth but also for metastatic colonization. Finally, to
invade distant organs, tumor cells have to acquire migration capacity, which is provided by the EMT
associated with cytoskeleton reorganization and modification of cellular adherence >.

Multiple signalling pathways are implicated in this sequence of events promoting an evolution from
normal cell to invading cancer cell. Among others, PTPs (protein tyrosine phosphatases) that
constitute a large family of enzymes playing crucial roles in the regulation of key signalling pathways
involved in the control of cell proliferation, adhesion, migration, differentiation and survival and
apoptosis’. Deregulation of PTP activity leading to aberrant tyrosine phosphorylation has been
implicated in the progression of various diseases, including cancer °.

PRLs (Phosphatases of regenerating liver) are dual-specificity phosphatases (DSP), which is a
subgroup of PTPs. The PRLs are small proteins (22 kDa) closely related since they show at least 75%
homology in amino acid sequence®. PRLs are conserved during evolution and are expressed during
the embryonic development7 especially in skeletal muscle in vertebrates®. The PRLs have a N-
terminal catalytic domain containing the PTP active site sequence CX5R, in which the cysteine is the
catalytic residue’, and a C-terminal CAAX prenylation sequence important for membrane
association and intracellular localization®. In fact, prenylated PRLs are associated with the plasma
membrane, the early endosomes and autophagosomes but non-prenylated PRLs are redistribute to
the nucleus *>*2. The phosphatase of regenerating liver-3 (PRL-3) or Protein tyrosine phosphatase
4A3 (PTP4A3) belongs to the PRL phosphatases family comprising three members: PRL-1, PRL-2 and
PRL-3. The gene responsible for encoding PRL-3 protein is located in the 8924.3 chromosome. In
human adult tissues, PRL-3 is mostly expressed in skeletal muscle and heart and at a lower levels in
other tissues such as retina, liver and pancreas™.

Little is known about the physiological roles of the PRLs, but all of them have been shown to be
implicated in cell proliferation, migration, invasion, tumor growth and metastasis®. Interestingly, the
inhibition of prenylation and therefore the relocalization of PRLs in the nucleus abolish their pro-
migratory and pro-metastatic effects in cancer . PRL-3 was the first member of the PRLs to be
found overexpressed in liver metastasis from colon cancer compare with colon tissue or primary
tumors®®. PRL-3 is the most described PRLs member because the phosphatase was found most
frequently overexpressed in cancers. Currently, it is known that PRL-3 is involved in the metastatic
process of multiple human cancers: gastric cancers®, ovarian cancers®"?, cervix cancer?, non-small
cell lung cancer®, liver cancer?®, human gliomas?’, nasopharyngeal carcinoma®®, esophageal
cancer®’, metastatic colorectal carcinomas (CRCs)3°’31, breast cancer’?, uveal melanoma*3?, cervical
cancer®®, salivary adenoid cystic carcinoma®® but also myeloid leukemia®® and multiple myeloma®’.

Nevertheless, its mechanism of action and its intracellular substrates remain largely unknown,
evoking numerous studies about PRL-3 substrates, pathways and mechanisms in which the
phosphatase in involved. We used a systems biology approach and integrated published evidence
on molecular mechanisms implicating PRL-3 into a comprehensive map of molecular interactions.
We further performed a structural network analysis to elucidate the main players in the different
key steps of metastasis. The analysis of the network map allowed us to retrieve signalling pathways
through which PRL-3 is governing these processes. This works helped us to produce the current
review where we describe the action of PRL-3 that allows cells to acquire the biological capabilities
involved in tumor development and invasion.



Signalling network map construction and analysis

We manually retrieved scientific results about the PRL-3 from the literature and systematically
gathered them together into a comprehensive signalling map (Supplementary Figure 1). We
conducted a literature search to identify papers in which PRL-3 was studied. We used the keywords
“PRL-3” and “PTP4A3” and selected the references that link the phosphatase to cancer. All the
scientific results in these references were then graphically depicted as biochemical reaction
network using the Cell Designer tool®® and the Systems Biology Graphical Notation®, to describe the
biological processes. The software creates a structured network representation in the Systems
Biology Markup Language™, which allows to perform further computational analyses. The signalling

ap is available at: https://acsn.curie.fr/navicell/maps/invasion_motility/master/index.html).

In order to identify pathways which regulate various phenotypes, we used the BiNoM** plugin in
Cytoscape®” to perform a path analysis in the map by OCSANA algorithm®. Such path analysis was
performed to extract the main signalling pathways that lead to metastasis (e.g. “Invasion”,
“Angiogenesis”, etc.) and implicate PRL-3. The identified paths in the networks guided further
complexity reduction of the network, by maintaining the first order connections, but removing from
the network un-related processes. This reduction allows to understand the organization principles
of the map and to identify the key paths. In this way, the major players connecting PRL-3 and the six
major phenotypes of interest (cell cycle, survival, angiogenesis, adhesion, cytoskeleton remodeling,
EMT and motility and invasion), were retrieved. The diagrams of reduced models related to the
regulation of the six aforementioned phenotypes are used to illustrate the messages in the review.

PRL-3 signalling in cell cycle, survival and apoptosis

PRL-3 has been observed to be involved in tumor development by controlling cell cycle and
therefore, apoptosis and survival. While p53 is known to affect the transcription of the PRL-3
gene*, PRL-3 is also able to down-regulate p53 in cancer cells by inducing the transcription of PIRH2
and increasing the phosphorylation of MDM2, being both negative p53 regulators **, or by down-
regulating the expression level of the p14 alternate reading frame (p14”%F)*.

PRL-3 interacts with the telomere-related protein RAP1, a protein that ensures telomere
lengthening, and therefore regulates NF-kB signaling pathway, by up-regulating the expression and
phosphorylation of p65*’. PRL-3 also promotes cell proliferation by up-regulating KCNN4 channels,
in an NF-kB dependent manner, hence facilitates the G2/M transition*®. A study conducted in triple-
negative breast cancer (TNBC) demonstrated that PRL-3 knockdown results in G1 cell arrest, and
induces a TNFa response, which leads to cell senescence, through TNF-R1-mediated activation of
NF-kB, and subsequently apoptosis as a result of increased TNF-R1 signaling through the TNFa-
associated extrinsic death pathway, shunting the signaling away from the NF-kB cascade®.

