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Résumé de la thèse 
 
Le mélanome est le cancer de la peau le plus agressif. Il est caractérisé par une progression rapide 
des métastases, et une forte plasticité des cellules tumorales. On distingue des cellules au phénotype 
prolifératif avec une signature MITFhigh AXLlow et des cellules au profil invasif dé-différencié 
AXLhigh MITFlow. Ces cellules peuvent transiter d’un phénotype à l’autre en fonction des signaux du 
microenvironnement. Le mélanome possède un fort tropisme pour le ganglion lymphatique. Il 
sécrète des vésicules extracellulaires et des facteurs solubles capables de migrer dans le ganglion 
drainant et de reprogrammer les cellules du ganglion pour créer une niche pré-métastatique 
favorable à l'implantation tumorale. Dans le ganglion lymphatique, les Cellules Réticulaires 
Fibroblastiques (FRC) sont des myofibroblastes qui contrôlent l’architecture du ganglion ainsi que sa 
dilatation lors des réponses immunitaires. Les FRC sécrètent également des chimiokines et des 
cytokines ainsi qu’un réseau matriciel de conduits qui régulent le recrutement, la survie, l’activation 
et la circulation des cellules immunitaires. La modification architecturale du ganglion pré-
métastatique est une des caractéristiques des cancers lymphophiles, comme le mélanome, mais les 
liens entre les facteurs sécrétés par le mélanome et les propriétés contractiles des FRC ne sont pas 
connus. Au cours de ma thèse, j’ai étudié l’effet des facteurs sécrétés par le mélanome sur les 
propriétés contractiles des FRC. J’ai identifié que les protéines sécrétées par les cellules de 
mélanome invasives à signature AXLhigh MITFlow, mais pas par les cellules au phénotype prolifératif, 
inhibent la contractilité du squelette d'actomyosine des FRC en inhibant la voie RHOA et RHO-kinase 
(ROCK) et le co-activateur transcriptionnel mécanosensible YAP, ce qui conduit à une diminution des 
fibres de stress et à une modulation de la morphologie des FRC. Ces effets sont indépendants des 
vésicules extracellulaires sécrétées par les mélanomes invasifs, et sont induits par l'inhibition de JAK1 
et du facteur de transcription en aval, STAT3. Mes résultats suggèrent donc que les facteurs sécrétés 
par les cellules de mélanome invasives pourraient moduler les propriétés biomécaniques du ganglion 
pré-métastatique. Ils montrent également que la contractilité spontanée de l'actomyosine dans les 
FRC humains est déterminée par l'activité basale de JAK1-STAT3 en amont des voies de signalisation 
RHOA-ROCK et YAP. Par ailleurs, j’ai montré que les facteurs sécrétés par les lignées de mélanome 
invasives induisent également l'activation et la prolifération des FRC, ainsi que la modification du 
profil de cytokines et chimiokines sécrétées par les FRC. Mes travaux de thèse démontrent que les 
facteurs sécrétés par les mélanomes invasifs reprogramment profondément les FRC dans le ganglion 
pré-métastatique. Ils participent à une meilleure compréhension des interactions entre le mélanome 
et le ganglion lymphatique qui pourrait aboutir à la mise au point de nouveaux biomarqueurs ou de 
nouvelles cibles thérapeutiques pour mieux identifier et traiter les patients présentant un risque de 
métastase ganglionnaire. 
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Abstract : 
 

Melanoma is the most aggressive skin cancer. It is characterized by a rapid progression of metastasis 
and a high plasticity of tumoral cells. We distinguish melanoma cells with proliferative phenotype, 
associated to the signature MITFhigh AXLlow and cells with the invasive un-differentiated profile 
AXLhigh MITFlow. These cells can switch from a phenotype to the other following stimulation with 
signals from the microenvironment. Melanoma has a strong tropism for the lymph node. Melanoma 
cells secrete extracellular vesicles and soluble factors able to reach the draining lymph node and to 
reprogram lymph node cells, in order to create a favorable pre-metastatic niche for tumor 
implantation. In the lymph node, Fibroblastic Reticular Cells (FRC) are myofibroblasts that control 
lymph node architecture and its dilatation during immune responses. FRC secrete also chemokines 
and cytokines, and a complex network of conduits that regulate recruitment, la survival, activation 
and the circulation of immune cells. The architectural modification of the pre-metastatic lymph node 
is one of the characteristics of lymphophilic cancers, as melanoma, but the links between melanoma 
secreted factors and FRC contractile properties are not known. During my thesis, I studied the effects 
of melanoma secreted factors on FRC contractile properties. I identified that the secreted proteins of 
invasive melanoma cells with the signature AXLhigh MITFlow, but not the factors from melanoma 
with proliferative signature, inhibit FRC actomyosin contractility by inhibiting the RHO-A and RHO-
kinase (ROCK) pathway, and the mechanosensitive transcriptional co-activator YAP, leading to the 
diminution of stress fibers and the modulation of FRC morphology. These effects are independent of 
extracellular vesicles secreted by invasive melanoma, and are induced by the blocking of JAK1 and 
the transcription factor STAT3. My results suggest that secreted factors from invasive melanoma cells 
may modulate the biomechanical properties of the pre-metastatic lymph node. I demonstrate also 
that FRC actomyosin spontaneous contractility is controlled by the basal activity of the JAK1-STAT3 
pathway, upstream of the RHOA-ROCK and YAP signaling pathways. Otherwise, I demonstrated that 
invasive melanoma secreted factors induce the activation and the proliferation of FRC, and the 
modification of the cytokine and chemokine landscape secreted by the FRC. My thesis work 
demonstrates that invasive melanoma secreted factors deeply reprogram FRC in the pre-metastatic 
lymph node. They allow us to better understand the interactions between melanoma and lymph 
node which could lead to the development of new biomarkers or new therapeutic targets to better 
identify and treat patients at risk of lymph node metastasis. 
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Avant-propos 
 

Le mélanome cutané est un cancer des plus agressifs. Comme tous les cancers, il est issu de 

la transformation maligne de cellules, ici les mélanocytes de l’épiderme, à la suite de 

l’acquisition de mutations oncogéniques. Cependant ces mutations ne sont pas suffisantes. 

La progression du cancer depuis une lésion cutanée bégnine jusqu’aux métastases dans les 

tissus distants, n’est permise que si le microenvironnement entourant les cellules tumorales 

est favorable à ce développement : une idée qui remonte à l’hypothèse de la graine et du sol 

de Stephen Paget, vieille de presque un siècle et demi (Paget, 1889). 

La thématique de mon doctorat sont les interactions cellulaires et moléculaires. Mon projet 

de thèse s’inscrit complètement dans cette thématique, puisque j’étudie les interactions 

entre le mélanome et son microenvironnement au cours du processus métastatique. Les 

interactions mises en jeu sont complexes pour créer un microenvironnement favorable au 

développement favorable. Il émerge désormais que pour que la progression métastatique 

puisse avoir lieu, les cellules tumorales doivent reprogrammer la niche métastatique cible 

avant de le coloniser, un processus appelé « éducation pré-métastatique » (Peinado et al., 

2017). 

Certains tissus semblent plus favorables au développement tumoral. Dans le mélanome, le 

ganglion lymphatique est une passerelle dans la progression métastatique, point de passage 

récurrent des cellules tumorales et surtout premier site métastatique, qui permet aux 

cellules tumorales de transiter des tissus et du système lymphatique vers la circulation 

sanguine et les organes distants. Le ganglion lymphatique est également la limite dans le 

traitement du mélanome, puisque tant que les métastases n’envahissent pas les ganglions 

sentinelles de la tumeur, la solution chirurgicale est encore possible. A ce jour, malgré l’essor 

des thérapies ciblées et des immunothérapies, il n’existe toujours pas de traitement 

systématiquement efficace pour traiter les phases les plus avancées de la maladie. En dépit 

de tout cela, le ganglion lymphatique reste un organe peu exploré par la recherche contre le 

mélanome, en particulier dans les modèles animaux, qui s’est longtemps intéressée aux 

métastases tardives comme les poumons (Voir Partie II).  

Avec mon équipe, sous la direction des Dr Sophie Tartare-Deckert et Virginie Prod’Homme, 

j’ai voulu comprendre comment les fibroblastes du ganglion lymphatique, les 

myofibroblastes qui en régulent l’architecture et l’élasticité, sont modifiés par les facteurs 

sécrétés par les cellules tumorales. En effet, nous avons observé dans l’équipe sur un 

modèle murin que la composition, l’architecture et les propriétés biomécaniques du 

ganglion sont drastiquement modifiées dans le ganglion pré-métastatique (Voir Résultats). 

De plus, les fibroblastes sont les « chefs d’orchestre » du microenvironnement tumoral, et 

leur réputation dans la création d’un environnement malin qui favorise la progression 

tumorale et métastatique n’est plus à faire. Une grande partie des fibroblastes activés de la 
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tumeur (les CAF) sont des myofibroblastes, des cellules contractiles qui vont moduler les 

propriétés biomécaniques du microenvironnement tumoral (Voir Partie I ; Kalluri, 2016).  

Dans l’introduction bibliographique, je présenterai d’abord le concept de 

microenvironnement tumoral et je m’attarderai plus longuement sur les fibroblastes, les 

myofibroblastes et les fibroblastes associés au cancer. Ce sera l’occasion de présenter les 

mécanismes fondamentaux de la contraction cellulaire dans ces cellules. Dans une seconde 

partie, j’exposerai la progression du mélanome, en insistant de nouveau sur le rôle du 

microenvironnement, et je décrirai les solutions thérapeutiques qui existent aujourd’hui. Je 

préciserai notamment le rôle du ganglion lymphatique dans le diagnostic du mélanome et 

les enjeux thérapeutiques de ce tissu. Dans une troisième partie, je présenterai la structure 

et les fonctions du ganglion lymphatique et de ses fibroblastes. Je terminerai enfin sur ce qui 

est connu à propos de l’éducation pré-métastatique du ganglion lymphatique. 

Les résultats que je vous présenterai ensuite montrent que les cellules tumorales sécrètent 

des facteurs capables d’éduquer les fibroblastes du ganglion lymphatique, et de modifier 

leur capacité à remodeler les propriétés biomécaniques de leur environnement. En 

particulier, je montre que les facteurs sécrétés par les cellules de mélanomes de type 

invasives, des cellules dé-différenciées capables d’initier le développement des métastases, 

inhibent la contractilité des fibroblastes par la régulation de la voie JAK/STAT, jamais décrite 

pour les fibroblastes ganglionnaires. Jusqu’ici, seule la voie PDPN/ERM était décrite pour 

contrôler la contractilité des FRC, lors de la réponse immunitaire (Voir Partie III ; Acton et al., 

2014 ; Astarita et al., 2015). Mes résultats m’ont ainsi permis de découvrir un nouveau 

mécanisme régulant la contractilité des FRC. 
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Partie I. Rôles et éducation du microenvironnement tumoral 
 

Le microenvironnement tumoral est défini comme la composante non-maligne de la tumeur.  

On parle aussi de stroma, un mot emprunté du grec  qui signifie « tapis, couverture » : 

c’est le tissu de soutien des cellules tumorales. Cependant, si les cellules qui composent ce 

stroma ne prolifèrent pas de manière aberrante, penser que le microenvironnement tumoral 

ne joue aucun rôle dans la progression du cancer est bien évidemment une erreur. Les 

cellules tumorales modifient leur microenvironnement pour faciliter leur prolifération, leur 

survie et leur migration dans le tissu métastatique. La façon dont le stroma réagit aux 

cellules tumorales dépend de l’échelle spatiale concernée (tissu, organe, organisme) et du 

stade métastatique (évolution temporelle).  

Les modifications stromales peuvent en effet être induites à proximité directe des cellules 

tumorales ou dans un tissu distant, par des facteurs sécrétés par les cellules tumorales ou 

d’autres cellules stromales reprogrammées. Dans ce dernier cas, on parle d’éducation de la 

niche pré-métastatique. Le cancer est ainsi associé à des processus pré-métastatiques et 

métastatiques de plus ou moins grande échelle impliquant des modifications du 

microenvironnement telles que ses propriétés biomécaniques, immunitaires et 

inflammatoires, ou métaboliques. Ces processus mettent en jeu des acteurs communs mais 

aux caractéristiques hétérogènes.  

Les fibroblastes du stroma tumoral en particulier jouent un rôle de chef d’orchestre du 

microenvironnement. Dans cette partie de mon manuscrit, je décrirai l’activation des 

fibroblastes en fibroblastes associés au cancer, leurs caractéristiques et leur hétérogénéité. 

Cet exposé ne se restreint pas au seul cas du mélanome, un grand nombre de mécanismes 

ayant été découverts sur d’autres cancers, mais leur implication dans le mélanome sera 

discutée. 

 

* 

* * 
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A. Le microenvironnement contrôle le développement tumoral 

 

 1) Les tumeurs se développent préférentiellement dans certains tissus 

 

a. Un peu d’histoire des sciences : l’hypothèse de la graine et du sol 
 

La connaissance du cancer remonte à l’antiquité. Hippocrate, le célèbre médecin grec du 

Vème siècle avant J-C, en fait la première description connue dans le monde occidental. La 

nature de ces tumeurs échappe pourtant à la science jusqu’à la fin du XVIIIème siècle, faute 

d’une méthode scientifique permettant de créer des connaissances vérifiables. C’est 

finalement au siècle de Claude Bernard, à qui on attribue la naissance de la « médecine 

expérimentale », que les choses vont évoluer. C’est le XIXème siècle, pendant lequel on 

comprend l’organisation du corps en tissus (Xavier Bichat), que l’unité de base du vivant et 

donc de l’organisme sont les cellules (Matthias Schleiden et Theodor Schwann), que toutes 

les cellules proviennent d’autres cellules (Rudolf Virchow) et que celles-ci évoluent dans un 

environnement intérieur maintenu dans un état physico-chimique régulé, que l’on appelle 

« l’homéostasie » (Claude Bernard). 

A la fin du XIXème siècle, on sait que le cancer provient de cellules des tissus de notre 

organisme, et forment des corps tumoraux d’un point originel vers des points secondaires, 

qu’on appelle alors des métastases. En 1889, Stephen Paget, un chirurgien anglais, observe 

des nécropsies de patientes atteintes de cancer du sein. Stephen Paget comprend que 

certains organes sont le siège de métastases beaucoup plus souvent que d’autres, et que 

cela ne peut être le fruit du hasard. Il compare ses résultats avec des nécropsies d’autres 

cancers, comme le cancer de l’ovaire ou le mélanome. Il retrouve systématiquement 

beaucoup plus de métastases dans le foie que dans d’autres organes comme la rate, pour 

lesquels il considère qu’il y avait pourtant autant de risques que les cellules tumorales y 

soient mécaniquement retenues dans de petits vaisseaux par embolie. Selon lui, cela ne peut 

s’expliquer que par le fait que les cellules tumorales aient, tel un organisme à part entière, 

besoin d’un sol favorable pour se nourrir et se multiplier. Il émet alors l’hypothèse de la 

graine et du sol, selon laquelle les cellules tumorales sont des graines, qui ont besoin d’un 

environnement, c’est-à-dire d’un sol favorable, pour former une tumeur complète (Paget, 

1889).  

Contre les indications de Stephen Paget, Ewing considère qu’au contraire le site des 

métastases n’est dicté que par des questions d’architecture et de propriétés mécaniques du 

système vasculaire, et que le blocage des cellules par embolie dans certains vaisseaux suffit à 

expliquer la répartition des cellules métastatiques (Ewing, 1928). L’hypothèse va faire l’objet 

d’un débat scientifique pendant encore un siècle (Fidler, 2002). 
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b. Un environnement favorable ou une raison purement mécanique ? 
 

Finalement, la science expérimentale moderne apporte des réponses plus nuancées à la 

question de savoir si la répartition métastatique est conditionnée par un environnement 

propice au développement tumoral, ou si les cellules tumorales s’implantent dans un tissu 

pour des raisons purement mécaniques. Les cellules tumorales injectées dans le sang dans 

des modèles animaux se plient effectivement aux contraintes du système vasculaire et 

forment des embolies capillaires préférentiellement dans certains organes (Coman et al., 

1951). D’autres auteurs montrent chez le lapin que des cellules de carcinome forment des 

métastases plus larges dans le foie que dans le poumon, indépendamment du contexte 

vasculaire, que les cellules soient injectées dans la veine porte du foie ou l’artère hépatique 

(Lucke et al., 1952). Ces deux études sont les premières à montrer que la répartition des 

cellules tumorales est dépendante à la fois de l’environnement et de contraintes 

mécaniques du système vasculaire. 

On sait aujourd’hui qu’il existe en réalité un dialogue qui s’établit entre les cellules 

tumorales, les cellules vasculaires et les cellules du tissu cible des métastases. Comme nous 

le verrons pour le mélanome, les cellules tumorales interagissent avec les plaquettes, les 

cellules endothéliales et les leucocytes dans la circulation, et forment des embolies qui 

facilitent leur implantation dans le tissu cible. Certaines routes sont également favorisées, 

avec une migration des cellules tumorales qui peut se faire de manière extravasculaire, ou 

bien en empruntant le système lymphatique qui permet leur dissémination dans de 

nombreux autres organes (Pereira et al., 2018 ; Brown et al., 2018 ; Keller et Pantel, 2019). A 

tous les stades de leur progression, les cellules tumorales reprogramment leur 

environnement et modifient notamment les propriétés biomécaniques, par exemple en 

activant les fibroblastes qui vont produire une matrice extracellulaire (MEC) plus rigide 

(Calvo et al., 2013). Les propriétés biomécaniques de l’environnement vasculaire ou 

interstitiel font partie intégrante du profil pro-tumoral ou anti-tumoral du 

microenvironnement.  

La différence entre un environnement pro-tumoral ou anti-tumoral est désormais bien 

caractérisée. Mais elle dépend aussi des cellules tumorales, qui sont éduquées et 

sélectionnées par le chemin métastatique qu’elles ont suivi. Leurs propriétés mécaniques, 

leur capacité à migrer, à adhérer à d’autres cellules ou à la matrice extracellulaire, à 

s’adapter aux conditions immunologiques et métaboliques du site métastatique, font qu’il 

existe entre la tumeur primaire et les différents sites métastatiques une forte hétérogénéité 

tumorale et stromale (Fidler, 2002 ; Voir Partie II).  

 2)  Le microenvironnement est indispensable au développement tumoral 
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Qu’il puisse exister des environnements plus favorables que d’autres au développement 

tumoral fait-il du stroma une condition nécessaire à la progression tumorale ? Une meilleure 

compréhension des caractéristiques fondamentales des cancers ces dernières années a 

poussé à remettre en cause le dogme selon lequel le développement tumoral était 

seulement contrôlé par les oncogènes.  

Les travaux de Mina Bissel et d’autres équipes ont notamment permis de montrer qu’un 

microenvironnement corrompu est nécessaire au développement tumoral et que la 

réimplantation de cellules tumorales dans un microenvironnement sain inhibe le 

développement tumoral (Radiski et al., 2001).   

Par exemple, des tératocarcinomes murins réinjectés dans une blastula de souris se 

multiplient et se différencient en cellules normales (Illmensee et Mintz, 1976). Certains virus 

oncogéniques comme le virus du sarcome de Rous conduisent à la tumorigenèse des cellules 

infectées en culture, mais pas dans un embryon de quatre jours (Dolberg et Bissel, 1984). 

Dans un modèle de co-culture organotypique d’épiderme, un surplus de kératinocytes 

normaux (12 pour 1 malin) empêche le développement de kératinocytes dysplastiques 

(Javaherian et al., 1998). Toutes ces études montrent que le microenvironnement est un 

acteur clé du développement tumoral. 