In mouse embryonic fibroblasts (MEFs), Prl-3 overexpression induces G1 arrest downstream of p53,
by triggering a PI3K-Akt-activated negative feedback loop**. PRL-3 has also been shown to promote
proliferation by activating the Akt/mTOR pathway’. Akt/mTOR signalling regulates apoptosis, cell
growth, cell cycle and angiogenesis. PRL-3 is able to induce mTOR phosphorylation leading to
increased downstream signalling of mTOR substrates, such as p70S6K and 4E-BP1°. A recent study
also highlight a cooperation between AKT/mTOR and WNT/B-catenin signalling networks in PRL-3
high acute myeloid leukemia (AML)*.

Furthermore, down-regulation of PRL-3 leads to the inhibition of proliferation and apoptosis
induced by emodin in the SGC-7901 human gastric carcinoma cell line>>. It was also shown that PRL-
3 induces hyperactivation of EGFR and its downstream signaling cascades in multiple human cancer



cell lines™®. Finally, PRL-3 overexpression in multiple myeloma (MM) increased survival, STAT3
phosphorylation and the number of cells in G2/M and reduced cells in S and G1 phasesss.
Remarkably, in colon cancer, the increase of STAT3 phosphorylation by PRL-3 induces the
expression of miR-21, miR-17 and miR-19a, which directly targeted PTEN.

All of these results indicate that PRL-3 is involved in cell-cycle regulation, by controlling phase
transition and in the regulation of the major player p53 to promote proliferation and inhibit
apoptosis (Figure 1A).

PRL-3 signalling in angiogenesis

Guo et al. provided the first evidences about the role of PRL-3 in tumor angiogenesis in 2006. They
observed that PRL-3 is expressed in fetal heart, developing blood vessels and immature
erythrocytes but not in their mature counterparts suggesting an essential role of PRL-3 in early
angiogenic events. Then, they investigated the functions of PRL- 3 in tumor angiogenesis, they
showed that Chinese hamster ovary (CHO) cells and DLD-1 human colon cancer cells expressing PRL-
3 could redirect the migration of human umbilical vascular endothelial cells (HUVEC) toward them,
but also that DLD-1 cells could enhance HUVEC vascular formation®’. Furthermore, after injection of
CHO cells expressing PRL-3 into nude mice they observed the recruitment of host endothelial cells
into the tumors and initiation of angiogenesis. Interestingly, they reported that PRL- 3-expressing
cells reduced interleukin-4 (IL-4) expression levels and thus attenuated IL-4 inhibitory effects on the
HUVEC vasculature®’. VEGF is also able to promote PRL-3 gene transcription by inducing the
expression of the transcription factor MEF2C>%.

An additional study showed that PRL-3 participates in VEGF signalling, potentially via Src activation,
and enables angiogenesis in primary cultures of murine and human endothelium. Finally, in
endometrial adenocarcinoma, PRL-3 induces microvascular vessel formation by promoting VEGF
expression via the up-regulation of phosphorylated extracellular signal-regulated kinase (pERK)GO.
The same observations were also obtained in lung cancer cells** (Figure 1B).

PRL-3 signalling in adhesion

Several studies showed that PRL-3 promotes cancer invasion and metastasis by regulating cell
adhesion. Peng et al. were the first to identify integrin a1 as an interacting protein of PRL-3°! by co-
immunoprecipitation assays. After, it was demonstrated that PRL-3 interact and down-regulates the
tyrosine-phosphorylation level of integrin [3118’62, particularly the Y783, a key residue for integrin 1
function®®. PRL-3 also regulates integrin a2 by suppressing c-fos expression and decreases
expression and phosphorylation of paxillin in ovarian cancer cells®®. The down-regulation of paxillin
by PRL-3 was also reported in Hela cells®. In addition, PRL-3 regulates integrin a5 recycling through
Arfl activity®®. JAM2, a junctional adhesion molecule, was recently found as PRL-3 interacting
protein in colon cancer®’. To support these observations, in acute lymphoblastic leukemia PRL-3 was
shown as a mediator of SDF-1a stimulated calcium release tat leads to activation focal adhesion
kinase (FAK) and Src, important effectors of migration and adhesion®. Finally, PRL-3 is also able to
dephosphorylate phosphatidylinositol® and to increase the phosphorylation level of Erk1/2”°
(Figure 2A).

PRL-3 signalling in cytoskeleton remodelling

Even though PRL-3 substrates are not completely characterized, there are currently three
cytoskeletal proteins that have been identified as PRL-3 targets, providing strong evidence of PRL-3
role promoting migration and invasion by cytoskeleton remodelling.



The first PRL-3 identified substrate was Ezrin. Ezrin belongs to the ERM protein family, which links
cell surface receptors and actin cytoskeleton. PRL-3 decreases Ezrin phosphorylation and in vitro
phosphatase assays suggested that PRL-3 affects Ezrin-pThr567 in endothelial cells, which promotes
tumor progression’™.

The cytoskeletal intermediate filament keratin 8 (KRT8), was also identified as a PRL-3 substrate. In
fact, there is a physical interaction between PRL-3 and KRT8 and their colocalization at cellular
lamellipodias and ruffles in vivo. Moreover, PRL- 3 expression results in reduced or suppressed KRT8
phosphorylation, particularly at the invasive front and in the liver metastases, indicating that PRL-3
might participate in cell migration and metastasis in colon carcinoma via KRT8 dephosphorylation”?.
Finally, Stathmin, a key oncoprotein, is also a cytoskeletal PRL-3 associated protein. Stathmin is
involved in the control of microtubule dynamics, it interacts with PRL-3 in colon cancer cells, which
leads to microtubule destabilization and contributes to progression and metastasis of CRC”>.

Other studies have shown that PRL-3 is able to modulate cytoskeleton by regulating Rho family
GTPases. In SW480 colorectal carcinoma cells expressing exogenous PRL-1 and PRL-3, an activation
of RhoA, RhoC and consequent PRL-mediated motility and invasion were blocked by inhibition of
Rho kinase (ROCK), a key Rho effector. Furthermore, PRL PTPs reduced the activity of Rac but did
not affect Cdc42 activity’®. PRL-3 also increases RhoA and mDial activity in lung cancer, which
promotes actin polymerization and leads to increased migration and invasion®.

The activation of RhoC by PRL-3 was confirmed by additional studies’*”*, showing that in CHO cells
expressing PRL-3, reduced level of active RhoA and Racl were observed. That coincided with a
reduction of actin filaments®. The effects of PRL-3 on RhoA and probably on the other Rho GTPases,
might be cell type dependent or fluctuate according to the biological context (Figure 2B).