 3) La composition du microenvironnement tumoral 
 

Les composants du microenvironnement  (Figure 1) varient en fonction du tissu, mais dans le 

cas des tumeurs solides, il s’agit des composants communs aux tissus conjonctifs : 

- Les fibroblastes, résidents et activés par les cellules tumorales, ou recrutés dans la tumeur,  

que l’on va appeler des CAF (Cancer-Associated Fibroblasts)  

Ils présentent des niveaux d’activation variables, marqués par une hétérogénéité 

entre des profils plutôt myofibroblastiques, contractiles, capables d’exercer une 

tension mécanique sur l’environnement, et des profils plutôt inflammatoires, 

immunosuppresseurs et pro-angiogéniques (Ohlund et al., 2017 ; Costa et al., 2018 ; 

Kalluri et al., 2016 ; Davidson et al., 2020) 

- La matrice extracellulaire, de la lame basale en contact direct avec un épithélium, ou qui 

constitue le corps du tissu conjonctif. Celle-ci est synthétisée par les CAF, les cellules 

tumorales ou les cellules immunitaires infiltrants la tumeur. 

Sa composition et sa structure varie avec la localisation au sein de la tumeur et le 

stade d’activation des cellules du microenvironnement. La matrice est constituée de 

fibres de glycoprotéines dont les plus abondantes sont le collagène, principalement 

sous forme de collagène I et de collagène III, la fibronectine (dont l’isoforme 

caractéristique produite par les myofibroblastes, la fibronectine EDA), la laminine et 

l’élastine (Tomasek et al., 2002). Ces fibres emprisonnent des cytokines (TGFβ), et 
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renferment des enzymes qui permettent leur dégradation (métalloprotéinases MMP 

et ADAM) ou leur réticulation (LOX et LOXL) (Bonnans et al., 2014). 

- Les péricytes des vaisseaux sanguins et les cellules endothéliales sanguines (BEC, Blood 

Endothelial Cells) et lymphatiques (LEC, Lymphatic Endothelial Cells) de vaisseaux déjà 

présents ou néoformés. 

- Les cellules immunitaires, parmi lesquelles il faut distinguer celles déjà résidentes au 

moment du développement de la tumeur, en général des macrophages, des mastocytes et 

des cellules dendritiques, et celles qui sont recrutées via la circulation, telles que les 

neutrophiles, les lymphocytes et des cellules myéloïdes immunosuppressives (MDSC).  

Les cellules immunitaires peuvent générer une réponse pro-tumorale, telle que la 

réponse cytotoxique favorisée par les lymphocytes T CD4+ de type Th1, les 

macrophages de type M1, les cellules dendritiques activées, et médiée par les 

lymphocytes T CD8+ et les lymphocytes NK. Le microenvironnement peut devenir 

immunosuppresseur, avec un profil immunologique tourné vers les lymphocytes T 

CD4+ Foxp3+ régulateurs et les macrophages de type M2 et les MDSC (Quail et Joyce, 

2013). 

Plus récemment,  la question de l’impact du microbiote dans le microenvironnement des 

muqueuses a été soulevée. Des bactéries extracellulaires sont retrouvées dans le 

microenvironnement tumoral et des bactéries intracellulaires à l’intérieur même des cellules 

tumorales ou immunitaires, en particulier les macrophages. Elles influent de cette manière 

sur le métabolisme et l’inflammation à l’intérieur de la tumeur (Nejman et al., 2020).  Ces 

bactéries sont capables de métaboliser les molécules thérapeutiques et peuvent moduler la 

réponse aux chimiothérapies et aux immunothérapies (Garrett, 2015). 

Le microenvironnement tumoral est également caractérisé de manière biochimique et 

biophysique. Les acteurs cellulaires du microenvironnement sécrètent des molécules pro-

inflammatoires, pro-angiogéniques, immunosuppressives, des métabolites, voire des 

vésicules extracellulaires, et modifient la composition et la structure de la matrice 

extracellulaire. Les mêmes conditions ne sont pas rencontrées en périphérie de la tumeur 

qu’en son centre. Ainsi, un faible apport en dioxygène et en nutriments dans des zones peu 

vascularisées génère un environnement hypoxique et une reprogrammation métabolique 

des cellules tumorales, des fibroblastes et des cellules immunitaires résidentes. 
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Figure 1 : La composition du microenvironnement tumoral 

Le microenvironnement tumoral se compose des cellules tumorales et de l’ensemble des cellules stromales 

avec lesquelles elles interagissent.  

Il y a les composantes cellulaires du microenvironnement. Ce sont (A) les fibroblastes, dont le profil 

phénotypique varie entre des cellules myofibroblastiques et des cellules pro-inflammatoires (Kalluri, 2016 ; 

Helms et al., 2020). (B) Les cellules endothéliales, sanguines ou lymphatiques, forment la paroi des vaisseaux et  

(C) les péricytes sont des cellules mésenchymales qui les entourent. (D) Les cellules immunitaires quant à elles 

se répartissent entre les cellules anti-tumorales (gauche) et les cellules pro-tumorales (droite). Le profil anti-

tumoral comprend les lymphocytes T CD4
+
 Th1, les lymphocytes T CD8

+
, les macrophages M1 et les 

lymphocytes NK. Le profil pro-tumoral comprend les MDSC, qui peuvent être de nature monocytique ou 

granulocytique, d’autres cellules myéloïdes apparentées comme les macrophages de profil M2 et les 

neutrophiles pro-inflammatoires. Entre autres, ces derniers éjectent des filets de chromatine (« extracellular 

traps ») dans l’environnement qui favorisent l’inflammation intratumorale (Albrengues et al., 2018). Parmi les 

cellules immunitaires pro-tumorales on trouve également les lymphocytes T CD4
+
 régulateurs et les 

lymphocytes T CD4
+
 Th2 qui favorisent la tolérance immunitaire. (E) Des micro-organismes peuvent aussi faire 

partie du microenvironnement tumoral.  

Il y a ensuite les composantes moléculaires : les cellules endothéliales, tumorales et surtout les fibroblastes 

sécrètent la matrice extracellulaire (F). On trouve également un ensemble de molécules, de vésicules et de 

particules sécrétées qui forment le sécrétome tumoral (G). Ce sont des cytokines, des chimiokines, des 

enzymes, des métabolites, et les vésicules et particules extracellulaires. Ce sont les médiateurs du dialogue et 

de la différenciation des cellules du microenvironnement. Ils gouvernent entre autres le profil pro ou anti-

tumoral des cellules immunitaire et l’activation des CAF. 
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B. L’éducation pré-métastatique 

  

 1) Principes généraux  

 

Les cellules tumorales forment des métastases dans des tissus dont le microenvironnement 

est favorable. Certains organes sont favorisés au détriment d’autres : on parle 

d’organotropisme pour qualifier cette implantation préférentielle des cellules tumorales. 

Cependant, la composition du microenvironnement des différents organes est riche, variable 

et hétérogène : certains acteurs cellulaires et moléculaires sont plutôt pro-tumorigéniques, 

favorisant l’angiogenèse ou la tolérance immunitaire, et d’autres sont plutôt anti-

tumorigéniques, empêchant l’invasion tumorale et favorisant la réponse cytotoxique (Quail 

et Joyce, 2013).  

 

Pour envahir de nouveaux tissus, les cellules tumorales orientent le tissu cible des 

métastases vers une composition et des propriétés pro-tumorales. La progression tumorale 

au sein de la tumeur primaire, ou plus tard dans les métastases, génère en effet la 

production de signaux tumoraux ou issus du stroma qui vont modifier d’autres tissus à 

distance en reprogrammant et en recrutant des cellules stromales. La formation 

préférentielle dans certains tissus de niches pré-métastatiques capables de soutenir la 

prolifération, la survie ou l’invasion des cellules tumorales, s’explique par la diffusion 

hétérogène des signaux pré-métastatiques dans l’organisme et par la réponse différente des 

acteurs cellulaires « éduqués » par ces signaux selon les tissus.   

 

Il y a donc deux dimensions à prendre en compte dans l’éducation pré-métastatique. La 

première est spatiale : tous les tissus n’ont pas accès ou ne réagissent pas de la même 

manière aux signaux reçus de la tumeur primaire. La seconde est temporelle : le processus 

métastatique est une séquence d’évènements ordonnés dont le dialogue avec le tissu cible 

des métastases fait partie. L’éducation pré-métastatique consiste donc en une séquence 

d’évènements n’impliquant pas les mêmes signaux moléculaires ni les mêmes cellules qui 

amène du tissu sain vers la métastase (Liu et Cao, 2016). 

 

 2) Les signaux pré-métastatiques 
 

Les signaux pré-métastatiques sont des facteurs sécrétés, qui peuvent se présenter sous 

forme de molécules solubles (cytokines, chimiokines, métabolites) ou de particules et 

vésicules extracellulaires (exomères, exosomes, microvésicules) (Karagianis et al., 2010).  Le 

plus souvent, ces facteurs agissent de manière locale avec une action autocrine ou paracrine 

mais ils sont également retrouvés dans la circulation, et sont captés au niveau de la niche 

pré-métastatique. Ils peuvent être capturés ou filtrés par la matrice extracellulaire ou les 

endothélia.  
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Les signaux pré-métastatiques parviennent également à la moelle osseuse et permettent le 

recrutement de cellules progénitrices dérivées de la moelle osseuse, les BMDC. Ce terme 

générique comprend des cellules de nature fibroblastique (MSC, cellules stromales 

mésenchymateuses) ou leucocytaires (cellules myéloïdes). Activées et éduquées, elles 

produisent leur propre sécrétome (Liu et Ciao, 2016). 

a. La caractérisation du sécrétome tumoral 
 

Un ensemble de signaux moléculaires sont émis en conséquence de différents phénomènes 

connus pour favoriser la progression tumorale. La sécrétion de signaux angiogéniques est 

par exemple induite en condition hypoxique (Carmeliet et Jain, 2000). Le développement 

tumoral s’accompagne également d’une inflammation locale puis progressivement 

généralisée. Les signaux inflammatoires sont en particulier émis par les macrophages 

associés à la tumeur (TAM) (Biswas et Montavani, 2010), les CAF ou les cellules tumorales 

elles-mêmes, et favorisent l’activation des fibroblastes, la tolérance immunitaire et la 

transition phénotypique des cellules tumorales (Quail et Joyce, 2013). Enfin, le sécrétome 

desmoplastique est émis par les CAF. Il consiste en la sécrétion de facteurs de croissance 

favorisant l’angiogenèse et la survie tumorale, de cytokines et de chimiokines favorisant la 

tolérance immunitaire et l’invasion tumorale, d’enzymes de remodelage de la matrice 

extracellulaire et de métabolites (acides aminés, lactate) favorisant la prolifération tumorale 

(Karagianis et al., 2010 ; Kalluri et al., 2016).  

Les facteurs impliqués sont caractérisés par des techniques de spectrométrie de masse. 

Réalisée sur le surnageant de culture de lignées de mélanome, elle révèle par exemple des 

différences notables par exemple entre des cellules de profil prolifératif et des cellules de 

profil dé-différentié et invasif, avec un enrichissement chez ces dernières en chimiokines, 

cytokines et matriprotéines (Mathias et al., 2009 ; Tichet et al., 2015). Un certain nombre de 

facteurs communs sont également retrouvés entre des cellules tumorales de mélanome et 

des cellules stromales associées (Paulistschke et al., 2008). La caractérisation des vésicules 

extracellulaires demande une méthodologie différente, basée sur des cycles 

d’ultracentrifugation permettant d’isoler les vésicules en fonction de leur taille.  

b. Les facteurs sécrétés solubles 
 

Les facteurs sécrétés solubles rassemblent donc : 

- Des facteurs de croissance : FGF (Fibroblast Growth Factor), HGF (Hepatocyte Growth 

Factor), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), 

PlGF (Placental Growth Factor). 

- Des cytokines (TNFα, TGFβ, IL6, LIF, G-CSF…) et les chimiokines (SDF1, CCL2, …), 

- Des enzymes (les lysyl-oxydases LOX et LOXL, les métalloprotéinases MMP, …), 
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- Des protéines et des glycoprotéines matricielles ou matricellulaires (SPARC, CTGF, 

Ténascine C, …), 

- D’autres petites protéines ou peptides bioactifs (protéines S100 et SAA), ou produits du 

clivage des protéases. Certaines protéases nécessitent elles-mêmes une activation par 

d’autres protéases (KLK, uPA, MMP). 

- D’autres biomolécules, par exemple issues du métabolisme (acides nucléiques, acides 

aminés, lipides ou glucides bioactifs). 

La sécrétion de ces molécules est le résultat de l’inter-activation de voies de signalisation 

parmi les acteurs du microenvironnement. L’hypoxie engendre un programme 

transcriptionnel médié par le facteur HIF1α, qui contrôle l’expression de cytokines et de 

chimiokines. Les facteurs de croissance et certaines cytokines inflammatoires permettent 

l’activation de voies mitogéniques (voies des MAPK, voies PI3K-AKT) et des voies de 

signalisation propres aux cytokines (JAK-STAT), ces dernières aboutissant à la sécrétion 

d’autres cytokines et chimiokines. Cette inter-activation permet à l’éducation pré-

métastatique de se répandre facilement dans une niche localisée. 

Le sécrétome angiogénique comprend des facteurs de croissance (VEGF-A, PDGFα), des 

cytokines (IL6) et la métalloprotéinases MMP9. Le PDGF agit sur les fibroblastes, les cellules 

endothéliales et les péricytes et favorisent leur prolifération et la sécrétion de VEGF. L’IL-6 

stimule également l’angiogenèse en condition hypoxique (Gopinathan et al., 2015). La 

MMP9 de libérer les facteurs angiogéniques de la matrice pour les rendre disponibles aux 

cellules endothéliales (Bergers et al., 2000).  

Le sécrétome inflammatoire comprend notamment des cytokines (TGFβ, TNFα, G-CSF), des 

chimiokines (SDF1, CCL2), des facteurs de croissance (VEGF-A, PlGF) et les protéines 

S100A8/A9. Leurs effets ont principalement été observés dans la préparation de la niche 

pré-métastatique pulmonaire vers un  profil immuno-tolérant. Le TNFα, le TGFβ et le VEGF-A 

induisent l’expression des protéines S100A8/A9 (Hiratsuka et al., 2008). Le VEGF-A et le PlGF 

permettent le recrutement de BMDC VEGFR1+ dans les niches pré-métastatiques enrichies 

en fibronectine. On retrouve par ailleurs ces cellules VEGFR1+ dans les ganglions pré-

métastatiques de carcinomes mammaires (Kaplan et al., 2005). En condition hypoxique, la 

sécrétion de G-CSF permet le recrutement et la différenciation de MDSC (Chafe et al., 2015). 

Enfin, la chimiokine CCL2 permet le recrutement de macrophages pro-tumoraux et de 

lymphocytes T régulateurs (van Deventer et al., 2013).  

Le sécrétome desmoplastique comprend principalement le TGFβ, qui joue un rôle majeur 

dans la différenciation des myofibroblastes, les cytokines inflammatoires, et la matrice 

extracellulaire. Les propriétés biophysiques de la matrice extracellulaire des niches pré-

métastatiques sont modifiées par la sécrétion accrue de fibres de collagène et de 

fibronectine (Kaplan et al., 2005), en particulier la forme EDA de la fibronectine (Natali et al., 

1995), des enzymes de réticulation du collagène (LOX et LOXL2) dont la sécrétion est 
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augmentée en hypoxie (Gilkes et al., 2014) et les protéines matricellulaires, dont SPARC 

(Secreted Protein Acidic and Rich in Cystein), CTGF (Connective Tissue Growth Factor) et la 

ténascine C sont les plus caractéristiques (Hoye et Erler, 2016). Ce remodelage de la matrice 

extracellulaire permet le maintien de l’activation des fibroblastes et facilite l’invasion 

tumorale. 

c. Les vésicules et particules extracellulaires 
 

Les vésicules extracellulaires présentent une grande variété de tailles, de compositions et de 

marqueurs. On distingue les exosomes, d’une taille comprise entre 50 et 150nm de diamètre 

des microvésicules qui sont plus larges. Elles sont toutes composées d’une bicouche 

lipidique et peuvent transporter un grand nombre de biomolécules (microARN, ADN, 

protéines, métabolites) (Figure 2). Les exomères sont des particules plus petites que les 

exosomes, constituant des complexes de protéines, lipides et acides nucléiques, mais 

dépourvus d’une bicouche lipidique, et qui ne peuvent donc répondre à l’appellation de 

vésicules (Zhang et al., 2018). Par la suite, j’utiliserai tout de même le terme générique de 

vésicules extracellulaires pour englober ces particules, sauf dans le cas où un sous-type de 

ces vésicules est exclusivement impliqué. 

Les vésicules extracellulaires servent de cargo pour le transfert de biomolécules actives. Or, 

ce transport est dirigé, c’est-à-dire que les vésicules extracellulaires sont particulièrement 

sujettes au phénomène d’organotropisme. Le site d’installation des vésicules extracellulaires 

dépend de leur taille et des récepteurs d’adhésion qu’elles portent en surface, en particulier 

les intégrines. Dans un modèle de carcinome mammaire, les exosomes portant les intégrines 

α6β1 et α6β4 ont tendance à se nicher dans les poumons tandis que ceux portant les 

intégrines αvβ5 se logent dans le foie. En particulier, les intégrines α6β4 et αvβ5 sont 

nécessaires à l’intégration des exosomes dans les cellules cibles et l’expression de gènes pro-

inflammatoires tels que ceux qui codent pour les protéines S100 (Hoshino et al., 2015).  

Dans le mélanome, les protéines transportées par les exosomes jouant un rôle dans 

l’établissement de la niche pré-métastatique sont la podoplanine, qui favorise l’adhésion 

cellulaire et la lymphangiogenèse (Carasco-Ramirez et al., 2016) et la protéine c-MET qui 

permet l’éducation des BMDC dans la moelle osseuse et leur recrutement dans la niche pré-

métastatique (Peinado et al., 2012). La reprogrammation métabolique des fibroblastes 

associés au mélanome est permise par les microARN miR155 et miR210 transportés par les 

exosomes provenant des cellules tumorales (Shu et al., 2018). 

De manière générale, les vésicules extracellulaires permettent d’augmenter la perméabilité 

endothéliale par la dérégulation des jonctions intercellulaires via des microARN (DiModica et 

al., 2017), la mise en place d’un environnement immunotolérant par le recrutement et 

l’éducation de cellules immunosuppressives (Peinado et al., 2012) et l’induction directe de 

l’anergie des lymphocytes T et NK (Wen et al., 2017), et en favorisant le remodelage de la 

matrice extracellulaire par les fibroblastes (Hoshino et al., 2015). 
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Figure 2 : La composition des exosomes, d’après Colombo et al., 2014 

Les exosomes sont constituées d’une bicouche lipidique renfermant un vaste ensemble de molécules 

qui sont transportées jusqu’aux cellules avec lesquelles les exosomes fusionnent. II y a les lipides 

membranaires dont la plupart sont réexposées sur l’hémi-membrane externe (shingomyéline, 

phosphatidylsérine, cholestérol et céramide. Les exosomes portent à leur membrane des molécules 

d’adhésion, dont les tétraspanines qui sont des marqueurs importants pour classer les vésicules 

extracellulaires. Les exosomes portent en particulier CD9, CD63 et CD81. Les exosomes portent 

également à leur surface des intégrines, dont dépend l’organotropisme exosomal, des molécules de 

présentation de l’antigène (CMH) et d’autres protéines membranaires. Les exosomes portent 

également des protéines de signalisation, des protéines du cytosquelette, des enzymes et des ARN, 

sous forme d’ARN messagers, de micro-ARN ou d’autres ARN non codants. 
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 3) La préparation de la niche pré-métastatique 

 

 a. Dynamique spatio-temporelle de l’éducation pré-métastatique 
 

La préparation de la niche pré-métastatique et sa colonisation par les cellules métastatiques 

suivent un processus rassemblant des évènements moléculaires et cellulaires selon un 

certain ordre spatial et temporel (Figure 3). Lorsque la tumeur primaire devient invasive et 

que les cellules tumorales rentrent en contact avec les fibroblastes et la vascularisation, 

l’échange de signaux moléculaires tels que des cytokines (TGF, IL-6, TNF), des chimiokines 

(SDF1), des molécules angiogéniques (VEGF) et des vésicules extracellulaires provoque 

l’inflammation locale du tissu. Mais pas seulement, puisque la composition en cellules 

immunitaires des organes lymphoïdes primaires (moelle osseuse) et secondaires (rate et 

ganglion lymphatique) est également modifiée par certains de ces facteurs. La plupart des 

cellules de ces organes sont ensuite recrutées dans le microenvironnement tumoral de la 

tumeur primaire ou des sites pré-métastatiques (McAllister et Weinberg, 2014). L’éducation 

pré-métastatique met progressivement en jeu des niches variées dont certaines seulement 

seront envahies par les métastases. La niche pré-métastatique devient ainsi un lieu 

d’implantation privilégiée à la fois pour les cellules tumorales mais aussi pour des cellules 

non-malignes mais éduquées. 