PRL-3 signalling in EMT and motility

PRL-3 also plays a critical role in epithelial to mesenchymal transition (EMT). EMT is a physiological
process required during development for tissues and organs formation. It has been shown that PRL-
3 is required in Xenopus laevis for cephalic neural crest migration in vivo, essential for embryonic
development, ’°. The same EMT mechanisms is guiding the transformation of epithelia cells into
mesenchymal phenotype in cancer, enabling their migration and a form of metastasis. In cancer
cells, it has been well described that PRL-3 is able to initiate EMT by activating Akt pathway. Wang
et al. reported for the first time in 2007 that PRL-3 activates Akt by down-regulating PTEN
expression, inhibiting GSK-38, which leads to increase in mesenchymal markers, as fibronectin and
Snail and the reduction of epithelial markers, as E-cadherin, y-catenin and integrin B3°. The
activation of Akt pathway by PRL-3 was then confirmed also by others®®’®. It was also
demonstrated that PRL-3 promotes EMT by directly down-regulating E-cadherin and CDH22
expression®®. Another study showed that PRL-3 is able to down-regulate PTEN by NHERF1
dephosphorylation in the nucleus, leading to the translocation of both PTEN and NHERF1 from the
nucleus to the cytoplasm83. Moreover, in colon cancer cells, PRL-3 induces KCNN4 expression,
resulting in Snail expression and parallel reduction of E-cadherin®*.

Finally, a study performed in acute myelogenous leukemia shows that LEO1 expression, a
component of RNA polymerase Il-associated factor (PAF), activates SOX2 and SOX4 gene expression
which are potent oncogenes in myeloid transformation. These molecular regulations positively
correlated with PRL-3 levels®> again confirming a role of PRL-3 in EMT and motility in cancer (Figure
3A).

PRL-3 signalling in invasion



The link between PRL-3 and the tyrosine kinase Src, a well-known proto-oncogene, seems to be
fundamental in the promotion of invasion and metastasis. PRL-3 is able to promote cell invasion by
activating Src®, as well as Src is also able to promote invasion and motility by mediating PRL-3
phosphorylation’, showing mutual dependence between these two players. PRL-3 induces Src
activation by increasing elF2 phosphorylation, which down-regulate Csk, a negative Src regulator®’.
Furthermore, to clarify the PRL3-mediated signalling network, Walls et al. showed that PRL-3
expressing cells exhibit an increase in protein tyrosine phosphorylation in general, but especially on
a multiple signalling effectors responsible for Rho-family GTPase, PI3K-Akt, STAT, and ERK
activation, suggesting Src as the primary signal transducer of PRL-3 effects®®.

In addition, some studies also highlighted that PRL-3 facilitates tumor cells invasion by regulating
extracellular matrix degradation mediated by matrix metalloproteinases (MMPs). In particular, PRL-
3 has been demonstrated to promote invasion by up-regulating MMP-10%° in TNBC cells, MMP-7 in
human colorectal cancer® and in glioblastoma®. Likewise, PRL-3 up-regulates MMP-7"° as well as
MMP-2/MMP-9 in gastric carcinoma’’. It was observed in colon cancer cells that PRL-3 promotes
MMP-2 activity by regulating the balance between MMP-2 and TIMP2 (MMP-2 endogenous
inhibitor)®. PRL-3 also increases cell membrane accumulation and activity of MMP-14 in uveal
melanoma®.

Finally, a recent study reported another mechanism by which PRL-3 can promote invasion in
colorectal cancer. According to this study, PRL-3 up-regulates CCL26 that binds to the CCR3
receptor, and induces mobilization of intracellular Ca’*in TAMs, resulting in increased expression of
IL-6 and IL-8 and therefore tumor-associated macrophages (TAM) infiltration (see figure 3B)*. Yet,
TAMs play a role in invasion, as they are present in inflammatory infiltrates in tumor tissues and
they can produce numerous lymphangiogenic growth factors, cytokines, proteases which are
mediators promoting tumor cell proliferation and metastasis®*.

Discussion

As described in the previous sections, PRL-3 is able to modulate the key processes that lead to
metastasis. This is achieved mainly by targeting major signaling pathways, such as p53, MAPK,
mTOR and STAT3, thus promoting proliferation and survival. PRL-3 induces angiogenesis via VEGF
activation (Figure 4). A strong correlation between PRL-3 and Erk was shown, Erk is well known to
allow extracellular matrix adhesion. Even though the role of PRL-3 on RhoGTPase is not clear (in
some studies PRL-3 activates RhoA and in other the phosphatase down-regulates RhoA expression),
PRL-3 modulates RhoGTPase to promote cytoskeleton remodeling but also EMT and motility,
invasion and angiogenesis. The activation of AKT by PRL-3 is also well established and it promotes
survival, EMT and motility, and invasion. Finally, one of the most important players activated by
PRL-3 is the kinase Src to promote invasion and metastasis. PRL-3 also acts by regulating some
effectors directly. Indeed, the phosphatase regulates directly integrins, FAK and paxillin involved in
focal adhesions or MMPs involved in the degradation of extracellular matrix (Figure 4). PRL-3 also
modulates cytoskeleton proteins such as Ezrin, stathmin and keratin 8 which each of them
regulating actin, microtubules and intermediate filaments respectively.

As PRL-3 is involved in many cancers, this phosphatase appears to be a viable therapeutic target.
Some PTP inhibitors are currently used in research but some efforts must be done in order to obtain
a selective component that can be used in therapy. Numerous molecules were identified to inhibit
PRL-3 by using different mechanisms. Some of them inhibit the phosphatase activity of PRL-3.
However, it is also possible to inhibit its anchorage to the plasma membrane by inhibiting
farnesylation. Certainly, PRL-3 localization may regulate its function. For example, it was shown that



preventing PRL-3 anchorage to the plasma membrane, using farnesyl-transferases inhibitors (FTI),
abolishes PRL-3-induced migration in cells*2. Unfortunately, most of the studies did not mention the
localization or the state (phosphorylated, prenylated) of PRL-3, so that we cannot determine if
these parameters are crucial for all of its functions.