La mise en place des sites tumoraux secondaires est initiée par des facteurs sécrétés solubles 

et des vésicules extracellulaires issus de la tumeur qui permettent le recrutement de BMDC 

et l’activation des fibroblastes résidents. On aboutit alors au stade de niche pré-

métastatique immature. D’autres phénomènes doivent s’ajouter à cette étape de 

préparation. Le remodelage de la matrice extracellulaire et l’augmentation locale du nombre 

de cellules activées créent un environnement hypoxique qui favorise l’angiogenèse. Il a été 

ainsi montré chez la souris après injection de lignées cellulaires de différents cancers dont le 

mélanome que la production de G-CSF depuis la tumeur primaire conduit au recrutement 

depuis la moelle osseuse de cellules myéloïdes pro-angiogéniques (Shojaei et al., 2007). Le 

VEGF-A et le PIGF permettent le recrutement de cellules progénitrices de la moelle osseuse 

VEGFR1+ pro-angiogéniques vers la tumeur primaire et les sites pré-métastatiques, à l’instar 

du poumon où les fibroblastes produisent une niche favorable à leur installation riche en 

fibronectine (Kaplan et al., 2005). Des exosomes sécrétés par la tumeur primaire permettent 

également d’engager des cellules progénitrices pro-angiogéniques de la moelle osseuse. 

Dans cette étude, les auteurs montrent que les mélanomes transfèrent aux cellules dérivées 

de la moelle osseuse l’oncoprotéine Met, qui permet la mobilisation de ces cellules vers les 

sites tumoraux (Peinado et al., 2012).   

On parle alors de niche pré-métastatique mature (Lu et Ciao, 2016 ; Peinado et al., 2017). 

Certaines cellules tumorales peuvent alors s’installer dans la niche pré-métastatique. La 

plupart y restent dans un état de dormance. La dormance cellulaire est caractérisée par un 

arrêt du cycle cellulaire. Les mécanismes induisant la dormance cellulaire sont nombreux et 
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complexes. A titre d’exemple, elle peut être directement induite dans la niche pré-

métastatique par des signaux issus de la matrice extracellulaire et du système immunitaire 

résident, en particulier des cytokines issues de lymphocytes Th1 (IFN-γ) (Shankaran et al., 

2001). De cette manière, des micrométastases dormantes peuvent se maintenir pendant des 

années dans la niche pré-métastatique en attendant le développement final de la niche vers 

la macro-métastase. Il ne s’agit pas cependant du schéma exclusif d’évolution de la niche 

pré-métastatique. Dans tous les cas, la formation finale de macro-métastases s’accompagne 

de sa conversion immunologique vers un profil pro-tumoral de tolérance immunitaire, et 

une angiogenèse ou une lymphangiogenèse active permettant l’installation et la 

prolifération de davantage de cellules tumorales.  

 Les caractéristiques de la niche pré-métastatique b.
 

Les caractéristiques qu’acquièrent les niches pré-métastatiques au cours de cette 

progression sont donc dans un premier temps la génération d’une inflammation locale, avec 

le recrutement de BMDC et de cellules au potentiel immunosuppressif, l’activation des 

fibroblastes résidents et leur reprogrammation métabolique, et la perméabilisation des 

vaisseaux sanguins. Cela permet l’installation de quelques cellules tumorales sous la forme 

de micrométastases, souvent dormantes. Dans un second temps, l’angiogenèse et la 

lymphangiogenèse sont accélérées et les conditions immunologiques se dégradent vers une 

inflammation généralisée, qui favorise la tolérance immunitaire, puis l’installation de 

nouvelles cellules tumorales et la formation de la niche métastatique (Lu et Ciao, 2016).  

Nous savons qu’un ensemble de cytokines et de petites protéines bioactives induisent 

l’inflammation. L’évolution de la niche pré-métastatique est ainsi caractérisée par un 

environnement riche en cytokines inflammatoires telles que le TNFα, qui induit l’expression 

des protéines S100A8/A9. Dans la niche pré-métastatique pulmonaire, ces dernières 

induisent l’expression des protéines SAA qui permettent le recrutement de cellules 

myéloïdes et des cellules tumorales. Les exosomes qui transportent le récepteur MET 

permettent la mobilisation des BMDC (Peinado et al., 2012). 

L’immunosuppression est principalement gouvernée par des cytokines produites par les 

fibroblastes et les cellules tumorales, telles que le TGFβ, l’IL6, la prostaglandine E2 (PGE2) 

(Kalluri et al., 2016), et par les exosomes qui induisent l’anergie des lymphocytes T et NK 

(Wen et al., 2017). La chimiokine CCL2 permet le recrutement de macrophages pro-

tumoraux, inhibe la maturation des lymphocytes NK et induit l’expression de G-CSF pour la 

différenciation des cellules myéloïdes (Qian et al., 2011).  

La perméabilité des vaisseaux sanguins et lymphatiques, l’angiogenèse et la 

lymphangiogenèse sont quant à eux permis par les métalloprotéinases, telles que la MM9 

produite les CAF, le VEGF-A produit par les CAF, les cellules tumorales, et les BMDC, et les 

exosomes qui permettent la mobilisation de ces dernières (Lu et Ciao, 2016). La 

lymphangiogenèse est un phénomène pré-métastatique caractéristique du ganglion 
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lymphatique. Les cellules tumorales de mélanome sécrètent VEGF-C et Midkine/NEGF2 

(Neurite Growth Factor 2)  et induisent la lymphangiogenèse dans le ganglion lymphatique 

(Lund et al., 2012 ; Olmeda et al., 2017). L’IL6 produite par les cellules tumorales de 

carcinome mammaire permet également d’induire la lymphangiogenèse en stimulant 

l’expression de CCL5 et de VEGF par les cellules endothéliales lymphatiques, permettant 

l’attraction des cellules tumorales CCR5+ (Lee et al., 2014). Les exosomes tumoraux 

permettent le remodelage vasculaire du ganglion lymphatique en induisant l’expression de 

VEGF-B, de HIF1α et de la thrombospondine 1 dans le stroma lymphatique (Li et al., 2009 ; 

Hood et al., 2011).  

L’organotropisme est enfin une propriété intrinsèque des niches pré-métastatiques, qui 

dépend de l’accessibilité de la niche aux cellules tumorales (grâce aux vaisseaux, à la matrice 

extracellulaire), le maintien de conditions de survie (ressources métaboliques, facteurs de 

croissance, immunosuppression), mais également de signaux d’attraction. A ce titre, les 

chimiokines émises par les niches pré-métastatiques sont cruciales pour permettre l’entrée 

de cellules tumorales dans la niche. Le ganglion lymphatique, dont l’éducation pré-

métastatique renforce la vascularisation, émet les chimiokines CCL19, CCL21 et SDF1 en 

quantité, ce qui permet l’attraction de cellules tumorales CCR7+ et CXCR4+ (Lu et Ciao, 2016 ; 

Voir partie II). 

 

 

 



20 
 

 

Figure 3 : La préparation de la niche pré-métastatique. Les cellules de la tumeur primaire sécrètent 

des facteurs solubles ou des vésicules extracellulaires qui atteignent la moelle osseuse, le ganglion 

lymphatique, ou des tissus cibles des métastases plus distants. Les exosomes et certains facteurs 

solubles permettent (A) la lymphangiogenèse dans le ganglion lymphatique, (B) induisent l’activation 

des BMDC dans la moelle osseuse. (C) L’initiation de la niche pré-métastatique est permise par des 

facteurs pro-fibrotiques (TGF) et pro-angiogéniques. Les fibroblastes activés sécrètent une matrice 

riche en fibronectine et en protéines matricellulaires. L’hypoxie générée induit également la 

sécrétion de chimiokines et d’enzymes de réticulation du collagène. On aboutit à la niche pré-

métastatique immature. (D) La niche évolue progressivement vers un état inflammatoire puis 

immunotolérant qui permet l’installation de cellules tumorales dormantes. C’est la niche pré-

métastatique mature. (E) L’installation de nouvelles cellules tumorales dans un environnement 

immunosupprimé, néo-vascularisé et fibrotique permet la formation de macro-métastases et le 

réveil des cellules tumorales dormantes.  
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Nous allons voir maintenant que les cellules stromales qui orchestrent ce dialogue 

permanent entre les cellules tumorales et le microenvironnement sont les fibroblastes.  

 

C. Les fibroblastes du microenvironnement tumoral 

 

 1) Fibroblastes et myofibroblastes 

 

a. Fonctions et variété des fibroblastes 
 

Les fibroblastes sont des cellules d’origine mésenchymale qui assurent l’intégrité tissulaire. 

Ils produisent la matrice extracellulaire et sont activés par les signaux mécaniques et les 

dommages tissulaires. Leur identification n’est pas aisée et repose sur l’association de 

plusieurs critères (Sahai et al., 2020) : 

- Des marqueurs moléculaires telles que la vimentine, composant majeur des filaments 

intermédiaires du cytosquelette, le PDGFR-α (Platelet-derived growth factor receptor A) ou 

S100A4/FSP-1 (Fibroblast Specific Protein I). Les fibroblastes se distinguent des autres 

populations stromales par l’absence de marqueurs endothéliaux (CD31) ou leucocytaires 

(CD45). 

- Des caractéristiques morphologiques et structurales distinctives in vivo comme in vitro, 

telle que leur taille, leur étalement et de nombreux points d’adhésion focale associée au 

cytosquelette d’actine. 

- Leur localisation dans les stromas tissulaires, en soutien des cellules épithéliales sus-

jacentes. 

Les fibroblastes diffèrent en fonction de leur localisation dans l’organisme, selon l’organe, et 

parfois même au sein d’un même organe voire d’un même tissu. Dans la majorité des tissus 

conjonctifs lâches, les fibroblastes sont dits quiescents (Kalluri et al., 2016). Ce sont des 

fibroblastes de morphologie allongée, en forme de broche, peu prolifératifs et ne possédant 

pas de sécrétome actif. Ils ne sécrètent de la matrice que lorsque celle-ci doit être 

renouvelée, et maintiennent un état métabolique et épigénétique stable. Les fibroblastes du 

derme correspondent à cette description. Ce sont des cellules faiblement contractiles qui 

sécrètent une matrice riche en élastine et en collagène de type I (Thulabandu et al., 2017).  

b. La génération des myofibroblastes 
 

D’autres fibroblastes possèdent des propriétés contractiles, on les appelle des 

myofibroblastes. Les myofibroblastes sont des cellules que l’on retrouve dans de nombreux 

tissus dans un contexte physiologique ou pathologique. Les myofibroblastes ont été 
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caractérisés comme des cellules dotées de microstructures particulières appelés faisceaux 

d’actine, faisceaux contractiles, ou fibres de stress. Un sous-type d’actine, nommé α-SMA 

et codé par le gène ACTA2, constitue ces faisceaux d’actine, et est un marqueur 

myofibroblastique (Gabbiani et al., 2003).  

Dans certains organes, les fibroblastes maintiennent un état basal d’activation y compris à 

l’homéostasie, ce qui permet de conserver la tension biomécanique. Ils possèdent des 

marqueurs de type myofibroblastique (dont α-SMA). On les retrouve dans des tissus 

conjonctifs spécialisés et mécaniquement très sollicités (Tomasek et al., 2002), comme les 

tissus péri-alvéolaires dans le poumon (Kapanci et al., 1992), ou dans les tissus lymphoïdes 

comme le ganglion lymphatique (Tocannier-Pelte et al., 1987).  

Mais la génération de myofibroblastes a le plus souvent lieu à partir de fibroblastes 

quiescents pour répondre à un stress temporaire (Figure 4). Dans la peau, les fibroblastes 

sont activés lors d’un dommage tissulaire (par exemple une blessure). Le stress mécanique 

lié à la blessure permet de générer des proto-myofibroblastes, qui développent des 

adhésions focales avec la matrice et des faisceaux contractiles associés. Ils sécrètent alors du 

TGFβ, synthétisent et remodèlent la nouvelle matrice extracellulaire pour réparer la lésion, 

et échangent des signaux inflammatoires avec les cellules résidentes de l’immunité innée. 

Ils deviennent alors des myofibroblastes différenciés exprimant α-SMA et une forme 

particulière de fibronectine (EDA-FN). Il s’agit ici d’une réponse physiologique, temporaire et 

réversible, suivi ou par la mort cellulaire des myofibroblastes (« nemosis ») ou leur possible 

dédifférenciation en fibroblastes quiescents (Hinz, 2007). 
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Figure 4 : La différenciation des myofibroblastes (D’après Tomasek et al., 2002 ; Hinz, 2007) 
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La dérégulation des myofibroblastes et leur suractivation chronique par des signaux 

mécaniques et biochimiques conduit à la formation d’un tissu cicatriciel persistant puis à la 

fibrose (Diazzi et al., 2020). Il s’agit alors d’une situation pathologique que l’on retrouve 

notamment dans le cancer.  

 2) Les fibroblastes associés au cancer 
 

a. Origine et hétérogénéité des fibroblastes associés au cancer 

 

Les fibroblastes jouent un rôle essentiel dans l’établissement et l’évolution du 

microenvironnement tumoral. Ainsi, la formation d’un tissu fibrotique est récurrente dans 

l’évolution du microenvironnement tumoral, telle une « blessure qui ne guérit jamais », et 

elle est directement médiée par l’activation des fibroblastes en fibroblastes associés au 

cancer (CAF) et le remodelage de la matrice extracellulaire par ces derniers (Dvorak et al., 

1986). 

 

1. Origine des CAF 

Des études basées sur des modèles animaux avec des cellules marquées par un transgène 

conditionnel (Raz et al., 2018), ou des études par séquençage en single-cell de la tumeur 

(Bartoschek et al., 2018), montrent que les CAF peuvent être issus des différentes 

populations stromales résidentes ou de cellules recrutées dans la tumeur. 

C’est dans le carcinome que les premières observations à ce sujet ont été faites. Parmi les 

origines possibles des CAF, on trouve principalement les fibroblastes résidents du tissu 

primaire ou métastatique (Orimo et al., 2005). Parmi les cellules pouvant être recrutées, on 

trouve les cellules mésenchymales dérivées de la moelle osseuse (MSC) (Quante et al., 

2011). Elles peuvent former une population distincte dans la tumeur, n’exprimant pas 

PDGFR et ayant une fonction fortement pro-angiogénique (Raz et al., 2018). D’autres 

publications indiquent que les CAF peuvent également provenir d’adipocytes (Bochet et al., 

2013), de cellules endothéliales (Zeisberg et al., 2007) ou de péricytes (Bartoschek et al., 

2018).  

Ces cellules partagent le lignage mésenchymal, et le contexte inflammatoire ou fibrotique du 

microenvironnement tumoral reprogrammerait ces cellules vers un phénotype activé qu’ils 

avaient pendant le développement. Il semble en effet que le caractère quiescent, non-activé, 

des fibroblastes sains soit acquis après le développement (Kalluri, 2016). Or, une 

reprogrammation épigénétique est observée autant dans les fibroblastes résidents que les 

fibroblastes recrutés, au travers par exemple d’une hypométhylation de l’ADN (Quante et 

al., 2011).  Cette reprogrammation, irréversible, est induite par le TGF.  
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b. Hétérogénéité des CAF 
 

Les études portant sur l’origine des CAF dans divers cancers ont mis en lumière leur 

hétérogénéité phénotypique. De manière concordante dans plusieurs cancers, plusieurs 

études distinguent des populations de CAF présentant des niveaux d’activation et des 

propriétés différentes. En particulier, toutes les populations de CAF ne présentent pas la 

même contractilité ni la même propension à créer un environnement immunosuppressif. On 

trouve ainsi des CAF aux propriétés myofibroblastiques, fortement contractiles, et 

remodelant la matrice extracellulaire. D’autres CAF au contraire sont moins contractiles, et 

exercent une fonction plutôt inflammatoire ou immunomodulatrice et pro-angiogénique. 

D’autres populations moins activées peuvent aussi exister et passer vers l’un de ces 

phénotypes (Kalluri, 2016). Ils sont discernables par un ensemble de marqueurs présentés 

dans la Figure 5. 

Pour comprendre l’hétérogénéité des CAF au sein de la tumeur, les équipes qui s’y sont 

intéressés ont croisé les données issues de cytométrie en flux, d’analyse de l’expression 

génique en single-cell, et d’analyses histologiques en immunofluorescence ou en 

immunohistochimie. Ces études montrent que les différentes populations de CAF se 

distinguent en termes de marqueurs et de phénotypes, mais également en termes de 

localisation et d’origine. Elles démontrent l’existence de populations de CAF 

myofibroblastiques αSMA+ contractiles distinctes de populations de CAF sécrétoires, 

pouvant être inflammatoires ou immunosuppresseurs, qui conservent une morphologie 

étoilée signe de leur activation, mais expriment fortement FAP et des cytokines et 

chimiokines comme IL6 et CXCL12.  

Dans le carcinome pancréatique (PDAC – Pancreatic Ductal Adeno-Carninoma), trois 

populations de CAF ont été identifiées : la première correspond à des CAF 

myofibroblastiques (myCAF), la seconde à des CAF inflammatoires (iCAF) et la troisième, plus 

rare, à des CAF capables de présenter des antigènes (apCAF) aux lymphocytes T par le CMH 

de classe II (Elyada et al., 2019 ; Helms et al., 2020). Les CAF myofibroblastiques sont 

αSMAhigh IL6Neg et se situent à proximité des cellules tumorales. Les CAF inflammatoires sont 

αSMANég IL6High et se situent plus en périphérie (Ohlund et al., 2017). Cette dichotomie de 

localisation s’explique par un dialogue entre les cellules tumorales et les CAF. Les cellules 

tumorales sécrètent de l’IL-1, capable de diffuser dans la tumeur et qui induit le phénotype 

inflammatoire des CAF distants. Les cellules tumorales sécrètent également du TGFβ, une 

cytokine dont la diffusion est limitée par la matrice extracellulaire, qui antagonise l’effet de 

l’IL-1 en diminuant l’expression de l’IL1-R1, et en induisant la différenciation en 

myofibroblastes des CAF proximaux (Biffi et al., 2018).  

On retrouve cette bipartition phénotypique dans les CAF de carcinome mammaire et de 

mélanome. Dans les tumeurs les plus agressives du carcinome mammaire (« triple-

négatives »), deux populations de CAF sont enrichies parmi quatre populations, les deux 

autres étant retrouvées dans le pourtour des tumeurs ou dans des tumeurs moins 
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agressives.  Ces deux populations de CAF majoritaires sont identifiées dans la tumeur 

primaire comme dans les ganglions axillaires. Il s’agit d’une population αSMAhigh FAPNég 

myofibroblastique appelée CAF-S4, capable de remodeler la matrice extracellulaire et 

favorise l’invasion tumorale et d’une population αSMAhigh FAPhigh appelée CAF-S1, moins 

contractile, et de phénotype sécrétoire (Costa et al., 2018 ; Pelon et al., 2020). De manière 

intéressante, des populations analogues sont retrouvées dans les tumeurs de mélanome.  

On y retrouve trois populations de CAF, dont une population de CAF sécrétoires CAF-S1 

PDPN+ PDGFRα+ CD34+, une population de CAF (CAF-S2) « desmoplastique » PDPN+ 

PDGFRα+, exprimant des gènes de la matrice extracellulaire, et une population de CAF 

myofibroblastique (CAF-S3) αSMA+ (Davidson et al., 2020). Les CAF-S1 de carcinome 

mammaire et de mélanome ont en commun de surexprimer des molécules inflammatoires, 

des cytokines, et surtout des chimiokines, dont CXCL12. Dans le carcinome mammaire, les 

CAF sécrétant CXCL12 favorisent la transition phénotypique des cellules tumorales vers un 

phénotype invasif (Pelon et al., 2020) et expriment des co-récepteurs de la réponse T et des 

molécules d’adhésion (OX40L, PDL2, JAM2) qui permettent le maintien des lymphocytes T 

régulateurs (Costa et al., 2018). En accord avec le fait que les CAF-S1 de carcinome 

mammaire sont FAP+, d’autres études montrent que les CAF FAP+ ou FAP+ PDPN+ favorisent 

le recrutement de MDSC (Chen et al., 2018) ou l’anergie des lymphocytes T (Cremasco et al., 

2018). Les CAF-S1 de mélanome favorisent de leur côté l’accumulation de macrophages par 

la sécrétion de molécules du complément comme C3a (Davidson et al., 2020). Ensemble, ces 

études montrent que ces CAF sécrétoires partagent un profil immunosuppressif.  

Au cours du développement de la tumeur, des sous-populations de CAF émergent et 

peuvent devenir localement prépondérantes et former des niches pro-tumorales. Dans le 

PDAC, une population de CAF myofibroblastiques LRRC15+ émerge dans les tumeurs 

avancées, associée à une mauvaise réponse de la tumeur aux immunothérapies (Dominguez 

et al., 2019). Dans le carcinome mammaire et le cancer du poumon, une population de CAF 

CD10+ GPR77+ assure une niche pour les cellules souches cancéreuses. Ils correspondent à 

des CAF sécrétoires αSMA+ FAP+ qui expriment l’IL6 et l’IL8 favorisant la chimiorésistance des 

cellules tumorales (Shicheng et al., 2018). 

La question de l’hétérogénéité soulève bien sûr celle du rôle des fibroblastes dans le 

microenvironnement, en particulier de savoir s’ils sont plutôt en faveur ou en défaveur du 

développement tumoral. On comprend à présent que différentes populations de CAF 

favorisent l’invasion (Pelon et al., 2020), la survie tumorale (Dominguez et al., 2019 ; 

Shicheng et al., 2018), ou l’enrichissement du microenvironnement en cellules 

immunosuppressives (Costa et al., 2018 ; Davidson et al., 2020). Ils offrent des marqueurs 

spécifiques qui permettent de donner un statut au microenvironnement « favorable » ou 

« défavorable » au développement tumoral.  
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Nom 

du 

gène 

Nom de la 
protéine 

Population(s) associée(s) Rôles associés 

ACTA2 -SMA (-Smooth 
Muscle Actin) 

CAF-S4 et CAF-S1 (Costa et 
al., 2018 ; Pelon et al., 2020),  
myCAF (Ohlund et al., 2017) ; 
CAF-S3 (Davidson et al., 
2020) 

Formation des faisceaux 
contractiles 

CAV1 Cavéoline 1 Toutes (Costa et al., 2018) Mécanotransduction 
(Moreno-Vicente et al., 
2018) 

FAP Fibroblast 
Activation Protein 

Alpha 

CAF-S1 (Costa et al., 2018), 
fibroblastes 
immunosuppresseurs (Zhang 
et al., 2016 ; Chen et al., 
2018 ; Cremasco et al., 2018) 

Activation, 
immunosuppression 
(Kraman et al., 2010 ; 
Yang et al., 2016) 

FSP1 Fibroblast Specific 
Protein 1 – 

S100A4 

CAF-S1 (Costa et al., 2018) Activation 

ITGB1 Intégrine 1 CAF-S4, CAF-S1 (Costa et al., 
2018) 

Formation des 
adhésions focales, 
interaction avec la 
matrice extracellulaire 

PDPN Podoplanine CAF-S1 (Costa et al., 2018 ; 
Davidson et al., 2020) 

Invasion (Neri et al., 
2015) 

PDGFR Récepteur au 

PDGF (isoforme ) 

CAF-S1 et CAF-S2 (Davidson 
et al., 2020) 

Prolifération induite par 
les facteurs de 
croissance 

PDGFR Récepteur au 

PDGF (isoforme ) 

CAF-S1 (Costa et al., 2018) Prolifération induite par 
les facteurs de 
croissance 

CD10 Néprilysine CAF CD10+ GPR77+ (Shicheng 
et al., 2018) 

/ 

GPR77 G protein-coupled 
receptor 77 

CAF CD10+ GPR77+ (Shicheng 
et al., 2018) 

Récepteur de C5a, 
Activation des CAF par 

NFB 

LRRC15 Leucine Rich 
Repeat Containing 

15 

myCAF LRRC15+ (Dominguez 
et al., 2019) 

/ 

Figure 5 : Noms et fonctions des marqueurs des populations de CAF 
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c. Les facteurs qui induisent l’activation des CAF 
 

La génération des CAF est un processus progressif mais irréversible qui est induit par un 

ensemble de signaux extérieurs (Kalluri, 2016 ; Sahai et al., 2020) tels que (Figure 6) : 

- Des molécules sécrétées. Il s’agit des cytokines émises par les cellules tumorales, d’autres 

cellules stromales résidentes ou recrutées dans la tumeur, ou encore circulantes depuis les 

autres sites tumoraux. Ce sont le TGF, des ligands des récepteurs à activité tyrosine kinase, 

comme le PDGF ou le FGF, et des cytokines inflammatoires (IL-1, IL-6, LIF et TNF) (Erez et 

al., 2010 ; Sanz-Moreno et al., 2011 ; Albrengues et al., 2014, 2015). La voie NF-B induit 

l’activation des CAF grâce à l’action de l’IL-1 (Erez et al., 2010) ou de molécules du 

complément (C5a) produites de manière autocrine par les CAF (Shicheng et al., 2018). 

- Un stress physiologique, comme le stress oxydatif (émission de ROS) (Sahai et al., 2020) ou 

la dérégulation métabolique. Les CAF subissent notamment une reprogrammation 

métabolique (Avagliano et al., 2018) 

- Des dommages à l’ADN induits par les thérapies (Fordyce et al., 2010). 

- Des modifications dans la composition et la rigidité de la matrice extracellulaire (Calvo et 

al., 2013), qui peuvent être induites par les thérapies (Hirata et al., 2015). 

- Des contacts intercellulaires médiés par Notch (Strell et al., 2019). 

- Des exosomes qui transportent et transfèrent des intégrines et des microARN, induisant la 

production de fibronectine (Hoshino et al., 2015) et la reprogrammation métabolique (La 

Shu et al., 2018) des CAF.  
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Figure 6 : Les facteurs qui activent les fibroblastes associés au cancer 
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d. L’induction des CAF myofibroblastiques  
 

Je vais présenter comment les propriétés des myofibroblastes sont mises en place, et en 

particulier celles des CAF myofibroblastiques. Ces cellules intègrent des signaux du 

microenvironnement pour adapter la tension qu’elles exercent autour d’elles. Ce mécanisme 

est appelé mécanotransduction. Il met en jeu le cytosquelette, les récepteurs d’attache aux 

fibres de la matrice extracellulaire, et la matrice extracellulaire elle-même.  

La mécanotransduction permet la conversion de signaux mécaniques extérieurs et 

biochimiques associés en signaux biochimiques intracellulaires. Des récepteurs 

membranaires de la matrice extracellulaire couplés au cytosquelette sont engagés 

lorsqu’une tension mécanique est ressentie et activent des voies de signalisation directes 

vers ce même cytosquelette, ou plus indirectes par la régulation de l’expression génétique. 

Dans une situation normale, ces mécanismes aboutissent à une réponse transitoire du 

myofibroblaste pour rétablir l’homéostasie. Dans le microenvironnement tumoral, les voies 

de mécanotransduction sont auto-entretenues et maintenues de manière chronique, 

amenant à une reprogrammation transcriptionnelle du myofibroblaste et à la génération des 

CAF myofibroblastiques. 

1. Le cytosquelette des myofibroblastes 

L’exercice d’une tension par les myofibroblastes nécessite le concours de toutes les fibres du 

cytosquelette, en particulier les filaments intermédiaires et les microfilaments d’actine. La 

contraction cellulaire repose en effet sur des déformations cellulaires qui nécessitent à la 

fois la robustesse et l’élasticité de la membrane plasmique. Les myofibroblastes forment un 

réseau de filaments intermédiaires, composés de vimentine comme les autres fibroblastes, 

ou parfois de desmine que l’on retrouve ordinairement dans les cellules musculaires striées 

(Gabbiani, 1992 ; Shiga et al., 2015). Les myofibroblastes développent en plus un réseau de 

filaments d’actine dont l’organisation est différente de celle des autres cellules 

mésenchymales. Les filaments d’actine corticaux qui permettent la formation des 

protrusions membranaires sont progressivement complétés par des structures plus 

complexes appelés faisceaux contractiles ou fibres de stress. Ils sont constitués de 

microfilaments comprenant l’isoforme αSMA de l’actine, associés à des protéines motrices, 

les fibres de myosine (Tomasek et al., 2002). Dans les CAF, les fibres de stress peuvent 

également être associées aux septines, des protéines GTPases capables elles-aussi de 

s’associer en fibres (Calvo et al., 2015). Les fibres de stress sont ainsi caractéristiques du 

cytosquelette d’acto-myosine des myofibroblastes. La contractilité de ce cytosquelette est 

la résultante de plusieurs mécanismes : la polymérisation de l’actine, son assemblage en 

structures rigides et le déplacement de la myosine sur l’actine par un changement 

conformationnel.  
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i. La polymérisation de l’actine 

 

Les fibres du cytosquelette d’actine s’assemblent à partir de petites sous-unités protéiques. 

La sous-unité d’actine possède une structure globulaire avec un site de liaison de l’ADP ou de 

l’ATP que l’on appelle actine G (actine globulaire). Les sous-unités s’assemblent les unes à la 

suite des autres et forment deux protofilaments, qui eux-mêmes forment un filament 

d’actine, que l’on appelle actine F (actine fibrillaire).  La polymérisation de l’actine est 

régulée par plusieurs mécanismes : d’abord la nucléation, qui permet l’agglutination des 

premières sous-unités d’actine G, et d’autre part l’assemblage des sous-unités dans un sens 

privilégié. L’actine G liée à l’ATP possède une conformation favorisant son assemblage par 

rapport aux sous-unités liées à l’ADP. C’est la concentration d’actine G qui détermine la 

vitesse de polymérisation, avec une concentration critique en dessous de laquelle le filament 

d’actine décroît. Il y a en permanence assemblage et désassemblage à chaque extrémité des 

filaments, mais l’assemblage devient plus fréquent là où la concentration locale d’actine G 

est plus élevée que le seuil critique. Quand la nucléation a commencé, il se forme alors une 

première extrémité du filament, riche en sous-unités liées à l’ATP, que l’on appelle 

l’extrémité positive, ou extrémité barbue. C’est celle qui croît le plus vite. Au fur et à 

mesure que de nouvelles sous-unités s’assemblent, les premières hydrolysent l’ATP en ADP, 

et il se forme alors l’extrémité négative, où les sous-unités auront plutôt tendance à se 

désassembler. Il s’agit de l’extrémité négative, ou extrémité pointue. La croissance de cette 

extrémité est réduite, et l’équilibre y est progressivement déplacé vers le désassemblage 

(Pantaloni et al., 1985).  

 

La régulation de la polymérisation a lieu à la fois sur la nucléation et sur l’élongation des 

filaments. La formation de structures plus rigides est ainsi permise par une nucléation 

latérale de nouveaux microfilaments grâce au complexe ARP2/3 (Mullins et al., 1998). Les 

protéines ARP2/3 sont apparentées à l’actine mais ne peuvent pas elles-mêmes s’assembler 

entre elles. Elles forment un complexe qui permet l’assemblage d’un nouveau microfilament 

en le maintenant à son extrémité négative et en restant fixé sur un microfilament plus 

ancien. Ce système conduit à la formation de fibres d’actine sous la forme d’un réseau dense 

et ramifié. Il peut aussi se former des faisceaux denses de microfilaments d’actine parallèles. 

Dans ce cas, c’est la formine qui permet la formation de ces nouveaux microfilaments 

parallèles (Figure 7). La formine se maintient à l’extrémité positive du microfilament 

(Zigmond et al., 2004).  

D’autres protéines accélèrent cette fois-ci l’élongation des microfilaments, notamment la 

profiline qui stabilise les sous-unités d’actine G liées à l’ATP et favorise leur fixation à 

l’extrémité positive du microfilament. D’autres encore favorisent la dissociation des 

microfilaments, comme la cofiline (Mizuno, 2012). La cofiline, quand elle n’est pas 

phosphorylée, déstabilise l’extrémité négative en se liant aux sous-unités d’actine liées à 

l’ADP et en accélérant leur dissociation. La phosphorylation de la cofiline inactive cette 

fonction et favorise le maintien de la longueur des microfilaments d’actine (Figure 7). 
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Enfin, des protéines associées permettent aux microfilaments d’actine d’interagir entre eux 

et avec les membranes, et permettent donc leur stabilisation. La protéine alpha-actinine 

permet l’espacement des microfilaments d’actine parallèles et l’insertion éventuelle des 

fibres de myosine. On retrouve cette protéine au niveau des adhésions focales, en 

association avec d’autres telles que la vinculine, la taline, et bien sûr les intégrines. Elles 

permettent l’ancrage du cytosquelette à la membrane (Geiger et al., 2009). D’autres 

protéines ont un rôle majeur dans l’ancrage du cytosquelette à la membrane : ce sont les 

protéines ERM (Ezrine, Radixine, Moésine). Les protéines ERM se trouvent sur la face 

cytoplasmique de la membrane plasmique (Fehon et al., 2010). Quand elles sont 

phosphorylées ou qu’elles lient le PIP2 (Phospho-inositide bi-phosphate), un changement de 

conformation s’opère, elles s’allongent et lient d’une part les filaments d’actine et d’autre 

part des protéines de la membrane comme CD44 ou la podoplanine (PDPN). 

ii. La contraction des fibres de stress 

Les faisceaux contractiles, ou fibres de stress, sont l’association de fibres d’actine et de 

myosine. La myosine est une famille de protéines motrices que l’on retrouve dans toutes les 

cellules contractiles. Dans les myofibroblastes, c’est la myosine II qui est impliquée dans la 

contraction. Elle se compose d’un dimère de deux chaînes polypeptidiques, qu’on appelle 

chaînes lourdes (MHC – Myosine Heavy Chain) dont chacune possède un domaine de tête 

globulaire en N-terminal. C’est ce domaine qui permet l’interaction avec l’actine et la 

génération de la force motrice. Les deux chaînes se prolongent avec une longue hélice α qui 

permet la dimérisation des deux chaînes lourdes. A la charnière entre les deux domaines 

s’insèrent deux chaînes légères (MLC – Myosine Light Chain) ayant une fonction régulatrice.  

Le mouvement de la myosine sur l’actine se réalise en quelques étapes bien identifiées 

(Rayment et al., 1993). D’abord, la tête de la myosine est attachée à l’actine. Dans la 

seconde étape, la fixation d’une molécule d’ATP libère du filament d’actine la tête de la 

myosine. Ensuite, l’ATP est hydrolysée par la myosine en ADP. Celle-ci reste alors en 

conformation « armée », c’est-à-dire que la tête d’avance sur une longueur de 5nm. C’est 

ensuite que le groupement phosphate est libéré, la myosine se rattache au filament d’actine, 

et enfin l’ADP est libérée, générant la force qui ramène la tête de la myosine à sa position 

initiale relative à la molécule de myosine, résultant en l’avancement de la molécule entière 

par rapport à l’actine. Les chaînes légères de la myosine permettent de placer la myosine 

dans sa conformation initiale de liaison avec l’actine. En effet, si les chaînes légères ne sont 

pas actives, c’est-à-dire si elles ne sont pas phosphorylées, elles maintiennent les têtes 

globulaires et la queue de la myosine dans un état enroulé qui ne permet pas la fixation de 

l’actine. La phosphorylation des chaînes légères permet à la myosine de présenter ses sites 

de liaison à l’actine. 
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2. La réception et l’intégration des signaux extérieurs 

i. Les récepteurs des signaux extérieurs 

Les myofibroblastes intègrent des signaux extérieurs de deux nature : biophysique et 

biochimique. Ils disposent de récepteurs membranaires spécifiques de certaines des fibres 

de la matrice extracellulaire, et d’autres récepteurs auxquels se lient des cytokines. Les 

récepteurs membranaires des fibres de la matrice extracellulaire sont les intégrines et les 

DDR (Discoïdin domain receptors). Les intégrines sont une famille de récepteurs qui sont 

activés suite à la dimérisation d’une sous-unité α et d’une sous-unité β, dont les 

combinaisons multiples permettent la liaison du collagène, de la fibronectine ou de la 

laminine. Les DDR existent sous deux formes, DDR-1 et DDR-2, qui ne lient que le collagène. 

DDR1 facilite la liaison de la myosine dans les fibres de stress, ce qui permet la transmission 

des forces contractiles intracellulaires sur l’exercice d’une tension sur les fibres de collagène. 

La liaison des intégrines aux fibres de la matrice extracellulaire conduit à leur regroupement  

dans un complexe membranaire où sont recrutées des protéines de liaison cytoplasmique au 

cytosquelette (taline puis paxiline et vinculine), et de kinases telles que FAK. Ce processus 

est appelé la maturation de l’adhésion focale. Il est accompagné par le recrutement d’autres 

récepteurs à proximité de l’adhésion focale (TGFβR, IL1-R). Les myofibroblastes intègrent par 

les adhésions focales des signaux inflammatoires tels que l’IL-1 ou bien le TGFβ latent libéré 

des fibres de la fibronectine par l’exercice d’une tension sur la matrice.  

ii. Les Rho-GTPases transmettent le signal au cytosquelette d’actomyosine 

Ces signaux aboutissent à l’activation des Rho-GTPases. Ce sont de petites protéines G qui 

transitent d’un état inactif lié au GDP à un état actif lié au GTP, un processus régulé par les 

GEF (Guanine-Exchange Factor) qui jouent le rôle d’activateurs et les GAP (GTPase-

Activating Protein) qui jouent le rôle d’inactivateurs. La formation des fibres de stress 

nécessaires à la contraction des myofibroblastes est principalement gouvernée par les 

RhoGTPases de la famille Rho. On distingue les isoformes RhoA, RhoB et RhoC. RhoA est 

notamment impliquée dans l’activation de la kinase ROCK (Rho-associated coiled-coil-

containing protein kinase), qui joue ensuite sur deux tableaux (Figure 7) :  

- L’activation des chaînes légères de la Myosine II (Phosphorylation activatrice de MLC2 - 

Myosin Light Chain 2 - ou phosphorylation inhibitrice de la phosphatase MYPT1 (Myosin 

phosphatase target subunit-1)). 

- L’activation des protéines ERM, de kinases tels que les LIMK  (inhibition de la cofiline), et 

de la profiline qui favorisent la polymérisation de l’actine. 

La transduction du signal biomécanique extérieur vers le cytosquelette d’actomyosine par 

cette voie RhoA-ROCK est centrale dans l’activation des propriétés myofibroblastiques des 

CAF et le remodelage des fibres de collagène en retour.  
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Dans le carcinome spinocellulaire, les CAF guident l’invasion collective de cellules tumorales 

en formant des voies en laissant des fibres de collagène épaisses derrière eux, grâce à 

l’exercice d’une tension sur la matrice permise par les intégrines α3 et α5. Ce mécanisme est 

bloqué par l’inhibition de ROCK (Gaggioli et al., 2007). De même, l’augmentation de la 

tension intratumorale via l’augmentation de l’assemblage de collagène est augmentée par la 

mise en jeu de la voie RhoA-ROCK-LIMK (Samuel et al., 2011). Les propriétés 

myofibroblastiques des CAF de carcinome pulmonaire, favorisant leur migration, sont aussi 

induites par la surexpression par les CAF de la podoplanine au niveau du front de migration 

et l’activation subséquente de la voie ERM-RhoA-ROCK et inhibition de la cofiline (Neri et al., 

2015). Enfin, CDC42EP3, une autre RhoGTPase, est également impliquée dans l’induction de 

la contractilité des CAF et le remodelage de la matrice. Elle favorise l’assemblage des 

septines 2 et 7 dans les fibres de stress, et sert donc de messager complémentaire dans la 

mécanotransduction par les RhoGTPases (Calvo et al., 2015). 