The information about the signalling of PRL-3 in cancer invasion is now presented in a form of
signalling map and available online. The PRL-3 map is part of the Atlas of Cancer Signalling Network
(ACSN, https://acsn.curie.fr/Temp/ACSN2.html)®, the map is entitled ‘The invasion and motility
map’. ACSN is a web-based resource that contains a collection of maps depicting molecular
processes in the cancer cell as well as in the tumor microenvironment. This tool has many
applications that have been reviewed elsewhere®™. This systems biology approach of knowledge
representation allows to analyse omics data in the context of the map in order to understand
implication of PRL-3-regulated processes in different cancer types. ACSN also forms part of the
disease maps community (http://disease-maps.org), which aims to apply similar approaches to
study different diseases. This partnership allows the study of disease comorbidities, treatment
responses prediction, among others’”*8. This integration with other resources opens further
opportunity to reveal role of PRL-3-related signalling in human disease different from cancer.
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Figure legends

Figure 1. A: Molecular mechanisms induced by PRL-3 leading to cell cycle progression, survival
and proliferation in cancer. B: Molecular mechanisms leading to angiogenesis induced by PRL-3
in cancer.

Figure 2. A: Molecular mechanisms of cell matrix adhesion induced by PRL-3 in cancer. B:
Molecular mechanism of cytoskeleton remodelling induced by PRL-3 in cancer. For the entities
annotation please see the legend in Figure 1.



Figure 3. A: Molecular mechanisms leading to EMT and motility induced by PRL-3 in cancer. B:
Molecular mechanisms that promote invasion induced by PRL-3 in cancer. For the entities
annotation please see the legend in Figure 1.

Figure 4. Main players and signalling pathways regulated by PRL-3 in the key step processes of
tumorigenesis and metastasis development.

Supplementary figure

Supplementary Figure 1. Literature based network map of PRL-3 involvement in cancer. The
network was manually constructed in CellDesigner. It covers 117 proteins, represents 364
reactions and is based on 63 scientific papers.
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Discussion

Un besoin de traitements efficaces contre les métastases hépatiques

Le mélanome uvéal est une tumeur rare mais il s’agit de la tumeur maligne intraoculaire la plus
fréquente chez 'adulte. De plus, cette tumeur est treés agressive puisque, malgré le traitement efficace
de la tumeur primaire, jusqu’a 50% des patients développent des métastases majoritairement
hépatiques. Celles-ci sont souvent la cause du déces des patients et le délai de survie moyen aprés
apparition de ces métastases est d’environ six mois. En effet, il n’existe actuellement pas de traitement
efficace pour soigner les métastases et ainsi améliorer le taux de survie.

Il a été montré que les tumeurs primaires ont souvent déja disséminées au moment du diagnostic [119]
ce qui pourrait étre expliqué par le fait que les altérations chromosomiques du mélanome uvéal
apparaissent précocement au cours du développement tumoral dont celles impliquées dans le
développement métastatiques, telle que la mutation BAP1 [226]. Cette dissémination précoce
expliquerait ainsi pourquoi les traitements plus agressifs contre la tumeur primaire n’augmentent pas le
taux de survie. Il y a donc un besoin urgent de développer de nouvelles thérapies soit en permettant de
prévenir 'apparition de métastases par thérapies adjuvantes soit en permettant de soigner les
métastases hépatiques de facon efficaces.

L'une des raisons qui explique la formation de métastases préférentiellement dans le foie est que le
mélanome uvéal dissémine trés majoritairement par voie hématogene, les vaisseaux lymphatiques
n’étant pas présent dans I'ceil [531]. De plus, comme décrit dans le chapitre |, le microenvironnement de
I’organe dans lequel se forment les métastases est un facteur essentiel pour permettre la colonisation, la
survie et la croissance des cellules tumorales. Or, il a été montré que les cellules de mélanome uvéal
surexpriment certains récepteurs tels que IGF1R (Insulin-like Growth Factor 1 Receptor), MET et CXCR4
dont les ligands respectifs (IGF1, HGF (Hepatocyte Growth Factor) et CXCL12) sont fortement exprimés
dans le foie ce qui pourrait expliquer que les métastases se forment préférentiellement dans cet organe
qui correspondrait a I'environnement le plus favorable pour la colonisation des cellules de mélanome
uvéal. Des études ont montré que la surexpression des récepteurs IGF1R et MET correle avec le
développement des métastases hépatiques [532], [533]. De méme, l'inhibition de la fixation du ligand
CXCL12 a son récepteur CXCR4 a l'aide d’anticorps anti-CXCL12 ou l'inhibition de I'expression du géne
CXCR4 par ARN interférence diminuent la réponse chimiotactique de cellules de mélanome uvéal (OCM-
3, OCM-8 et MEL270) a des facteurs solubles secrétés par des cellules de foie humain. De plus,
I'inhibition de I'expression du géne CXCR4 par ARN interférence dans les mémes cellules de mélanome
uvéal diminue la formation de métastases dans le foie chez les souris SCID comparées aux cellules
contréles [534]. Ces arguments sont en faveur de I'hypothése que I'expression du récepteur CXCR4
semble étre importante pour la dissémination préférentielle de ces cellules dans le foie.

En plus de potentiellement favoriser la colonisation dans le foie, la surexpression de ces récepteurs joue
un réle dans le développement tumoral. En effet, il a été montré que I'activation du récepteur IGF1R
semble jouer un role dans I'adhérence cellule-cellule et dans I'invasion tumorale [535]. Son activation
permet |'activation des voies de signalisation MAPK et PI3K [536]. Des études d’inhibition du récepteur
IGF1R dans des cellules de mélanome uvéal ont montré une diminution de la prolifération et de la survie
de ces cellules [537], [538]. Le récepteur MET joue également un réle important dans la prolifération, la
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survie et la migration cellulaires [539]—[542]. L’activation de Met induit le recrutement de protéines tels
qgue PI3K et Src qui activent a leur tour de nombreuses voies de signalisation [540], [543]. L’activation de
MET agit aussi comme un facteur mitogene pour les mélanocytes. Enfin, I'activation de CXCR4 conduit
notamment a l'activation PI3K et entraine la transduction d’une grande variété de signaux
intracellulaires de survie, prolifération, migration et adhérence [544]. L'expression de CXCR4 dans les
cellules tumorales est un marqueur de mauvais pronostic [545], [546].

Ces récepteurs apparaissent donc comme des cibles thérapeutiques potentielles dans le mélanome
uvéal pour prévenir l'apparition de métastases hépatiques. L'effet du Crizotinib, qui inhibe la
phosphorylation de Met, est d’ailleurs étudié en essai clinique comme traitement adjuvant. Les résultats
obtenus sont plutot encourageants puisque il a été montré que le Crizotinib réduit de facon significative
le développement de métastases dans un modeéle murin. Cependant, il n’est pas suffisant pour inhiber la
croissance de la tumeur ce qui suggere que d’autres récepteurs de tyrosines kinases, tels que EGFR et
IGFR1, sont critiques dans la prolifération cellulaire et la survie des cellules de mélanome uvéal [231],
[232]. Les études sur I'inhibition de ces récepteurs doivent donc étre poursuivies.