 

 

Figure 7 : La régulation de la polymérisation de l’actine et de l’activité des fibres de stress 
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iii.   Les facteurs de transcription de la mécanotransduction 

Les voies de la mécanotransduction que je viens de décrire aboutissent également à une 

reprogrammation de la transcription dans les myofibroblastes. Cette reprogrammation est 

permise par un ensemble de facteurs et co-facteurs de transcription appelés (Dupont et al., 

2011 ; Calvo et al., 2013 ; Foster et al., 2017) :  

- MRTF (Myocardin related transcription factor) 

- SRF (Serum Response Factor) 

- YAP (Yes-Associated Protein) 

- TAZ (PDZ-binding motif) 

- TEAD (TEA domain family member 1) 
 

Les facteurs de transcription MRTF et SRF gouvernent la capacité des fibroblastes à réagir 

aux changements de rigidité de la matrice extracellulaire en régulant l’expression de gènes 

impliqués dans la contraction du cytosquelette d’actine (Olson et Nordheim, 2010).  C’est le 

niveau d’actine G, c’est-à-dire de monomères d’actine libres dans le cytoplasme, qui fait le 

lien entre les signaux extérieurs activateurs et l’activité de MRTF et SRF. MRTF et SRF 

intègrent les signaux issus des Rho-GTPases sont entre autres activées par les kinases 

activées par l’engagement des intégrines en interaction avec une matrice rigide (FAK, ILK, 

SRC) (Geiger et al., 2009), l’activation du récepteur au TGF (Foster et al., 2017), et 

l’activation des récepteurs à activité tyrosine kinase via la liaison physique des Rho-GEFs 

(Schiller, 2006). Les Rho-GTPases agissent ensuite via ROCK en inhibant l’activité de 

régulateurs négatifs de la polymérisation de l’actine (Cofiline) ou en activant l’activité de 

régulateurs positifs de la polymérisation de l’actine (LIMK). Ainsi, le niveau d’actine G 

diminue dans le cytoplasme et MRTF est transporté à l’intérieur du noyau (Figure 8). 

Les facteurs de transcription YAP et TAZ sont plus connus dans la voie de signalisation 

Hippo, qui régule la polarité cellulaire, la prolifération et l’apoptose en fonction des 

interactions intercellulaires et cellule-matrice. L’activité de YAP et TAZ est gouvernée par une 

série de phosphorylations, la première activatrice de LATS1/2 par MST1/2, la deuxième 

inhibitrice de YAP/TAZ par LATS1/2. Lorsque YAP et TAZ sont phosphorylés, ils sont 

séquestrés dans le cytoplasme par une protéine 14-3-3 et dégradés. Les RhoGTPases 

régulent YAP en bloquant l’action des protéines MST1/2 sur les protéines LATS1/2, 

empêchant l’action inhibitrice de ces derniers, et activant YAP/TAZ qui sont transportés dans 

le noyau (Meng et al., 2016). Cependant, le rôle de YAP/TAZ dans la mécanotransduction est 

désormais bien décrit. L’activité de YAP/TAZ est induite par les signaux biomécaniques 

extérieurs via les modifications du cytosquelette d’actomyosine induites par RhoA, mais cela 

peut avoir lieu indépendamment de la voie Hippo (Dupont et al., 2011). Dans les CAF, les 

facteurs MRTF-SRF d’une part et YAP-TAZ d’autre part coopèrent pour l’établissement d’un 

phénotype contractile (Foster et al., 2017). MRTF gouverne l’expression de gènes associés à 

la contraction et à l’adhésion à la matrice (ACTA2 qui code pour -SMA, intégrines). YAP 

permet l’expression d’autres gènes associés au cytosquelette d’actine (ANLN, DIAPH3 et 
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MYL9 qui code pour MLC2) (Calvo et al., 2013). Le renforcement de l’expression de protéines 

favorisant un cytosquelette d’actine développé permet le maintien de la signalisation MRTF 

et YAP et donc du phénotype myofibroblastique. Ensemble, MRTF et YAP co-régulent 

également des protéines matricellulaires qui participent à la rigidification de la matrice 

extracellulaire, tels que CYR61 et CTGF (Figure 8). L’activité transcriptionnelle de MRTF et 

YAP est ainsi maintenue par les propriétés myofibroblastiques des CAF, et renforcée par la 

rigidification de la matrice extracellulaire (Foster et al., 2017).  

iv. Le maintien des propriétés contractiles des CAF  

Le maintien du phénotype contractile des CAF myofibroblastiques fait de cette manière 

appel à des voies de signalisation qui aboutissent à l’activation de RhoGTPases, en particulier 

RhoA. Plusieurs études suggèrent que cette activation nécessite le concours de la matrice 

extracellulaire et de plus facteurs sécrétés (Figure 9). La rigidification de la matrice produite 

par les CAF conduit à l’accumulation nucléaire du facteur de transcription SNAIL, qui favorise 

l’activité de YAP et la production d’une matrice abondante (Zhang et al., 2016). Parmi les 

facteurs sécrétés, la principale cytokine connue pour induire l’activation des fibroblastes est 

le TGF par l’intermédiaire du TGFR et de SMAD2. Or, dans le carcinome mammaire, la 

molécule Wnt7 semble nécessaire pour potentialiser la signalisation du TGFR 

(Avgustinova et al., 2015). Dans le carcinome cutané, les cytokines inflammatoires comme 

l’IL6 ou le LIF, induit l’activation de ROCK via JAK1 (Sanz-Moreno et al., 2011). Or, le TGF 

sécrété par les cellules tumorales induit également dans les fibroblastes dermiques, via les 

SMAD, la sécrétion de LIF qui agit de manière autocrine et paracrine (Albrengues et al., 

2014). Le LIF active la voie JAK1-STAT3. Il interagit avec le récepteur LIFR, qui se couple avec 

GP130. La dimérisation de ces deux sous-unités permet leur trans-phosphorylation sur des 

domaines SH2, puis la fixation des protéines JAK1 et leur phosphorylation activatrice. JAK1 

peut ensuite activer RhoA et STAT3 dont l’activation est maintenue par une boucle de 

régulation épigénétique, en permettant l’expression de la méthyltransférase DNMT3b, une 

méthylation inhibitrice du promoteur de la phosphatase SHP1, et donc le maintien de la 

phosphorylation de JAK1 et de STAT3 (Albrengues et al., 2015). De manière récurrente, les 

fibroblastes activés présentent des profils hyper-méthylés par rapport à des fibroblastes 

quiescents, et cela semble être un marqueur du phénotype myofibroblastique (Betchel et 

al., 2010). 
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Figure 8 : La régulation de l’activité de YAP/TAZ et MRTF/SRF dans les myofibroblastes et 

les CAF 

e. L’activation des CAF inflammatoires et sécrétoires 
 

La voie NF-B a été identifiée pour être impliquée dans l’induction du phénotype pro-

inflammatoire des CAF dans un modèle de carcinome cutané (Erez et al., 2010). Ces auteurs 

proposent que l’IL-1β produite par les cellules immunitaires résidentes active les fibroblastes 

environnants par la voie NF-B. En retour, CAF promeuvent l’angiogenèse et le recrutement 

de macrophages. Dans le carcinome pancréatique, c’est également la voie NF-B qui est 

mise en jeu pour induire les CAF inflammatoires via l’IL-1 produit par les cellules tumorales 

(Biffi et al., 2018). De manière intéressante, l’induction de cette voie de signalisation aboutit 

à une boucle d’autoactivation analogue à celle décrite par Albrengues et al., 2014, dans 

laquelle la production de LIF est accrue, et active de manière chronique la voie JAK-STAT et 

la production de cytokines et chimiokines inflammatoires comme l’IL6 ou CXCL1. Enfin, dans 

le carcinome mammaire et le cancer du poumon, l’activation des CAF CD10+ GPR77+ qui 

soutiennent la niche des cellules souches cancéreuses est soutenu par la voie NFB induit 

par la voie C5a-GPR77 et qui induit la production des cytokines IL6 et IL8 (Shicheng et al., 

2018). 
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Figure 9 : La régulation des voies TGFβ-SMAD et JAK-STAT dans les myofibroblastes et les 

CAF 

f. Les CAF favorisent un environnement pro-tumoral 
 

Après avoir présenté les différents sous-types de CAF, aux propriétés et aux localisations 

différentes, je vais présenter ces propriétés et les mécanismes sous-jacents, et montrer que 

les CAF favorisent le développement tumoral et l’établissement de métastases par trois 

modes d’action principaux : (1) le remodelage de la matrice extracellulaire, (2) la sécrétion 

de facteurs d’action paracrine (facteurs de croissance, facteurs angiogéniques, cytokines ou 

chimiokines), et (3) la régulation du métabolisme.  

Ces modifications favorisent (Figure 10) : 

- La croissance des cellules tumorales (survie, prolifération, métabolisme) et endothéliales 

(angiogenèse). 

- La formation des métastases (invasion/infiltration et attraction/recrutement des cellules 

tumorales et immunitaires immunosuppressives). 

- La résistance thérapeutique. 
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- Les CAF sécrètent, assemblent et remodèlent la matrice extracellulaire  

Les CAF produisent et assemblent une matrice extracellulaire qui devient progressivement 

de plus en plus dense et rigide. C’est ce que l’on appelle la réaction desmoplastique, qui est 

caractéristique d’un environnement fibrotique, et donc pro-tumoral. Cela suppose plusieurs 

facultés pour les fibroblastes (Boonans et al., 2014) : déposer une quantité importante de 

fibres de glycoprotéines telles que le collagène, la fibronectine et la laminine ; dégrader la 

matrice extracellulaire, notamment au niveau des fronts de migration (Gaggioli et al., 2007); 

et lier les fibres de collagène entre elles telle une toile d’araignée. Les deux dernières 

propriétés tiennent de la faculté à remodeler la matrice extracellulaire. La fibronectine joue 

également un rôle de liant du fait de sa structure en dimère reliés par deux ponts disulfures 

en C-terminal et disposant sur chacun de ses bras de motifs de liaison au collagène, à la 

laminine et aux récepteurs cellulaires.  

Le dépôt d’une matrice extracellulaire alignée est intrinsèquement lié à la contractilité des 

CAF. Il fait intervenir les GTPases Rho et Rab et les intégrines. Les intégrines impliquées 

dépendent du cancer. Elles sont l’association d’une chaîne  parmi 18 isoformes et d’une 

chaîne β parmi 8 isoformes, pouvant s’associer en 24 différents dimères. Les intégrines 

permettent l’interaction avec les fibres de collagènes (ex : intégrine 11β1), de la 

fibronectine via le motif RGD (ex : 5β1) et de laminine (ex : 3β1). Le remodelage de la 

matrice extracellulaire par les CAF est permis essentiellement par les intégrines dotées de la 

sous unité β1 qui permet la formation des adhésions focales, l’activation de RhoA et le 

renforcement de la liaison à la matrice extracellulaire avec le cytosquelette d’actomyosine 

par l’induction de ROCK et MLC2. Dans les carcinomes mammaires et pancréatiques, ce sont 

les intégrines 5β1 qui sont mises en jeu pour aligner les fibres de fibronectine. Dans le 

carcinome pancréatique, les intégrines 3β1 permettent l’organisation des fibres de 

laminine. Dans les deux carcinomes précédemment cités et le cancer du poumon, les 

intégrines 11β1 permettent l’organisation des fibres de collagène (Zeltz et al., 2019).  

Pour le remodelage de la matrice, les CAF font également intervenir des enzymes de 

dégradation de la matrice extracellulaire (métalloprotéinases, adamalysines ADAMS et 

ADAMTS) et des enzymes de liaison des fibres de collagène. Ce sont les enzymes de la famille 

des LOX (Lysis OXidase), et des PLOD (Lysyl-hydroxylases) et P4H (Prolyl-4-hydroxylases). Les 

métalloprotéinases MMP2 et MMP9 ont été particulièrement décrites dans le remodelage 

de la matrice extracellulaire au sein des tumeurs (Singer et al., 2002). Elles permettent 

notamment le relargage des facteurs de croissance (TGFβ, VEGF) capturés par la matrice qui 

promeuvent l’activation des fibroblastes et l’angiogenèse. Parmi les enzymes de réticulation 

du collagène, les enzymes LOX et LOXL2 sont particulièrement décrites pour favoriser la 

tumorigenèse et la progression métastatique. Les CAF sont capables de relier les fibres de 

collagène entre elles grâce à ces enzymes, ce qui est le principal mécanisme pour augmenter 

la rigidité de la matrice. Les CAF sécrètent  une isoforme particulière de fibronectine appelée 

fibronectine EDA (Rybak et al., 2007) importante dans la mise en place de leurs propriétés 
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myofibroblastiques et la création de l’environnement fibrotique. Les CAF sécrètent de plus 

des matriprotéines caractéristiques des environnements fibrotiques. La matriprotéine CTGF, 

dont l’expression est régulée par YAP, favorise la migration et la prolifération tumorale ainsi 

que l’angiogenèse (Hale et al., 2013). La périostine (POSTN) favorise la survie des cellules 

souches cancéreuses et la progression tumorale (Yu et al., 2018). Une autre matriprotéine 

apparentée à la fibronectine est la ténascine C, qui favorise l’invasion et la survie tumorale 

dans le mélanome (De Wever et al., 2004 ; Shao et al., 2015). Les CAF sécrètent également 

en abondance la protéine matricellulaire SPARC, qui joue le rôle de protéine adaptatrice 

favorisant l’assemblage des fibres de collagène (Hale et al., 2013). Or, SPARC favorise la 

transition phénotypique des mélanomes (Robert et al., 2006), la survie (Fenouille et al., 

2011) et l’invasion tumorales (Tichet al., 2015). 

Les cellules tumorales réagissent ainsi à la rigidité de la matrice, le plus souvent associée à 

l’augmentation de la densité en collagène, en fibronectine et à la présence de certaines 

matriprotéines. Les voies de signalisation induites sont nombreuses et permettent de 

contourner les inhibitions spécifiques des thérapies ciblées. La ténascine C peut activer le 

récepteur à l’EGF et conséquemment la voie AKT qui contrôle l’expression de gènes 

d’échappement à l’apoptose (Shao et al., 2015). La rigidité de la matrice quant à elle est 

perçue par les intégrines β1, la tension ressentie provoquant la formation d’adhésions 

focales et l’activation de la kinase FAK qui permet une réactivation de la voie des MAPK 

(Hirata et al., 2015). Pour la migration des leucocytes, l’impact de la matrice des CAF est 

double. Certains composants, l’acide hyaluronique et le versican, de la matrice sécrétée  par 

les CAF, favorisent l’infiltration de macrophages pro-tumoraux, les macrophages M2, dans 

un modèle de carcinome mammaire (Kobayachi et al., 2010). En revanche, la rigidification de 

la matrice, en particulier l’enrichissement en collagène, empêche la migration de 

lymphocytes T helpers et cytotoxiques, restreignant leur localisation dans les zones 

périvasculaires (Salmon et al., 2012). La rigidification de la matrice aboutit également à 

création d’un environnement hypoxique qui favorise l’expression des gènes du collagène, 

des enzymes de réticulation du collagène, l’infiltration et la différenciation de MDSC (Jiang et 

al., 2017). 

- Les CAF sécrètent des facteurs de croissance, des facteurs angiogéniques, des 

cytokines et des chimiokines. 

Le sécrétome des CAF est très varié et favorise l’immunosuppression du 

microenvironnement, la prolifération et la survie tumorale, notamment en réponse aux 

thérapies, la transition phénotypique des cellules tumorales et l’angiogenèse.  

Pour générer un microenvironnement immunosupprimé, les CAF sécrètent des facteurs qui 

orientent la composition immunitaire du microenvironnement vers des cellules 

immunosuppressives et bloquent l’activité des cellules immunitaires anti-tumorales.  
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Les CAF induisent ainsi le recrutement et la rétention de cellules immunosuppressives 

comme les lymphocytes T régulateurs en sécrétant CXC12 et en exprimant les molécules de 

surface OX40L, PDL2 et JAM2 qui permettent leur adhésion (Costa et al., 2018), mais de 

MDSC grâce à la chimiokine CCL2 et de macrophages grâce à la chimiokine CXCL14  

(Monteran et Erez, 2019 ; Yang et al., 2016).  Les CAF sécrètent de plus les cytokines TGFβ et 

IL-6 et induisent par ce moyen l’anergie des lymphocytes T helpers et cytotoxiques, 

favorisant la polarisation des lymphocytes T en lymphocytes T régulateurs  (Kalluri et al., 

2016). D’autres cytokines orientent la repolarisation des macrophages (GM-CSF, M-CSF) vers 

le phénotype pro-tumoral M2 (Monteran et Erez, 2016). Enfin, les CAF induisent l’extinction 

de l’activité cytotoxique des lymphocytes T CD8 grâce à la sécrétion d’IL-10 tandis que la 

PGE2 favorise la polarisation vers des lymphocytes T régulateurs et l’inhibition des cellules 

NK (Balsamo et al., 2009 ; Jiang et al., 2017).  

Les CAF sécrètent également des facteurs de croissance qui favorisent la survie des cellules 

tumorales (HGF, EGF, IGF) (Straussman et al., 2012 ; Chen et al., 2014). Le HGF produit par 

les CAF permet de réactiver la voie des MAPK bloquée par les inhibiteurs de BRAF dans le 

mélanome. Il s’agit donc d’un mécanisme permettant une résistance thérapeutique 

immédiate aux thérapies ciblées (Straussman et al., 2012). Les CAF favorisent la survie 

tumorale également par la sécrétion de cytokines inflammatoires. J’ai évoqué le rôle de l’IL6 

et de l’IL8 dans la survie des cellules souches cancéreuses (Shicheng et al., 2018). L’IL6 active 

via JAK-STAT et PI3K-AKT les voies de signalisation de la prolifération (E2F) et des facteurs 

anti-apoptotiques (BCL-2) (Kumari et al., 2016). 

Par ailleurs, les CAF favorisent la transition phénotypique des cellules tumorales. Le TGFβ, 

ainsi que certains ligands de la famille WNT (WNT5A), font partie des principaux facteurs 

sécrétés par les CAF qui induisent la transition phénotypique des mélanomes vers un profil 

invasif et dédifférencié, résistant aux thérapies (Hoek et al., 2006 ; Weeraratna et al., 2002). 

C’est le cas également du TNFα dont la source principale sont les cellules immunitaires de 

l’environnement fibrotique et inflammatoire créé par les CAF (Landsberg et al., 2012 ; 

Riesenberg et al., 2015). 

Enfin les CAF favorisent l’angiogenèse par la production de nombreux facteurs 

angiogéniques tels que le VEGF-A et des métalloprotéinases (parmi lesquelles on retrouve la 

MMP9) qui favorisent la pousse des vaisseaux dans la matrice fibrotique produite. Comme 

nous l’avons vu précédemment, le VEGF-A permet également d’attirer des cellules dérivées 

de la moelle osseuse qui apportent un surplus de ces facteurs et métalloprotéinases et 

favorisent l’angiogenèse. Les CAF produisent également du TGFβ, de l’IL-6 et du PDGFα sont 

d’autres facteurs qui induisent la prolifération des cellules endothéliales (Kalluri, 2016). 

Ainsi, les CAF contrôlent l’apport en nutriments et en dioxygène au sein d’une tumeur dont 

ils adaptent le métabolisme.  
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- Les CAF contrôlent l’activité métabolique à l’intérieur de la tumeur. 

Les CAF sont capables de réguler l’activité métabolique à la fois des cellules immunitaires et 

des cellules tumorales. Il s’agit du troisième mode d’action des CAF pour réguler la 

prolifération, la survie et la plasticité tumorale, et pour contrôler l’activité des cellules 

immunitaires. 