Réle de PRL-3 et CRMP2 dans le mélanome uvéal

L'absence de traitement efficace contre le mélanome uvéal pousse a mieux comprendre le processus
métastatique du mélanome uvéal et a rechercher de nouvelles cibles thérapeutiques. Pour cela, une
analyse transcriptomique a été réalisée a I'Institut Curie sur 28 tumeurs primaires issues de patients
ayant développé des métastases dans les trois ans suivant I'énucléation (métal - classe 2) et sur 29
tumeurs issues de patients n’ayant pas développé de métastases dans le méme intervalle de temps
(méta0 —classe 1). Sur les 983 génes identifiés comme différentiellement exprimés entre les deux
catégories de tumeurs, le géne PTP4A3/PRL-3 localisé dans la région 8g21 correspondait au géne le plus
significativement différentiel exprimé entre ces deux groupes de tumeurs. De plus, sa surexpression est
fortement prédictive de la survie des patients [170]. En plus d’étre un marqueur de mauvais pronostic,
les études réalisées dans le laboratoire ont montrées que PRL-3 avait un rble dans les processus de
migration et d’invasion cellulaire. De nombreuses études ont montré |'implication de PRL-3 dans le
développement tumoral et métastatique dans de nombreux cancers. Parmi les cibles déja identifiées de
PRL-3 se trouvent des protéines impliquées dans I'adhérence (intégrine al, intégrine f1, JAM2, ARF1,
PI(4,5)P2), des protéines impliquées dans la TEM (CDH22) mais également des protéines impliquées dans
le remodelage du cytosquelette (Ezrin, stathmine, kératine 8). L’analyse phosphoprotéomique réalisée
au laboratoire a permis d’identifier CRMP2 qui est également une protéine impliquée dans le
remodelage du cytosquelette. En effet, comme décrit précédemment, CRMP2 est capable de réguler la
dynamique des microtubules et de I'actine dans les neurones pour permettre notamment le guidage
axonal et I’élongation des neurites.

Les études menées au cours de ma thése ont permis de montrer que PRL-3 et CRMP2 interagissent et
gue CRMP2 est moins phosphorylé sur le T514 apres interaction avec la phosphatase. Ces données
suggeérent donc que CRMP2 est une cible de PRL-3. Bien que I'étude de la co-localisation subcellulaire,
par immunofluorescence (IF), des deux protéines n’ait pas pu étre réalisée (les anticorps anti-CRMP2
n’étant pas efficaces en IF) on peut supposer que ces deux protéines peuvent se trouver au niveau des
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endosomes. En effet, comme décrit précédemment, PRL-3 est localisé majoritairement a la membrane
plasmique et a la surface des endosomes précoces. CRMP2 est une protéine cytosolique qui joue un réle
dans le trafic vésiculaire notamment en servant d’adaptateur entre les moteurs moléculaires dynéine et
kinésine et la protéine MICAL-L1 pour permettre le transport des endosomes [547].

L'étude de I'état de phosphorylation de CRMP2 par électrophorése bidimensionnelle a montré que
tandis que CRMP2 est moins phosphorylé sur la T514 dans les cellules exprimant PRL-3, le niveau de
phosphorylation de CRMP2 est augmenté sur d’autres acides aminés. Cela pourrait étre di a une
activation de la kinase Src induite par PRL-3. En effet, une analyse phosphoprotéomique a montré que
I’expression de PRL-3 induisait une augmentation de la phosphorylation des résidus tyrosines due
majoritairement a I'activation de Src [548]. Or, CRMP2 possede de nombreux résidus tyrosines
phosphorylables (voir Figure IV.7). De plus, la surexpression de Src est de mauvais pronostic dans le
mélanome uvéal (base de données TCGA). Nos études ont également permis de montrer que I'extinction
de CRMP2 dans les cellules exprimant PRL-3 augmente la capacité de migration et d’invasion des cellules
de mélanome uvéal et induit un remodelage du cytosquelette d’actine avec une diminution des fibres de
stress. Nous avons également observé dans ces mémes cellules un retard a la repolymérisation des
microtubules, aprés traitement au nocodazole (agent qui induit la dépolymérisation des microtubules),
ce qui confirme le réle de CRMP2 dans le remodelage de cytosquelette mis en évidence dans les
neurones. Cependant, de facon intéressante, |'effet de I’extinction de CRMP2, que ce soit sur la
migration et I'invasion ou le remodelage du cytosquelette, n’est observé que lorsque PRL-3 est exprimé
ce qui signifie que I'expression de la phosphatase est nécessaire pour révéler les effets de la perte de
CRMP2. De plus bien que I'état de phosphorylation de CRMP2 soit modifié dans les cellules exprimant
PRL-3, I'effet observé sur la migration et I'invasion est renforcé par la perte de CRMP2. Cela pourrait étre
expliqué par le fait que dans les OCM-1, CRMP2 est beaucoup plus abondant que PRL-3. Ainsi, la
déphosphorylation de CRMP2 induite par PRL-3 dans ces cellules n’est peut-étre pas suffisante pour en
voir les effets. En revanche, dans les tumeurs de mélanome uvéal, il y a un déséquilibre 8p/8q qui
favorise le ratio PRL-3/CRMP2. Dans ce cas, le déphosphorylation de CRMP2 par PRL-3 serait plus
efficace et donc les effets sur le remodelage du cytosquelette mais également sur la migration et
I'invasion seraient visibles. Il a été montré que la migration des lymphocytes T induite par CXCL12
diminue la phosphorylation de CRMP2 sur les résidus T509 et T514, augmente la phosphorylation sur le
Y479 et que la phosphorylation sur le Y479 de CRMP2 est importante pour la migration. Ces résultats
sont en corrélation avec ce que I'on observe dans les cellules de mélanome uvéal dans lesquelles
I’expression de PRL-3 augmente la migration cellulaire et modifie la phosphorylation de CRMP2 en
diminuant la phosphorylation sur le T514 et en augmentant la phosphorylation sur d’autres résidus,
probablement des tyrosines. Il serait donc intéressant d’investiguer si la phosphorylation des résidus
tyrosines de CRMP2 et la déphosphorylation des sites ciblés par GSK-3f3, tels que le T514, sont liées et
gue ces actions combinées aboutissent a la désactivation de CRMP2 ou bien s’il s’agit de deux
mécanismes distincts régulés par des voies qui ne sont liées entre elles.

Les études réalisées sur les propriétés micro-rhéologiques des cellules montrent que I'expression de PRL-
3 et/ou la perte de CRMP2 augmentent la rigidité, 'élasticité et la viscosité du cytoplasme, ce qui
suggére que la perte de CRMP2 est équivalente a sa déphosphorylation par PRL-3 en ce qui concerne ces
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propriétés. Cependant, ces modifications ne sont pas explicatives de la migration et de I'invasion puisque
la perte de CRMP2 dans les cellules exprimant le mutant C104S change les propriétés micro-rhéologiques
tandis que la migration n’est pas affectée dans ces cellules. Cela suggere donc que l'invasion induite par
PRL-3 nécessite d’autres cibles de la phosphatase.

Bien que nos études aient mis en évidence un role de CRMP2 dans la migration et l'invasion du
mélanome uvéal via un remodelage du cytosquelette, le mécanisme a |'origine de ce remodelage reste
encore a élucider. Au cours de ma thése, j’ai investigué le role potentiel de CRMP2 dans l'inhibition de
ROCKII. En effet, une étude a montré que la forme longue de CRMP2 (CRMP2-A) déphosphorylée sur les
sites de GSK-3p (T509, T514, S518) inhibe ROCKII et inhibe ainsi la migration et I'invasion dans le
carcinome du colon [440]. Dans les cellules de mélanome uvéal il semble que la forme CRMP2-A soit tres
peu exprimée et fortement minoritaire par rapport a la forme CRMP2-B car en western blot, on visualise
une bande située a 64 kDa (CRMP2-B) et quelques fois, si I'on augmente le temps d’exposition de la
membrane, une faible bande apparait a 75 kDa (CRMP2-A). Néanmoins, CRMP2-A est également
minoritaire dans les cellules MDA-MB-231 et SW480 dans lesquelles I'étude a été réalisée. Les résultats
de ces investigations n’ont cependant pas été concluants étant donné que dans les cellules de mélanome
uvéal, I'inhibition de ROCKII, par le Y27632, augmente la capacité de migration ce qui montre que ROCKII
est un frein a la migration dans ces cellules contrairement aux cellules de carcinome du colon SW620,
dans lesquelles ROCKII favorise la migration cellulaire. En effet, les effets de ROCKII, kinase impliquée
dans la stabilisation des filaments d’actine et de leur contractilité, sur la migration varient en fonction du
type cellulaire. Souvent associé a une migration accrue en permettant la contraction des filaments par la
myosin 1l, ROCKII peut également étre un frein a ce processus car il a été montré que dans certaines
cellules, la présence de filaments d’actine correspond a un état stationnaire des cellules qui ne permet
pas leur motilité [549]. Il serait néanmoins intéressant de déterminer le ratio de CRMP2-A et CRMP2-B
dans les tumeurs de patients pour voir si CRMP2-A est plus abondant dans celles-ci.

Une autre hypothese pouvant expliquer le réle de CRMP2 dans la migration et I'invasion du mélanome
uvéal, est son réle dans le trafic vésiculaire via son action sur les moteurs moléculaires dynéine et
kinésine. Une étude réalisée dans le laboratoire suggere que PRL-3 agit en amont de la métalloprotéase
transmembranaire MMP14 (ou MT1-MMP) a travers une accélération de son trafic vésiculaire et son
accumulation a la surface des cellules afin de promouvoir la migration et I'invasivité cellulaires [550]. En
effet, il a été montré que MMP14 est enrichie a la surface des cellules de mélanome uvéal surexprimant
PRL-3. Cette accumulation est accompagnée d’une augmentation de la sécrétion de MMP2 dans le milieu
extracellulaire. De plus, il a été montré que PRL-3 et MMP14 s’associent physiquement et que le trafic
vésiculaire de la métalloprotéase est accéléré en présence de PRL-3. Enfin, I'inhibition de I'expression de
MMP14 dans les cellules exprimant PTP4A3 diminue leur migration in vitro et invasivité in vivo. Un autre
acteur majeur impliqué dans la tumorigenése du mélanome uvéal via son réle dans le trafic vésiculaire
est la petite GTPase ARF6 [551]. Une étude a montré que ARF6 régule la sécrétion de MMP14 et
promeut ainsi I'invasion dans le cancer du sein [552]. De plus, il a été montré que PRL-3 et ARF6
coimmunoprécipitent dans les cellules Hela [344]. Ainsi, I'hypothése en cours d’investigation au
laboratoire, est que, de méme que PRL-3, CRMP2 et ARF6 seraient également impliqués dans le trafic
vésiculaire de MMP14 dans le mélanome uvéal (Figure VI.1). L’étude de I'accumulation membranaire de
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MMP14 a montré que la métalloprotéase est enrichie a la surface des cellules lorsque CRMP2 est éteint
suggérant que CRMP2 régule négativement I'accumulation membranaire de MMP14 ce qui est en
corrélation avec son effet inhibiteur sur la migration et I'invasion dans le mélanome uvéal.

Figure VI.1 : Schéma montrant les acteurs impliqués dans le transport vésiculaire de MMP14.

Le transport des endosomes contenant MMP14 est modulé par différents acteurs dont ARF6 qui régule
les moteurs dynéine et kinésine pour délivrer MMP14 a la surface des cellules dans le cancer du sein. Sur
ce schéma, PRL-3, localisé a la membrane des endosomes, est également impliqué dans le transport
vésiculaire de MMP14 dans le mélanome uvéal. Compte-tenu du réle de CRMP2 dans le trafic vésiculaire
via les moteurs moléculaires, la protéine pourrait également étre localisée au niveau de ces endosomes
et étre impliquée dans le transport de MMP14,

Figure adaptée de (Marchesin et al., 2015).