Un certain nombre de facteurs induisent la mise en place d’un effet Warburg propre aux 

CAF. L’effet Warburg consiste en un basculement d’une production d’Adénosine Tri-

Phosphate (ATP) à partir de la phosphorylation oxydative mitochondriale vers une 

production d’ATP principalement par la glycolyse. Le TGFβ, le PDGF, l’induction de HIF1α par 

l’hypoxie, induisent une transition d’une production d’ATP par la phosphorylation oxydative 

mitochondriale vers la glycolyse aérobie. Parce que la prolifération nécessite une production 

soutenue de nouvelles protéines, d’autres voies cataboliques sont induites telles que la 

glutaminolyse et les voies associées aux acides aminés et aux lipides. La mise en place de ces 

voies métaboliques permet un échange de métabolites avec les cellules tumorales, dont la 

seule glycolyse ne permet pas d’apporter suffisamment d’intermédiaires carbonés pour 

soutenir leur prolifération active. Ainsi, les CAF fournissent du lactate et des acides gras aux 

cellules tumorales, ce qui permet de soutenir le cycle de Krebs et la phosphorylation 

oxydative pour ces cellules (Kalluri, 2016). De plus, l’activation par la matrice fibrotique de la 

voie YAP/TAZ dans les deux partenaires de cette symbiose métabolique permet l’expression 

de l’enzyme GLS1 et du transporteur SLC1A3. Les CAF apportent de l’aspartate aux cellules 

tumorales et les cellules tumorales apportent du glutamate aux CAF. L’aspartate permet de 

maintenir actif le cycle de Krebs et la synthèse des intermédiaires carbonés nécessaires dans 

les cellules tumorales et le glutamate permet le maintien de l’état rédox dans les CAF et la 

néo-synthèse de la matrice extracellulaire (Bertero et al., 2019). 

En exprimant des enzymes telles que IDO1 et les arginases ARG1 et ARG2, les CAF régulent 

également la biodisponibilité du tryptophane et de l’arginine, ce qui inhibe la prolifération, 

l’activation et la production de cytokines des lymphocytes. Là où une symbiose métabolique 

se met en place avec les cellules tumorales, les CAF établissent donc une compétition 

métabolique avec les cellules immunitaires (Molon et al., 2016). 
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Figure 10 : Les CAF contrôlent le microenvironnement tumoral 

Les fibroblastes sont des acteurs clés du microenvironnement tumoral. Les CAF sont induits 

par la transformation maligne des cellules tumorales, et sont nécessaires à l’établissement 

d’un sol propice à la tumorigenèse et au développement métastatique. Leur activation en 

myofibroblastes permet aux CAF de remodeler la matrice extracellulaire et créer un 

environnement fibrotique propice à l’acquisition de propriétés agressives telles que 

l’invasion tumorale et la résistance aux thérapies. Leur statut de chef d’orchestre du 

sécrétome et du métabolisme au sein de la tumeur leur permet de contrôler la réponse anti-

tumorale et d’offrir aux cellules tumorales les ressources nécessaires à leur développement. 

Cibler les CAF est aujourd’hui une stratégie porteuse de beaucoup d’espoirs thérapeutiques. 

La recherche s’oriente sur des anticorps pour cibler les acteurs moléculaires de 

l’immunosuppression ou bien bloquer les cytokines (TGFβ) et les chimiokines (SDF1) ou leurs 

récepteurs respectifs pour empêcher le dialogue entre CAF et cellules tumorales (Sahai et 

al., 2020). 
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Partie 2 : Le Mélanome Cutané 

 

A. Du mélanocyte au développement métastatique 
 

Le mélanome cutané débute avec la transformation maligne des mélanocytes, les cellules 

responsables de la pigmentation de la peau situées à l’interface entre l’épiderme et le 

derme. L’objectif de cette partie est de présenter l’organisation de la peau et la biologie des 

mélanocytes sains, et de montrer comment une succession d’événements à l’échelle 

cellulaire, d’ordre génétique et épigénétique, mais aussi à l’échelle tissulaire voire 

systémique, reposant sur un dialogue entre cellule cancéreuse et microenvironnement, 

conduisent à la tumeur (tumorigenèse, ou ici mélanomagenèse) et aux métastases 

(progression métastatique). Cela me permettra d’expliquer pourquoi le mélanome est un 

cancer particulièrement agressif, avec le support des plus récentes données 

épidémiologiques disponibles. 

* 

* * 

1. Structure et fonctions des cellules de la peau 
 

a. La peau est un organe stratifié servant de barrière et d’interface  

 

La peau est un organe du système tégumentaire : il est directement en contact avec le milieu 

extérieur, et joue d’abord un rôle de barrière face à l’environnement extérieur, contre les 

organismes pathogènes et les agressions physiques comme les variations de température et 

les rayons UV provenant du Soleil. C’est un organe stratifié constitué de trois tissus 

principaux : un épithélium appelé épiderme, et deux tissus conjonctifs : le derme et 

l’hypoderme (Figure 11). Localement, l’épaisseur et la composition de ces couches sont 

variables et font qu’il existe en réalité plusieurs peaux, de structure hétérogène et adaptée 

en fonction des régions du corps. De plus, ces couches n’ont pas une organisation 

parfaitement linéaire : l’épiderme s’invagine pour former les follicules pileux, et le derme et 

l’hypoderme présentent une dense irrigation sanguine, lymphatique, et de nombreuses 

terminaisons nerveuses. C’est ainsi que la peau peut aussi remplir une fonction d’interface 

d’échange (régulation de la température du corps, perception du toucher). La diversité 

cellulaire de la peau fait de cet organe un environnement complexe dans lequel les 

interactions intercellulaires sont essentielles. 

 

Les trois prochaines sous-parties développent la structure, la fonction et les interactions des 

cellules de l’épiderme et du derme. J’introduirai la biologie du mélanocyte et insisterai sur 

quelques types cellulaires et interactions moléculaires physiologiques qui sont importantes 

pour expliquer la progression du mélanome. 
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b. L’épiderme est majoritairement constitué de kératinocytes  
 

L’épiderme est un épithélium stratifié et pavimenteux, dans lequel on retrouve trois types 

cellulaires : les mélanocytes, les cellules de Langerhans, mais surtout les kératinocytes 

majoritaires à 80%. Ces derniers se différencient à partir de cellules progénitrices contenues 

dans la couche germinative qui repose sur la lame basale, une fine couche de matrice 

extracellulaire qui les sépare du derme sous-jacent et à laquelle elles sont reliées par des 

hémi-desmosomes. Les kératinocytes suivent un processus de kératinisation progressive en 

passant par la couche épineuse, en générale la plus large, dans laquelle on les retrouve reliés 

par des desmosomes. Les kératinocytes les plus âgés, c’est-à-dire les plus superficiels, 

s’aplatissent, perdent leurs contacts intercellulaires, et accumulent des grains de 

kératohyaline (couche granuleuse). Ils entament alors un processus de mort cellulaire 

programmée par apoptose, qui conduit à la formation de la couche cornée et du squame 

(Figure 12).  

C’est cette structure rigide, assurée par de nombreux liens intercellulaires, et par 

l’accumulation en surface de cellules aplaties et fortement kératinisées, qui remplit 

primordialement le rôle de barrière face à l’environnement extérieur, en empêchant les 

pathogènes de pénétrer vers le milieu intérieur, et en servant de tampon face aux agressions 

physiques extérieures. On retrouve également des cellules de l’immunité innée, les cellules 

Figure 11 : Structures et fonctions des tissus de la peau. La peau se compose de trois tissus : 

l’épiderme, le derme, et l’hypoderme. Le focus est porté ici sur les structures du derme. On y trouve un 

tissu conjonctif majoritairement composé de fibroblastes et de matrice extracellulaire dont la 

structure change entre le derme papillaire et le derme profond. On trouve également le système 

nerveux cutané, avec plusieurs types de terminaisons nerveuses spécialisées dans la perception du 

toucher. Enfin, un riche réseau de vaisseaux sanguins et lymphatiques apportent nutriments et 

dioxygène jusqu’à l’épiderme non vascularisé et drainent déchets, antigènes et cellules immunitaires. 
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de Langerhans, qui sont des cellules dendritiques présentatrices d’antigènes que l’on 

retrouve le plus souvent dans la couche épineuse de l’épiderme. 

 

 

Figure 12 : Structure et interactions intercellulaires de l’épiderme. L’épiderme contient 

majoritairement de kératinocytes qui suivent un processus de différenciation de la couche basale 

vers les couches superficielles. Les mélanocytes produisent la mélanine qui est transmise via les 

mélanosomes aux kératinocytes desquels ils restent connectés par des jonctions communicantes et 

de jonctions adhérentes contenant l’E-Cadhérine. 
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c. Les mélanocytes de l’épiderme  

 
Localisation et origine des mélanocytes 
Les  mélanocytes cutanés sont présents dans la couche germinative de l’épiderme et 

reposent sur la lame basale au même titre que les cellules progénitrices des kératinocytes. 

On les retrouve aussi au niveau des follicules pileux. 

Alors que les kératinocytes ont une origine embryonnaire ectodermique, les mélanocytes 

sont des cellules d’origine mésodermique. Ils proviennent en effet de cellules multipotentes 

de la crête neurale, qui se sont spécialisées en mélanoblastes, les cellules précurseurs des 

mélanocytes. Les mélanoblastes sont des cellules mésenchymateuses capables de migrer en 

dehors de la crête neurale, de proliférer, et d’envahir l’ectoderme (Paluncic et al., 2016). 

C’est alors que les mélanoblastes se différencient en mélanocytes, par un processus d’ordre 

épigénétique qui leur fait perdre la plupart de leurs caractéristiques mésenchymateuses au 

profit de caractéristiques épithéliales (transition de type « mésenchymato-épithéliale »). Ce 

processus passe par l’acquisition de marqueurs, comme KIT et TYR (Tyrosinase), et de 

facteurs de transcription, SOX10 (SRY-box transcription factor 10), MITF (MIcrophtalmia-

associated Transcription Factor), qui gouvernent la différenciation depuis les cellules 

souches de la crête neurale en mélanoblastes et en mélanocytes différenciés (Mort et al., 

2015) (Figure 13).  

 

 

Figure 13 : Le développement des mélanocytes est gouverné par des marqueurs de différenciation. 

Les mélanocytes proviennent de cellules souches de la crête neurale qui se sont progressivement 

différenciées au cours de leur migration jusqu’à la couche basale de l’épiderme. Les marqueurs de 

différenciation gouvernement le phénotype et la fonction mélanocytique, tels que MITF ou TYR. 

Les mélanocytes assurent la photoprotection des cellules de la peau face aux rayons UV 
Les mélanocytes différenciés produisent de la mélanine dans des organites spécialisés 

appelés mélanosomes, à partir de produits issus de l’oxydation de la tyrosine. Il s’agit d’un 

processus appelé mélanogenèse. Les mélanosomes matures sont alors transmis aux 
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kératinocytes voisins. La pigmentation de la peau et des poils résulte d’interactions entre 

mélanocytes et kératinocytes, accentuées en réaction aux rayons ultra-violets du Soleil.  

Le Soleil produit trois types de rayons UV : les UV-A (longueur d’onde comprise entre 315 et 

400nm), les UV-B (280-315nm) et les UV-C (100-280nm). Les UV-C sont filtrés par la couche 

d’ozone, mais les UV-A et les UV-B peuvent pénétrer assez profondément dans la peau et 

causer des dommages cellulaires et tissulaires importants. Les UV-A sont très peu filtrés par 

l’atmosphère. Ils provoquent un déséquilibre dans la synthèse des protéines de la matrice 

extracellulaire (accumulation de fibres désorganisées d’élastine : « élastose solaire ») et la 

production de radicaux libres comme les espèces réactives de l’oxygène (ROS, Reactive 

Oxygen Species), ce qui génère un stress oxydant qui endommage l’ADN, causant des 

altérations génétiques. Les UV-B, plus énergétiques, sont considérés comme plus 

cancérigènes que les UV-A bien qu’ils soient davantage filtrés par l’atmosphère. Les UV-B 

génèrent également des ROS mais peuvent aussi provoquer des dommages directement sur 

la molécule d’ADN, en induisant la formation de dimères cyclobutane-pyrimidine et 

pyrimidine-pyrimidone (Mouret et al., 2008). La cellule normale possède un système de  

réparation de ces dommages à l’ADN induit par le stress UV qui est la machinerie d’excision 

des nucléotides dont deux facteurs sont régulés par USF-1 (Upstream Stimulatory Factor 1), 

ce qui en fait un facteur de transcription clé dans la stabilité génomique (Baron et al., 2012). 

Les mélanocytes produisent en fait deux types de mélanine : le pigment brun/noir 

« eumélanine », qui absorbe bien les rayons UV, et le pigment orange/jaune 

« phéomélanine », moins protecteur. La proportion de ces deux types de mélanine, du 

nombre de mélanocytes par rapport au nombre de kératinocytes, et la capacité à transférer 

les mélanosomes des mélanocytes aux kératinocytes, est responsable du panel progressif de 

couleurs de peau que l’on retrouve au sein de l’humanité. Les dermatologues distinguent 

cinq phototypes, dont les plus clairs (phototypes I et II) présentent un niveau accru de 

réaction de la peau aux rayons UV (coups de soleil, brûlures) et davantage de risque de 

développer des cancers de la peau. En condition normale, lorsque les rayons UV atteignent 

les kératinocytes, le stress oxydant engendré active la production par ces derniers de 

l’hormone α-MSH (α-Melanocyte Stimulating Hormone) via une voie de signalisation 

impliquant p53 (Cui et al., 2007). L’hormone α-MSH agit de façon paracrine en se fixant sur 

le récepteur MC1R (MelanoCortin-1 Receptor) sur les mélanocytes, ce qui active l’expression 

du facteur de transcription MITF. MITF régule l’expression des gènes impliqués dans la 

biogenèse des mélanosomes, la synthèse de mélanine, et le transfert des mélanosomes vers 

les kératinocytes (Gaggioli et al., 2003). L’hormone α-MSH, mais aussi d’autres facteurs 

produits par les kératinocytes (endothelin, FGF -Fibroblast Growth Factor-, HGF -Hepatocyte 

Growth Factor-, LIF -Leukemia Inhibitory Factor-) induisent également la prolifération des 

mélanocytes, ce qui renforce la photoprotection de la peau contre les rayons UV (Hirobe et 

al., 2005) (Figure 14). 
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d. Le derme : un tissu conjonctif richement vascularisé et innervé 

 
 
 
Structure générale du derme 
Le derme est un tissu conjonctif qui assure la rigidité et l’élasticité de la peau, qui sert 

d’assise à l’épiderme sus-jacent et qui renferme de nombreux vaisseaux sanguins et 

lymphatiques nécessaires à la nutrition de l’épiderme. Il contient d’autres structures 

multicellulaires : 

- Des glandes : les glandes sébacées, qui débouchent dans la partie supérieure du follicule 

pileux et sécrètent le sébum qui limite le dessèchement de la peau, et les glandes 

sudoripares, qui sécrètent la sueur et participent donc à la régulation de la température du 

corps par la transpiration. 

- Des muscles lisses, dont le rôle principal est l’érection du poil. 

- Le système nerveux cutané, qui fait partie du système nerveux périphérique. Il est 

composé d’une minorité de fibres nerveuses autonomes, motrices et sécrétrices, et qui 

régulent l’activité des glandes sudoripares, la vasomotricité et la thermorégulation, et d’une 

majorité de fibres nerveuses sensorielles sensibles à l’étirement, la vibration, la température 

et la douleur.  

Figure 14 : Les interactions entre kératinocytes et mélanocytes sont cruciales pour la 

photoprotection de la peau (D’après Schadendorf et al., 2015). Les kératinocytes réagissent 

aux rayons UV en produisant l’hormone α-MSH. Elle induit via le récepteur MC1R sur les 

mélanocytes la synthèse de mélanine grâce à la mise en place d’un programme transcriptionnel 

conduit par le facteur de transcription MITF. La mélanine est stockée dans les mélanosomes, 

dont la grande majorité est transmise aux kératinocytes avoisinants.  
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Les fibroblastes et la matrice extracellulaire 
La composante principale du derme est une matrice extracellulaire majoritairement 

constitué de fibres de collagène (en particulier le collagène I), d’élastine et de fibrilline, qui 

ensemble forment les fibres élastiques du derme. La matrice extracellulaire est sécrétée par 

les fibroblastes du derme. Le derme se subdivise en trois sous-couches : derme papillaire, 

réticulaire et profond (Figure 11). Les fibroblastes du derme n’ont pas les mêmes propriétés. 

Ainsi, les fibroblastes réticulaires, davantage impliqués dans les processus de cicatrisation, 

sécrètent des fibres de collagène plus larges et organisées que les fibroblastes papillaires 

(Thulabandu et al., 2017). 

Vascularisation du derme 
Le derme est richement vascularisé, grâce à un réseau sanguin et lymphatique dense.  

Le réseau sanguin, artériel et veineux, est structuré entre deux réseaux parallèles à la 

surface de la peau. Le premier est situé dans le derme papillaire. De ce réseau partent des 

capillaires sanguins qui gagnent des invaginations du derme vers l’épiderme, les papilles 

dermiques. Elles augmentent la surface d’échange afin de nourrir l’épiderme sus-jacent. 

L’autre est situé dans le derme profond. Entre ces deux réseaux partent des branches 

perpendiculaires qui les relient. Certaines de ces branches donnent naissance à d’autres 

capillaires qui irriguent les follicules pileux et les glandes sébacées et sudoripares. 

Contrairement au réseau sanguin, le réseau lymphatique fonctionne à sens unique. Sa 

fonction principale est de drainer l’excédent de liquide interstitiel, de protéines et de 

déchets, et en particulier d’éventuels antigènes libres dans la circulation ou transportés vers 

les organes lymphoïdes secondaires par des cellules présentatrices d’antigène. Dans la peau, 

les vaisseaux lymphatiques débutent anatomiquement entre les capillaires sanguins des 

papilles dermiques (Figure 15) et gagnent des vaisseaux plus gros situés plus profondément 

dans le derme, en restant contigus aux vaisseaux sanguins. Les vaisseaux lymphatiques 

fusionnent en de plus gros vaisseaux, quittent la peau et aboutissent aux ganglions 

lymphatiques drainants, qui filtrent la lymphe et sont le siège de la réponse immunitaire 

adaptative et anti-tumorale (Voir III, 1). 

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins et lymphatiques porte respectivement le nom 

d’angiogenèse et de lymphangiogenèse. Elle intervient en cas de rupture de l’intégrité du 

derme, au cours du processus de cicatrisation. Elle nécessite la migration et la prolifération 

des cellules endothéliales sanguines (BEC – Blood Endothelial Cells) et des cellules 

endothéliales lymphatiques (LEC – Lymphatic Endothelial Cells). Il est connu que la rupture 

du flux sanguin engendre une diminution locale de la pression partielle en dioxygène, 

l’hypoxie, ce qui induit la production du VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor A) par 

une voie de signalisation impliquant le facteur de transcription HIF (Hypoxia-Inducible 

Factor). Le VEGF-A interagit avec le récepteur VEGFR-1 (Vascular Endothelial Growth Factor 

Receptor 1) des BEC et stimule l’angiogenèse. D’autre part, les fibroblastes du derme 
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sécrètent pendant la cicatrisation le VEGF-C qui interagit principalement avec le récepteur 

VEGFR-3 des LEC et induit la lymphangiogenèse (Skobe et Detmar, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Anatomie des réseaux sanguins et lymphatiques dans les papilles dermiques. Les 

papilles dermiques sont les principales zones d’échange entre le derme et l’épiderme. Les 

nutriments et le dioxygène sont apportés par le sang artériel via un réseau dense de capillaires 

qui communique avec le sang veineux. Ce réseau anastomotique augmente la surface d’échange, 

ce qui permet de récupérer les déchets métaboliques de l’épiderme non vascularisé. D’entre ce 

réseau partent les vaisseaux lymphatiques qui drainent déchets, antigènes et cellules 

immunitaires vers les ganglions drainants. 
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 2. Les cancers de la peau : origines et épidémiologie 
 

Selon l’INCA (Institut National du Cancer), le nombre de nouveaux cas de cancers de la peau 

a triplé entre 1980 et 2012, cette augmentation étant majoritairement dû à l’augmentation 

de l’exposition aux rayons UV solaires et artificiels. Quatre-vingt mille cancers de la peau 

sont diagnostiqués chaque année en France. 

a. Les carcinomes 

 
Les cancers de la peau les plus fréquents sont les carcinomes, puisqu’ils représentent 95% 

des cancers de la peau. Ils surviennent majoritairement après 50 ans, sur les zones 

découvertes du corps, en contact direct avec la lumière du soleil. De fait, ils sont le plus 

souvent dus à une exposition au soleil excessive et chronique. 

Il en existe de deux types. Le carcinome basocellulaire est le plus fréquent (70% des cancers 

de la peau). L’évolution de ces cancers est lente, localisée, et ne donne jamais de 

métastases. Ils peuvent cependant s’étendre en surface s’ils ne sont pas pris en charge 

rapidement et resurgir si l’exérèse chirurgicale n’a pas été suffisamment large. L’origine 

cellulaire des carcinomes basocellulaires sont les cellules progénitrices de l’épiderme dans 

les zones interfolliculaires, ces cellules souches unipotentes de la couche germinative qui se 

différencient normalement en kératinocytes. Leur transformation maligne se traduit par 

l’arrêt de la différenciation et l’invasion loco-régionale de l’épiderme adjacent et du derme 

sous-jacent.  

Les carcinomes spinocellulaires sont moins fréquents (20% des cancers de la peau) mais 

plus agressifs et peuvent métastaser vers les ganglions lymphatiques et les organes 

distants. Ils trouvent souvent leur origine parmi les kératinoses actiniques, des lésions 

précancéreuses directement induites par une altération des kératinocytes superficiels due à 

une exposition répétée aux rayons du Soleil. D’une manière générale, les carcinomes 

spinocellulaires trouvent leur origine parmi les kératinocytes différenciés de la couche 

épineuse. Sa progression est caractéristique des cancers épithéliaux agressifs et 

métastatiques. 
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b. Le mélanome cutané 
 

Données épidémiologiques 

Le mélanome cutané trouve son origine dans la transformation maligne des mélanocytes. Ce 

cancer reste un fléau pour les patients qui en sont atteints. Il représente en effet 1,6% des 

cancers dépistés annuellement et 10% des cancers de la peau incidents, mais il est 

responsable de 80% des décès associés à ce type de cancer. Toujours selon l’INCA, 

l’incidence du mélanome est en augmentation depuis 1980, mais cette augmentation se 

ralentit depuis 2005, du fait d’une prise de conscience des risques liés aux rayons UV.   

Du fait que le mélanome soit au moins en partie dû à l’exposition aux rayons UV, cela 

engendre deux conséquences d’un point de vue épidémiologique : une augmentation de 

l’incidence et de la mortalité dû au mélanome avec l’âge, et le fait que l’incidence du 

mélanome soit plus élevée dans les zones géographiques comportant une importante 

proportion de personnes au phototype clair (I et II).  

L’augmentation de l’incidence du mélanome avec l’âge (Figure 16 : proportion d’individus 

atteints maximal parmi les personnes les plus âgées) s’explique par l’accumulation de 

dommages cellulaires et génétiques dû aux rayons UV au cours de la vie. Les courbes de 

mortalité sont d’ailleurs décalées vers les tranches d’âges les plus élevées par rapport aux 

courbes d’incidence, mais cela ne doit pas cacher le fait que l’incidence du mélanome 

augmente chez les personnes les plus jeunes. 

Le rapport entre l’incidence et la pyramide des âges dans les pays développés fait que la 

majorité des cas de mélanome sont diagnostiqués entre 40 et 60 ans, même si comme nous 

venons de le voir, un nombre non négligeable de cas sont diagnostiqués pendant 

l’adolescence et chez les personnes âgées. On peut remarquer particulièrement que l’âge 

médian de développement du mélanome, aux alentours de 50 à 60 ans, coïncide avec celui 

d’autres tumeurs solides, cancer du sein, du poumon ou du colon (Schadendorf et al., 2015). 
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Figure 16 : L’incidence et la mortalité du mélanome en France est dépendante de l’âge. En haut. 

Incidence du mélanome en France en nombre de cas chez la femme (histogramme violet) et chez 

l’homme (histogramme vert), ou en proportion (courbes) pour 100.000 individus, en fonction de 

tranches d’âge de 5 ans. En bas. Mortalité du mélanome selon les mêmes critères.  

De la même manière, l’incidence du mélanome est plus importante en Europe du Nord et en 

Amérique du Nord où la proportion d’individus de phototype clair est la plus élevée mais 

aussi dans des zones comme l’Afrique du Sud et surtout l’Australie et Nouvelle Zélande où la 

proportion d’individus de phototype clair est grande, où la puissance solaire est plus 

importante dû à la proximité des tropiques, et où l’ensoleillement est plus fort dû à un 

climat méditerranéen à aride (Figure 17).  
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Figure 17 : L’incidence et la mortalité du mélanome est dépendante de la situation géographique. 

En haut, Nombre de cas pour 100.000 personnes selon les pays du monde. En bas. Incidence et 

mortalité du mélanome selon des zones géographiques définies. 

La mortalité du mélanome est moins dépendante de la situation géographique et reste 

relativement proportionnelle à l’incidence, même en Australie et Nouvelle-Zélande où les 

efforts portés sur la prévention mais surtout sur le diagnostic sont particulièrement 

importants. En Australie d’ailleurs, l’incidence du mélanome diminue depuis 2005. Au 

contraire, on observe des variations notables entre les pays développés et les pays en 

développement en raison de l’inégalité de l’offre médicale de diagnostic et de traitement. 

 Facteurs de risques 

Le principal facteur de risque du mélanome est extrinsèque, c’est l’exposition aux rayons 

UV. Ce sont notamment les UV-A et les UV-B qui proviennent d’une source naturelle comme 

le Soleil et les UV-A d’une source artificielle comme les cabines de bronzage. La répétition de 

coups de soleil pendant l’enfance est notamment un facteur augmentant la probabilité de 

développer un mélanome plus tard. 
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Cependant, une grande partie des facteurs de risque sont intrinsèques aux individus. C’est le 

cas des personnes de phototypes de niveaux I et II, caractérisés par une peau claire sensible 

aux coups de soleil, qui développent plus facilement des grains de beauté et des tâches de 

rousseurs. Un nombre de grains de beauté supérieur à 100 fait partie des facteurs de 

risques du mélanome (Gandini et al., 2005).  

Parmi les facteurs intrinsèques, on retrouve également l’immunodépression. Les personnes 

ayant un système immunitaire affaibli, par exemple avec la prise d’anti-rejets suite à une 

transplantation, ont plus de risques de développer un mélanome (Vajdic et al., 2009).  

Enfin, il existe un certain nombre de mutations génétiques générant des prédispositions au 

mélanome. Les gènes affectés contrôlent le cycle cellulaire et la production de la mélanine. 

On estime ainsi à environ 8% les patients atteints d’un mélanome dû à une prédisposition 

héréditaire. Parmi ces patients, 40% possèdent une mutation sur le locus CDKN2A, qui 

inhibe la sénescence des cellules tumorales en début de progression de mélanome, tout 

comme le gène CDK4. Ces gènes sont dits de haute pénétrance, c’est-à-dire présentant un 

risque élevé de conduire au développement d’un mélanome s’ils sont mutés. D’autres 

mutations ont une plus faible pénétrance. On trouve des mutations sur le gène MC1R, 

associées à une proportion plus élevée de phéomélanine, avec un phénotype « cheveux 

roux » et une faible propension de la peau au bronzage. Un rapport élevé de phéomélanine 

par rapport à l’eumélanine favorise le stress oxydant généré par les rayons UV et l’apparition 

d’autres mutations. D’autres gènes associés à la différenciation et la fonction des 

mélanocytes sont également retrouvés mutés, à l’instar de MITF, amplifié dans 4 à 21% des 

mélanomes (Garraway et al., 2005), SOX10 et TYR.  

Le risque de développer un mélanome métastatique suite au diagnostic du mélanome 

primaire dépend essentiellement de son épaisseur. Nous verrons que le stade d’avancée du 

mélanome est en effet associé à une classification histologique reflétant l’infiltration de la 

tumeur dans l’épiderme et le derme. Une tumeur infiltrante est une tumeur ayant 

potentiellement disséminé des cellules tumorales dans la circulation et d’autres organes, qui 

peuvent donner des métastases. 

 3. Les mécanismes biologiques de la progression du mélanome 

 

a. Les hallmarks du mélanome  
 

Les cancers sont des pathologies complexes qui reposent sur la prolifération anarchique de 

cellules tumorales au sein du tissu qui l’entoure et qui constitue le microenvironnement 

tumoral. Hanahan et Weinberg développent l’hypothèse selon laquelle la formation d’un 

cancer est issue de l’accumulation de caractéristiques malignes qui conduisent 

progressivement une cellule dite « normale » à devenir une cellule « maligne ».  
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L’accumulation de ces nouvelles caractéristiques est permise par l’activation constitutive de 

signaux de transduction oncogéniques, grâce à une série de mutations aléatoires 

spontanées ou induites ; par des modifications épigénétiques promues par l’effet interne 

de ces mutations ou par des effets externes dues au microenvironnement tumoral ; et enfin 

grâce à des modifications de ce microenvironnement tumoral par la cellule cancéreuse 

(Hanahan et Weinberg, Cell, 2000).  

Pour le mélanome, l’action combinée de « mutations drivers », de mutations génétiques 

secondaires, de modifications épigénétiques, et du dialogue entre microenvironnement et 

cellule tumorale amène du mélanocyte sain au mélanome par l’acquisition progressive et 

séquentielle de plusieurs ou de la totalité des caractéristiques suivantes (Hanahan et 

Weinberg, Cell, 2011) (Figure 18) : 

- Hyperactivation des voies de signalisation induisant la prolifération cellulaire, 

indépendamment de la présence de facteurs de croissance. 

Exemples : Voie Ras-Raf-MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) et PI3K-AKT-

mTOR (PhosphoInositide 3-Kinases – Protein Kinase B – mammalian Target Of 

Rapamycin).  

Certaines de ces mutations sont exclusives les unes des autres et constituent un sous-

type génomique du mélanome reconnu par le Cancer Genome Atlas : c’est le cas des 

mutations affectant BRAF (52% des tumeurs, 35% pour la seule mutation BRAFV600E) 

et RAS (28% des tumeurs).  

- Echappement aux mécanismes de blocage de la prolifération cellulaire. 

Exemples : Mutations invalidant les gènes suppresseurs de tumeurs NF1 

(NeuroFibromatose 1), TP53 (Tumor Protein 53), et CDKN2A (Cyclin-dependant kinase 

inhibitor 2A) qui code deux régulateurs du cycle cellulaire : P16INK4A (contrôle du 

passage de la phase G1 à S) et P14ARF (sortie de la phase G2, impliqué dans 

l’activation de P53).  

- Résistance à la mort cellulaire programmée. 

Exemples : Mutations invalidant TP53, hyperactivation de la voie PI3K-AKT-mTOR, 

diminution de l’expression de la protéine pro-apoptotique BAD (Bcl2-associated 

Death promoter). 
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- Echappement à la sénescence. 

Exemples : mutation sur le promoteur ou amplification du gène TERT (TElomerase 

Reverse Transcriptase), codant pour l’une des sous-unités de la télomérase, l’enzyme 

responsable de l’élongation des télomères et l’échappement à la sénescence. 

- Induction d’une angiogenèse chronique.  

Dans le cas de nombreuses tumeurs solides, l’angiogenèse est chronique et aboutit à 

la pousse permanente de nouveaux vaisseaux sanguins. C’est ce que l’on appelle le 

« switch angiogénique ». Les cellules tumorales et certaines cellules du 

microenvironnement tumoral comme les fibroblastes surexpriment et sécrètent des 

facteurs angiogéniques tels que le VEGF-A et des métalloprotéinases tels que MMP9 

qui favorisent la libération du VEGF-A de la matrice extracellulaire et la pousse des 

vaisseaux au travers de cette matrice. 

- Mise en place d’une transition vers un profil invasif. 

Le mélanome primaire se caractérise par une hétérogénéité intratumorale due à la 

présence de différents profils transcriptionnels associés à différents profils 

phénotypiques allant de la cellule tumorale « proliférative » à la cellule tumorale 

« invasive ».  

L’acquisition d’un phénotype invasif permet aux cellules tumorales de former des 

métastases. Cela nécessite plusieurs mécanismes cellulaires (Zbytek et al., 2008) : (1) 

organisation du cytosquelette d’actine en fibres de stress et formation d’adhésions 

focales à intégrines amenant à l’acquisition d’une morphologie fibroblastique et à 

l’augmentation de la motilité cellulaire ; (2) expression et sécrétion d’enzymes de 

dégradation de la matrice extracellulaire ; (3) capacité à faire la diapédèse entre les 

cellules endothéliales des vaisseaux sanguins ; (4) capacité à survivre dans la 

circulation en évitant le stress des forces de cisaillement et la mort cellulaire par 

anoïkis, notamment par l’interaction avec les plaquettes sanguines ; (5) adaptation à 

l’environnement du nouveau tissu par la formation de nouvelles adhésions entre les 

cellules tumorales de la micrométastase et les cellules et la matrice du 

microenvironnement. 

- Echappement à la réponse immunitaire et génération d’une inflammation pro-tumorale. 

Plusieurs des caractéristiques majeures de la cellule tumorale regardant ses 

interactions avec le microenvironnement concernent le dialogue avec les cellules de 

l’immunité. Deux phénomènes distincts ont lieu : d’une part la capacité à éviter 

l’élimination par le système immunitaire, et d’autre part la génération d’une 

réponse inflammatoire favorisant plusieurs des autres caractéristiques du 

mélanome. 
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On observe l’infiltration de cellules immunitaires dans les microenvironnements 

tumoraux de la tumeur primaire comme des métastases : par exemple, des 

lymphocytes T cytotoxiques, des lymphocytes Natural Killer (NK) ou des cellules 

myéloïdes. Cette réponse immunitaire est à double tranchant : elle peut-être anti-

tumorale ou pro-tumorale.  

Les lymphocytes T cytotoxiques et NK forment ainsi une réponse initialement efficace 

pour éliminer des cellules malignes, de par la reconnaissance d’antigènes tumoraux 

et d’autres caractéristiques tumorales comme l’internalisation des CMH (Complexes 

Majeurs d’Histocompatibilité) de classe I. Une voie majeure utilisée par les 

mélanomes pour éviter l’élimination par les lymphocytes T cytotoxiques est celle de 

l’expression de régulateurs négatifs de leur activation, les molécules PD-L1 

(Programmed Death Ligand 1) et PD-L2. L’inhibition de cette voie par des anticorps 

bloquants est l’une des principales stratégies d’immunothérapies contre le 

mélanome. Des cellules du microenvironnement tumoral comme les CAF ont 

également une action immunosuppressive par ce type de récepteurs 

immunorégulateurs ou par des cytokines. 

De plus, les cellules de mélanome et les fibroblastes du microenvironnement 

favorisent le recrutement de cellules immunosuppressives, par exemple des MDSC. 

De manière intéressante, l’infiltration des cellules immunitaires dans le 

microenvironnement tumoral est associée à l’activation d’une voie de signalisation 

impliquée dans la prolifération et l’invasion des mélanomes et à la transition vers un 

phénotype invasif. A titre d’exemples, l’hyperactivation de la voie β-caténine est 

inversement associée à l’infiltration de lymphocytes T (Spranger et al., 2015) et la 

dérégulation de MITF est reliée à un phénotype pro-inflammatoire des cellules 

tumorales favorisant le recrutement de cellules myéloïdes immunosuppressives par 

des cytokines (Riesenberg et al., 2015).  

Pourtant, le mélanome fait partie des cancers les plus immunogéniques, 

principalement du fait des rayons UV et de leur action hautement mutagénique, 

permettant de générer plus facilement des néo-antigènes tumoraux permettant 

l’activation initiale des lymphocytes T. C’est pour cette raison que les 

immunothérapies, qui lèvent les freins de la réponse immunitaire, sont efficaces 

(Passarelli et al., 2017). 

- Reprogrammation du métabolisme énergétique. 

Les cellules tumorales engagent une reprogrammation du métabolisme énergétique 

afin de soutenir une prolifération active même dans des conditions 

d’appauvrissement en dioxygène et en nutriments. Le phénomène le plus connu est 

l’Effet Warburg. 
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Le basculement énergétique vers la glycolyse et le métabolisme des acides aminés a 

été montré comme associé à certaines mutations (BRAF, RAS, TP53) mais aussi à la 

transition vers un phénotype invasif et à l’interaction avec les CAF et la matrice 

extracellulaire (Parmenter et al., 2014 ; Bertero et al., 2019).  

 

Figure 18 : Les hallmarks caractéristiques du mélanome, adaptés des hallmarks du cancer 

d’après Hanahan et Weinberg.  Les cellules malignes du mélanome se caractérisent par 

l’acquisition progressive et séquentielle de propriétés les amenant à former une tumeur 

invasive et à former des métastases très agressives. L’acquisition de ces propriétés nécessite 

le concours du microenvironnement tumoral et engendre une hétérogénéité intratumorale 

rendant les traitements actuels inefficaces dans la plupart des cas. 

b. La classification histologique et moléculaire du mélanome 
 

L’acquisition de ces caractéristiques suit une séquence variable selon les mélanomes mais 

qui répond à un schéma général établi par Clark et al. en 1969, et aujourd’hui utilisé dans le 

diagnostic des stades de ce cancer. Ce schéma général amène du mélanocyte vers une 

tumeur radiale (RGP – Radial Growth Phase) localisée en surface dans l’épiderme, puis une 

tumeur verticale invasive (VGP – Vertical Growth Phase) pénétrant le derme. Il est traduit 

en diagnostic histologique par les niveaux de Clark et l’indice de Breslow qui rendent 

compte respectivement de l’infiltration de la tumeur et de son épaisseur (Figure 19). 



61 
 

L’indice de Breslow est toujours utilisé pour donner une valeur pronostique à la progression 

du mélanome chez les patients (Breslow, Ann Surg, 1970). Il est aujourd’hui complété par 

une classification plus générale qui tient compte de la localisation et du nombre de 

métastases. 

 

Figure 19 : La classification histologique du mélanome primaire. 

Le diagnostic du mélanome se tourne également vers une médecine personnalisée, 

moléculaire, qui repose sur la classification mutationnelle des cellules tumorales, établie par 

le Cancer Genome Atlas à partir de tumeurs primaires et de métastases issues de 333 

patients (Abkani et al., 2015) (Figure 20) : 

- Les mélanomes mutés BRAF (52%). La mutation la plus courante concerne la substitution 

de la valine 600 par l’acide glutamique (BRAFV600E). Cette mutation représente à elle seule 

35% de mélanomes. 

- Les mélanomes mutés NRAS (28%), dont 90% sont des mutations activatrices remplaçant la 

glutamine Q61 par une arginine (Q61R), de manière moins fréquente par une leucine (Q61L) 

et une histidine (Q61H). 

- Les mélanomes mutés NF1 (14%). 

- Les mélanomes Triple-WT (14,5%) mais présentant un enrichissement en mutations sur KIT 

ou plus rarement sur GNAQ (G Protein Subunit alpha Q) et GNA11. 

Dans ton schema, met en toutes lettres BRAF inhibiteur et MEK inhibiteur. Tu dois plus 

détailler ta voie des MAPK dans les hallmarks pour qu’on comprenne 
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Figure 20 : La classification mutationnelle des mélanomes par le Cancer Genome Atlas (Abkani et 

al., 2015). Les mélanomes sont classés selon les mutations des gènes BRAF, NRAS et NF1, ou 

l’absence de mutation sur ces trois gènes (mélanomes triple WT avec des mutations drivers sur 

d’autres gènes). Ces mutations servent aujourd’hui d’élément décisionnel pour le choix des 

traitements du mélanome métastatique. Les patients dont la tumeur est mutée BRAF sont traités 

avec les thérapies ciblées en première ligne, puis avec les immunothérapies en cas de résistance ou 

de rechute. Les patients des trois autres sous-types sont dirigés vers les immunothérapies.  