Il a également été montré que CRMP2 était impliqué dans le processus de réparation de I’ADN induit par
le stress de réplication [553]. En effet, un stress réplicatif induit par I'aphidicoline active la kinase ATM et
son co-facteur ATMIN impliqués dans la réparation des dommages a [I’ADN. L’analyse
phosphoprotéomique a montré que ATMIN provoquait la phosphorylation de CRMP2 sur le S522 et que
cette phosphorylation est requise pour la survie cellulaire en réponse au stress réplicatif. La perte de
CRMP2 ou son absence de phosphorylation sur le S522 induit une instabilité chromosomique. Le réle de
CRMP2 dans l'instabilité génomique du mélanome uvéal a donc été investigué. Pour cela, nous avons
regardé la présence de micronoyaux dans les cellules. Les micronoyaux étant soit le témoin d’une
instabilité génétique soit de dommages chromosomiques. Les résultats préliminaires montrent que
I’'expression de PRL-3 augmente le pourcentage de cellules ayant des micronoyaux (Figure VI.2) et
I’extinction de CRMP2 dans les cellules exprimant PRL-3 augmente encore ce pourcentage. La encore,
I'effet de I'extinction de CRMP2 est visible uniquement lorsque PRL-3 est exprimé. Ces données sont en

corrélation avec la quantification du nombre de foyers YH2AX qui permet de mettre en évidence les
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cassures doubles brins de ’ADN. Le nombre de foyers moyen passe de 7,3 dans les GFPshCtrl a 10,3 dans
les PRL3shCtrl et augmente a 13,5 dans les PRL3shCRMP2. Il semblerait donc que la perte de CRMP2 de
méme que sa déphosphorylation par PRL-3 induisent des problémes de réparation de I’ADN dans les
cellules de mélanome uvéal. Il serait intéressant de savoir si la surexpression de PRL-3 observée dans les

mélanomes uvéaux de mauvais pronostics est un phénomeéne précoce du développement tumoral.

60% ok ok

50% e
(o]

40%
40%

30%
28le 27%

20%
20%

10% 14%

Pourcentage de micronoyaux dans les
cellules

0%

Figure VI.2 : Quantification du pourcentage de micronoyaux dans les OCM-1.
Les noyaux des cellules sont marqués au DAPI.

L'analyse des données de TCGA dans les 4 catégories de tumeurs montre que I'expression de PRL-3 est
différentielle entre les sous-groupes 1-2 vs 3-4 mais n’est pas ou peu différentielle entre les sous-
groupes 1 vs 2 et 3 vs 4 (Figure VI.3). Ces résultats suggérent donc que la surexpression de PRL-3 est un
événement correspondant aux tumeurs de classe 2 (sous-groupes 3 et 4). Malgré cela, la surexpression
de PRL-3 peut tout de méme apparaitre a un stade précoce du développement tumoral, comme cela a
été montré pour BAP1 [226]. Il serait ainsi possible que la déphosphorylation de CRMP2 sur le T522
contribue a la mise en place des anomalies caryotypiques que I'on observe de fagon récurrentes dans les
tumeurs. Si les mutations perte de fonction de BAP1 (BRCA1l associated protein) que |'on observe
précocement dans les tumeurs de mauvais pronostic dégradaient encore la qualité de la réparation des
|ésions de I’ADN, il serait possible que la surexpression de PRL-3 contribue a installer les anomalies

secondaires observées au niveau génomique dans ces tumeurs.
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Figure V1.3 : Expression de PRL-3 dans les tumeurs de mélanome uvéal.
Taux d’expression de I’ARNm de PRL-3 de 80 tumeurs de mélanome uvéal provenant de la base de
données TCGA réparties en quatre sous-groupes. Figure réalisée avec I'aide d’Antoine Forget.

En plus d’avoir montré que PRL-3 induit la migration et I'invasion du mélanome uvéal en régulant le
remodelage du cytosquelette via CRMP2 et en régulant le trafic vésiculaire de MMP14, une autre étude
réalisée au laboratoire a montré que PRL-3 intervient également dans I'adhérence cellulaire. En effet, il a
été montré que l'intégrine 1 est nécessaire a la migration cellulaire induite par PRL-3. PRL-3 interagit
avec l'intégrine B1 et FAK et I'expression de PRL-3 diminue la phosphorylation de I'intégrine B1 dans la
région intracytoplasmique S/T qui est un motif important pour I'adhérence cellulaire. De plus, PRL-3
régule 'assemblage de I'intégrine 1 dans les plaques d’adhérences sur collagéne I. Enfin, 'ancrage de

PRL-3 a la membrane plasmique est nécessaire a son effet pro-migratoire [279].

PRL-3 semble donc avoir des effets multiples pour promouvoir la migration et I'invasion dans les cellules
de mélanome uvéal.

PRL-3 comme cible thérapeutique
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La réalisation de la carte du réseau d’interactions et des voies de signalisation modulées par PRL-3 dans
les cancers et son analyse par le logiciel BiNoM a permis de mettre en évidence I'implication de PRL-3
dans I'ensemble des étapes clés du développement tumoral et métastatique. Cela fait donc de PRL-3 une
cible thérapeutique intéressante pour le mélanome uvéal mais également pour tous les autres cancers
dans lesquels PRL-3 est impliqué.

De nombreuses molécules ont été identifiées comme pouvant inhiber PRL-3 et certaines sont
actuellement en cours d’études. Parmi les inhibiteurs potentiels de PRL-3, la pentamidine, qui est un
agent antiparasitaire utilisé dans la prévention et le traitement de la pneumocystose et le traitement des
trypanosomiases et des leishmanioses viscérales et cutanées, a été montrée comme pouvant inhiber
I'activité phosphatase des PRLs [371].

PRL-3 est une protéine qui est surexprimé dans le foie lors de la régénération, d’ol son nom
« phosphatase of regenerating liver 3 », on peut donc se demander si PRL-3 serait impliqué dans le
tropisme hépatique du mélanome uvéal. Cependant, bien que I'immunothérapie ciblant PRL-3 donne des
résultats encourageants, il semble peu probable que I'inhibition de la phosphatase seule soit suffisante
pour empécher le développement de métastases par traitement adjuvant ou soigner les métastases.
Néanmoins, PRL-3 étant impliquée dans les processus clés tels du développement métastatique, son
inhibition en combinaison avec d’autres molécules inhibant d’autres voies permettait peut-étre d’obtenir
un traitement efficace. En effet, la transformation cellulaire et le développement métastatique du
mélanome uvéal nécessitent une multitude d’étapes (chapitre I) avec une accumulation de nombreuses
anomalies dont la somme aboutit a la formation d’'une tumeur. De plus, a la vue de l'inefficacité des
traitements impliquant le blocage d’une seule protéine ou une seule voie de signalisation, il semble donc
qgue les nouvelles thérapies doivent correspondre a une combinaison de plusieurs molécules ciblant
plusieurs voies.
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Titre : R6le de la phosphatase PRL-3 et de CRMP2 dans la migration et I'invasion du mélanome uvéal
Mots clés : mélanome uvéal, PRL-3, CRMP2, migration, invasion, métastases

Résumé : Le mélanome uvéal (MU) est une tumeur rare, affectant 500 a 600 nouveaux cas par an en
France, mais il s’agit de la tumeur intraoculaire la plus fréquente chez I'adulte. Cette tumeur est due
a la transformation des mélanocytes dérivés de la créte neurale et localisés dans I'uvée (choroide,
corps ciliaire et iris). C'est une tumeur trés agressive puisque, malgré le traitement de la tumeur
primaire, jusqu’a 50% des patients développeront des métastases hépatiques. En effet, malgré les
nombreux efforts fournis pour le développement de nouvelles thérapies, celles-ci se sont révélées
jusqu’a présent peu efficaces. Ainsi, une meilleure compréhension du processus métastatique et
I'identification des génes impliqués dans celui-ci sont des enjeux importants pour permettre le
développement de nouvelles thérapies. Une analyse transcriptomique réalisé dans le laboratoire a
permis d’identifier la phosphatase PRL-3 dont la surexpression est en corrélation avec le
développement métastatique et le mauvais pronostic de survie des patients. Des études
fonctionnelles ont montré que les cellules de MU exprimant PRL-3 avaient une capacité de
migration et d’invasion accrue par rapport aux cellules exprimant une forme mutante
catalytiquement inactive de la phosphatase. L'implication de PRL-3 dans le développement tumoral
et le processus métastatique a été tres largement décrite dans de nombreux cancers et son
mécanisme d’action et ses cibles sont en cours d’investigation. De facon intéressante, certaines
cibles de PRL-3 sont des protéines liées au cytosquelette. Dans le but d’identifier de nouvelles cibles
de PRL-3 dans le MU, nous avons réalisé une analyse phosphoprotéomique qui nous a permis de
mettre en évidence la protéine CRMP2. CRMP2 est une protéine liée au cytosquelette dont le role a
majoritairement été décrit dans le systeme nerveux. CRMP2 joue un rdle dans le guidage axonal,
I’extensition des neurites, la dynamique des microtubules et le trafic vésiculaire. Au cours de ma
these, j'ai pu confirmer que dans les cellules de MU, PRL-3 modifie I'état de phosphorylation de
CRMP2 en particulier sur les résidus T514 et S522. De plus, CRMP2 et PRL-3 interagisse et cette
interaction aboutit a une diminution de la phosphorylation de CRMP2 sur le T514, ce qui suggére
gue CRMP2 est une cible directe de PRL-3. Des études fonctionnelles ont montré que I'extinction de
CRMP2 par ARN interférent augmente la vitesse de migration et I'invasion des cellules de MU qui
expriment PRL-3. CRMP2 est donc un frein a la migration et I'invasion des cellules de MU. La
migration et l'invasion accrue dans ces cellules sont corrélées a un réarrangement du réseau
d’actine avec une diminution des fibres de stress. L'étude des propriétés micro-rhéologiques des
cellules de MU montre également que I’expression de PRL-3 et/ou I’extinction de CRMP2 augmente
la viscosité, I'élasticité et la dureté du cytoplasme. L’extinction de CRMP2 ne modifie pas ces
propriétés dans les cellules exprimant déja PRL-3 ce qui montre que I'effet de I’extinction de CRMP2
est équivalent a celui de déphosphorylation. Enfin, dans les tumeurs I'expression de CRMP2 est
associée a un bon pronostic de survie. Au cours de ma thése, j’ai également participé a la création
d’une une carte du réseau d’interaction des molécules et des voies de signalisation impliquant PRL-3
dans le développement du cancer dans le cadre du projet NaviCell. Cette carte a été intégrée a la
base de donnée ACSN.




Title : Role of the phosphatase PRL-3 and CRMP2 in the migration and invasion of uveal melanoma
Keywords : Uveal melanoma, PRL-3, CRMP2, migration, invasion, metastasis

Abstract : Uveal melanoma (UM) is a rare tumor (500 to 600 new cases by year in France) but this is
the most common intraocular cancer in adult. This tumor is due to melanocytes transformation
derived from neural crest and localized in uvea (choroid, ciliary body and iris). Despite the primary
tumor treatment, up to 50% of patients will develop metastases mostly localized in liver within the
years following diagnosis. The median survival rate of metastasis formation is only six months.
Indeed, there are currently no effective treatments against metastasis. Therefore, a better
comprehension of UM metastatic process and identification of the genes involved are major issues
for the development of new therapies. A transcriptomic analysis done in our laboratory allows to
identify the phosphatase PRL-3 whose overexpression is correlated with metastatic development
and patients poor prognosis. Besides being a bad prognosis marker, functional studies showed that
UM cells expressing PRL-3 migrate faster and are more invasive than cells expressing the catalytic
dead mutant of the phosphatase. The role of PRL-3 in tumorigenesis and metastatic development is
well described, and numerous studies investigate his mechanism of action and his intracellular
substrates. Interestingly, some of the identified PRL-3’s targets are cytoskeletal proteins. In order to
identify new PRL-3’s targets in UM, we realized a phosphoproteomic analysis that allows us to
identify CRMP2. CRMP2 is a cytoskeletal protein that has been mostly described in the nervous
system. CRMP2 plays a role in axonal guidance, neuritis extension, microtubules dynamics and
vesicular trafficking. During my PhD, | confirmed that in UM cells, PRL-3 expression modify the
phosphorylation state of CRMP2 in particular on T514 and S522 residues. Moreover, CRMP2 and
PRL-3 interact together and CRMP2 is less phosphorylated on the T514 following the interaction,
which suggests that CRMP2 is a target of PRL-3. Furthermore, we showed that CRMP2 KO by shRNA
increases UM cells velocity and invasion in cells expressing PRL-3. So CRMP2 is a brake to the
migration and invasion process in UM cells. These observations are correlated with a reorganization
of actin cytoskeleton with a reduction of stress fibers. The study of the micro-rheological properties
of UM cells showed that PRL-3 expression and/or CRMP2 KO increases the viscosity, elasticity and
stiffness of the cytoplasm. CRMP2 KO changes these properties only when PRL-3 is not functional
which suggests that concerning the micro-rheology, CRMP2 KO is equivalent the its
dephosphorylation by PRL-3. Finally, in UM tumors, CRMP2 expression are correlated with good
survival prognosis. My PhD also gave me the opportunity to participate to the creation of a map
about interactions and signaling pathways involving PRL-3 in cancers as part of the NaviCell project.
This map was integrated in ASCN database.
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