 

Parce qu’elles sont retrouvées dans la plupart des lésions mélanocytiques, ces mutations 

sont considérées comme étant les mutations drivers de la mélanomagenèse. Mais nous 

allons voir qu’elles ne sont pas suffisantes pour générer un mélanome. Les sous-parties 

suivantes exposent la progression du mélanome primaire et l’acquisition chronologique des 

hallmarks de ce cancer. Nous mettrons en correspondance la classification histologique de 

Clark, l’acquisition des mutations drivers et secondaires, et des hallmarks des cellules 

tumorales du mélanome.  

c. L’initiation de la transformation du mélanocyte 
 

La très grande majorité des mélanomes primaires est issue de mélanocytes sains. 

Cependant, dans 10% à 20% des cas les mélanomes proviennent de lésions précurseurs, 

c’est-à-dire des néoplasmes mélanocytiques présentant localement un risque accru de 

progresser en mélanome.  

La première de ces lésions est le grain de beauté bénin, ou naevus, qui se caractérise par la 

prolifération limitée de mélanocytes présentant souvent la mutation BRAFV600E, mais qui est 

maintenu dans un état « quasi-sénescent ». Ainsi, les grains de beauté bénins n’évoluent pas 

au cours du temps, voire régressent après l’âge de 50 ans. Il existe en effet une balance 
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entre la prolifération accrue, la mort cellulaire due au stress oncogénique, et la restriction 

de la croissance par le système immunitaire infiltrant du grain de beauté. Cela est un bel 

exemple montrant qu’une seule mutation oncogénique ne peut aboutir à une lésion 

maligne.  

Des lésions plus avancées se distinguent du naevus bénin par l’une de ces caractéristiques : 

asymétrie (A), bords irréguliers (B), hétérogénéité de couleur (C), de diamètre supérieur à 

5mm (D) et évolution au cours du temps (E). Il s’agit de la règle ABCDE. 

C’est le cas du naevus dysplastique. Ce type de lésion présente un risque supplémentaire de 

donner un mélanome, parfois surnommé « néoplasme intermédiaire », et doit être 

surveillé. Il répond parfois à trois des cinq règles ABCDE : asymétrie (A), bords irréguliers (B) 

et couleur hétérogène (C). Ils se différencient des naevi bénins par une première mutation 

driver de type NRAS ou BRAFnon-V600E et par d’autres mutations drivers notamment sur TERT 

ou son promoteur et CDKN2A, induisant un phénotype plus résistant à la sénescence. Mais 

la progression de ce type de lésion est en principe contenue par le système immunitaire, en 

particulier l’infiltrat lymphocytaire du derme papillaire. 

Pour donner un cancer, il faut donc que d’autres caractéristiques soient acquises, au niveau 

mutationnel, épigénétique et micro-environnemental. Une première chose doit être 

précisée : comme aperçu plus haut, la plupart des mutations sont exclusives les unes des 

autres (BRAF avec NRAS), et correspondent à une classification moléculaire du mélanome et 

des origines anatomiques différentes (Figure 21). 

On distingue ainsi les mélanomes CSD (Chronically Sun-Damaged) et non-CSD. Les 

mélanomes CSD se développent sur les peaux exposées régulièrement au soleil, à savoir la 

tête, la nuque et les parties dorsales des membres. Ils ont une signature mutationnelle de 

type NRAS, NF1, ou BRAFnon-V600E fortement associée aux rayons UV : dimères pyrimidine-

cyclobutane et pyrimidine-pyrimidone résultant en des mutations de type CC-->TT ou (C/T)C-

->(C/T)T. Ils peuvent être associés dans la plupart des cas à l’évolution d’une lésion 

dysplastique. L’incidence de ce type de mélanome croît avec l’âge. Les mélanomes non-CSD 

ont généralement une signature mutationnelle de type BRAFV600E, avec une signature UV 

intermédiaire. Ils peuvent être associés à l’évolution d’un naevus bénin. L’incidence du 

mélanome non-CSD atteint son maximum autour de l’âge de 50 ans. Ils se développent sur 

des parties moins exposées, le dos, le ventre, les bras et les jambes. 
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Figure 21 : Les mélanomes n’ont pas la même signature et la même évolution selon qu’ils soient 

associés à des dommages chroniques aux rayons UV (CSD) ou non (NON-CSD). D’après Shain et al., 

2016. Les mélanomes CSD sont caractérisés par une signature BRAFnon-V600E, KIT, NF1 ou NRAS, et 

connaissent une incidence croissante avec l’âge. Les mélanomes NON-CSD sont caractérisés par la 

mutation BRAFV600E, peuvent être associés à l’évolution d’un naevus bénin, et atteignent une 

incidence maximale autour de 50 ans. 

L’initiation de la mélanomagenèse passe ainsi par l’acquisition d’une mutation activatrice sur 

l’un des principaux oncogènes décrits par le Cancer Genome Atlas, et codant pour un second 

messager de la voie des MAPK, BRAF, ou certains des autres seconds messagers situés en 

amont de la voie : NRAS, NF1, GNAQ ou GNA11. Normalement active seulement en réponse 

à des facteurs de croissance se fixant sur des récepteurs à activité tyrosine kinase, tels que le 

PDGFR. L’activation du récepteur conduit à sa dimérisation et la transphosphorylation sur 

des motifs SH2, permettant l’ancrage de protéines adaptatrices qui vont permettre de 

rassembler des protéines de type GEF. Ces GEF activent N-RAS, une GTPase monomérique, 

en induisant le remplacement du GDP par le GTP. RAS étant ainsi activée, il induit une 

cascade de phosphorylation entre des sérine-thréonine kinases de la famille des MAPK. Ces 

enzymes phosphorylent leur substrat en tirant le groupe phosphate de l’ATP. La première est 

une MAPKKK, BRAF. BRAF phosphoryle une MAPKK, MEK. Enfin, MEK phosphoryle une 

MAPK, ERK1/2. ERK1/2 ainsi activée transloque dans le noyau et se retrouve compris dans 

un complexe régulateur de la transcription de gènes, notamment impliqués dans la 

prolifération cellulaire. La voie des MAPK est normalement maintenue inactive en absence 

de ligand activant le récepteur initial, car la GTPase RAS est inactivée par NF1, une protéine 

GAP qui permet le relargage du GTP. Les mutations citées précédemment rendent la voie 

des MAPK constitutivement active.  
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Cependant, comme ce qu’il se passe avec le naevus bénin, l’hyperactivation de la voie des 

MAPK conduit au phénomène de « sénescence induite par les oncogènes » et donc 

n’aboutit pas à une prolifération cellulaire effrénée. Certains mécanismes de contrôle du 

cycle cellulaire doivent d’abord être dépassés pour permettre la progression du mélanome. 

d. La progression du mélanome in situ : Passage de sénescence 

et modifications secondaires 
 

La première phase de progression du mélanome se traduit par la prolifération de cellules de 

mélanome localisée dans l’épiderme. C’est le mélanome in situ, appelé le stade histologique 

RGP dans la classification de Clark. Il existe en réalité deux modes de croissance de la tumeur 

in situ, selon que l’on considère les mélanomes CSD et les mélanomes non CSD. Les 

mélanomes non-CSD, mutés BRAFV600E, ont une croissance pagetoïde, c’est-à-dire que les 

mélanocytes prolifèrent seuls ou regroupés dans toutes les couches de l’épiderme. A 

l’inverse, la prolifération des mélanocytes uniquement dans la couche basale, appelée 

croissance lentigineuse, est une caractéristique des mélanomes CSD, forme de croissance 

également retrouvée dans les mélanomes des muqueuses. 

Le développement du mélanome in situ repose essentiellement sur l’acquisition de 

mutations secondaires pour outrepasser la sénescence induite par les oncogènes. C’est ce 

que l’on appelle le passage de sénescence. De manière analogue avec le naevus 

dysplastique, les gènes les plus fréquemment mutés dans le mélanome in situ contrôlent les 

checkpoints du cycle cellulaire (CDKN2A) et la longueur des télomères (TERT). Mais on 

retrouve aussi des gènes impliqués dans la stabilité du génome (TP53), la signalisation 

induisant la prolifération et la survie cellulaire (PI3K, AKT, PTEN) et la différenciation et 

l’adhésion cellulaire des mélanocytes (MITF, WNT, -caténine). 

Ainsi, la mutation oncogénique BRAFV600E induit un phénotype sénescent par l’expression de 

p16INK4A et l’activation du checkpoint dépendant de la Cycline D et de CDK4, empêchant 

l’entrée en phase S. Des mutations sur le gène CDKN2A sont d’ailleurs caractéristiques des 

mélanomes familiaux. Et de manière intéressante, les mutations sur le gène TP53 sont à ce 

stade du mélanome relativement rare par rapport à d’autres cancers. Une explication 

souvent avancée dans la littérature est la mutation de p14ARF, l’autre protéine codée par le 

locus CDKN2A, dont la fonction normale est de prévenir la dégradation de p53 par le 

protéasome en séquestrant l’ubiquitine ligase MDM2 (Mouse Double Minute 2). Cette 

dégradation rétablie, la mutation de p14ARF favorise le passage de sénescence sans que 

l’inactivation de p53 ne soit nécessaire (Figure 22). 

Toujours de manière analogue au naevus dysplastique, des mutations du promoteur ou de la 

partie codante de TERT sont parmi les évènements mutationnels secondaires du mélanome 

les plus précoces, souvent induits par les rayons UV. Cela permet de régénérer les extrémités 
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des télomères et éviter le phénomène de sénescence liée au raccourcissement des 

chromosomes en-deçà d’une certaine longueur, et donc au-delà d’un certain nombre de 

divisions cellulaires, la limite de Hayflick. C’est cette capacité qui est caractéristique de 

« l’immortalisation » des cellules tumorales. 

Cependant, et à la différence du naevus dysplastique, d’autres mutations secondaires ou 

tertiaires, et des évènements épigénétiques, peuvent survenir pendant la phase RGP du 

mélanome, préparant son devenir invasif.  

Il s’agit d’abord de la perte de PTEN (Phosphatase and tensin homolog), intervenant dans la 

voie PI3K-AKT-mTOR. Les PI3K dites de classe I sont activées via les protéines RAS de la voie 

des MAPK, mais surtout par certains récepteurs à activité tyrosine kinase en réponse à des 

facteurs de croissance et / ou des signaux de survie. Elles catalysent la conversion du lipide 

membranaire PIP2 (Phosphatidyl-inositol(4,5)biphosphate) en PIP3 (Phosphatidyl-

inositol(3,4,5)triphosphate). Le PIP3 sert d’ancrage membranaire à la kinase PDK1 qui active 

les sérines-thréonines kinases AKT, dont l’activation complète est permise par une autre 

phosphorylation par le complexe mTORC2. Les kinases AKT régulent un grand nombre de 

fonctions favorisant la survie cellulaire (apoptose, métabolisme, cycle cellulaire, synthèse 

protéique). La protéine PTEN intervient normalement dans la reconversion du PIP3 en PIP2, 

c’est donc un régulateur négatif de l’activation des kinases AKT. La perte de PTEN conduit au 

maintien de l’activité des protéines AKT même en l’absence de signaux de survie. Des 

résultats obtenus sur un modèle murin (Tyr::creER ; BrafCa/+ ; PTENlox/Lox) dont les 

mélanocytes seuls expriment BRAFV600E et sont déplétés de PTEN montrent que la 

coopération de la mutation driver BRAFV600E et la perte de PTEN est suffisante pour générer 

un mélanome métastatique (Dankort et al., 2009), parce que les effets d’une activation de la 

voie AKT vont au-delà du simple passage de sénescence, et favorisent le phénotype invasif et 

métastatique des cellules tumorales. C’est notamment par l’activation de la voie AKT-mTOR 

que la reprogrammation métabolique des cellules tumorales est induite (Figure 22).  
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Figure 22 : L’hyperactivation des voies oncogéniques des MAPK, PI3K-PTEN-AKT et l’inhibition de la 

voie CDKN2A-P53 engendre la prolifération anarchique des cellules tumorales et le passage de 

sénescence. D’après Schadendorf et al., 2018. A gauche. Dans les mélanocytes, la prolifération est 

induite par les facteurs de croissance, et modulée par des régulateurs négatifs de la voie des MAPK 

comme NF1, de la voie PI3K-AKT comme PTEN, et du passage en phase S par les protéines codées par 

le gène CDKN2A. A droite. Dans le mélanome, des mutations invalidantes ont lieu sur NF1, PTEN, P16, 

P14, la cycline D et CDK4, et des mutations rendent constitutivement actifs BRAF ou NRAS.  

La voie Wnt--caténine est une voie impliquée dans la différenciation, l’adhésion et la 

prolifération des mélanocytes. Seulement 3% des mélanomes sont mutés sur la -caténine, 

mais les voies de signalisation qui en sont dépendantes sont reliées aux voies des MAPK et 

PI3K-AKT-mTOR, ainsi qu’au facteur de transcription de différenciation mélanocytaire MITF. 

La -caténine est normalement associée à l’E-Cadhérine ou au complexe protéique 

composée des protéines Axin, GSK3, CK1α et APC, phosphorylée et dégradée par le 

protéasome. La fixation du ligand Wnt sur son récepteur induit l’inhibition de GSK3, et 

l’accumulation de la -caténine dans le cytoplasme. La -caténine ainsi libérée transloque 

dans le noyau et induit l’expression de gènes impliqués dans la prolifération (C-Myc, Cyclin 

D1) et la différenciation mélanocytaire (MITF, ZEB1). Or, l’activation des MAPK et des PI3K 

inhibe la kinase GSK3, et libère la -caténine, favorisant là encore un phénotype prolifératif 

au début de la progression du mélanome. De plus, le facteur de transcription MITF favorise 

la survie cellulaire en induisant l’expression de protéines anti-apoptotiques, comme BCL-2. 

Enfin, l’activation de la voie -caténine participe, conjointement à la voie mTOR, à la 

reprogrammation métabolique du mélanome, via des modifications transcriptionnelles 

induites par HIF-1α qui favorisent la prolifération cellulaire même en condition d’hypoxie. 

L’ensemble des voies décrites ici aboutissent au maintien de la prolifération cellulaire malgré 

la sénescence induite par les oncogènes. Ils reposent grandement sur des mutations, et 

l’activation subséquente de voies de signalisation impliqués dans la survie cellulaire, mais 

aussi sur des modifications du programme transcriptionnel de la cellule tumorale. Cette 
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reprogrammation aboutit à des changements dans le métabolisme cellulaire, et ouvre la voie 

à un processus de dédifférenciation des cellules tumorales qui deviennent invasives. 

e. La transition vers un profil invasif :  

Hétérogénéité et plasticité phénotypiques 

L’étape suivante de la progression du cancer est le mélanome invasif, caractérisé dans la 

classification de Clark par le stade histologique VGP. Certaines cellules tumorales deviennent 

invasives, traversent la lame basale, et pénètrent le derme. Elles sont alors en contact avec 

les fibres de la matrice extracellulaire, les fibroblastes dermiques et les vaisseaux sanguins et 

lymphatiques. 

Cependant, toutes les cellules de la tumeur radiale ne vont pas engager ce processus. Il y a 

en effet une hétérogénéité intratumorale, de nature transcriptionnelle et phénotypique, 

qui fait de la tumeur un patchwork de cellules aux propriétés prolifératives, intermédiaires 

et invasives. Cette capacité de faire une transition progressive d’un phénotype à l’autre est 

appelée transition phénotypique et est caractéristique de la plasticité du mélanome, à tous 

les stades de son développement : on la retrouve non seulement dans la tumeur primaire, 

mais elle est aussi nécessaire à l’installation des cellules tumorales dans le tissu 

métastatique (Kim et al., 2017), et fait partie intégrante de la problématique de résistance 

aux thérapies ciblées actuelles (Tirosh et al., 2016 ; Tsoi et al., 2018 ; Rambow et al., 2018). 

 La mise en évidence de l’hétérogénéité intra-tumorale 

L’hétérogénéité des cellules tumorales est d’abord observée pour des lignées tumorales in 

vitro, avec une dichotomie entre des cellules aux propriétés prolifératives et des cellules aux 

propriétés invasives, indépendamment de la mutation BRAF ou NRAS. Cette dichotomie 

s’accompagne de signatures transcriptionnelles différentes. Une signature transcriptionnelle 

de type Wnt/-caténine gouverne le profil prolifératif, tandis qu’une signature TGF-SMAD 

gouverne le profil invasif, avec la perte il manque la fin de ta phrase (Hoek et al., 2006). MITF 

et SOX10 sont deux master-régulateurs de l’état différencié des mélanocytes et sont 

caractéristiques du profil prolifératif, alors qu’ils sont perdus pour les cellules au profil 

invasif. Une étude de la même année rapporte que la β-caténine interagit avec MITF pour 

induire l’expression de ses gènes cibles (Schepsky et al, 2006), et l’activité de la -caténine 

est fortement reliée au maintien des E-cadhérines qui sont rapidement perdues lors de la 

transition phénotypique (Komiya et al., 2008 ; Haass et al., 2005). L’analyse plus poussée du 

transcriptome de lignées de mélanome et de tumeurs primaires ou métastatiques de 

patients sur cellule unique (single cell) a permis de retrouver la dichotomie entre des cellules 

de profil différencié, avec l’expression de MITF et de ses gènes cibles comme TYR, PMEL et 

MLANA, et des cellules au profil dédifférencié, n’exprimant pas MITF, mais exprimant les 

récepteurs AXL et NGFR, ce dernier étant caractéristique du lignage neural (Tirosh et al., 

2016). Ensemble, ces études mettent en évidence une bipartition intratumorale entre les 
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cellules prolifératives différenciées MITFhigh AXLlow et les cellules invasives différenciées 

AXLhigh MITFlow. 

Ainsi, la plasticité phénotypique du mélanome serait le fait de facteurs intrinsèques liés à 

l’activation ou l’inhibition de certaines voies de signalisation de la différenciation 

mélanocytaire, mais surtout à des facteurs extrinsèques liés au microenvironnement. La 

signature transcriptionnelle et des sécrétomes des lignées invasives révèle l’expression de 

facteurs (TGF1, CTGF, Wnt5a) connus pour renforcer la voie TGF-SMAD et inhiber la 

signalisation -caténine (Hoek et al., 2006). Le TGFβ favorise l’activation des CAF, tandis que 

CTGF est une matriprotéine commune des matrices des CAF myofibroblastiques. Or, les 

tumeurs riches en cellules AXLhigh ont aussi une forte abondance en CAF, contrairement aux 

tumeurs riches en cellules MITFhigh. L’analyse transcriptionnelle pour chaque type cellulaire 

montre que les CAF expriment des gènes associés à l’infiltration de lymphocytes T, et que 

ces lymphocytes T expriment des co-récepteurs inhibiteurs de la réponse T (PD1, TIM3). 

Ainsi, le profil invasif et dédifférencié est associé à un microenvironnement protumoral 

caractérisé par la présence de fibroblastes activés et d’une inflammation avec des 

lymphocytes T immunomodulés (Tirosh et al., 2016). 

L’hétérogénéité intratumorale est également modulée par les inhibiteurs de BRAF et de 

MEK, qui génèrent des cellules résistantes de profil différencié ou dédifférencié, plus variés 

que ce que les modèles prédisaient jusqu’alors. Quatre profils au moins sont caractérisés par 

une dédifférenciation progressive induite par les thérapies ciblées (Tsoi et al., 2018). On 

passe d’un état différencié mélanocytique, prolifératif, sensible aux thérapies, avec un 

profil transcriptionnel MITFhigh SOX10high SOX9low SMAD3low β-caténinehigh vers un état 

invasif, dédifférencié et résistant aux thérapies avec un profil transcriptionnel MITFlow 

SOX10low SOX9high SMAD3high β-caténinelow en passant par un état transitoire différencié 

MITFhigh AXLlow (perte de la β-caténine, mais maintien de MITF et de SOX10) et par un état 

de type crête neural MITFlow AXLhigh (NCSC : « neural-crest like »), en cours de 

dédifférenciation et avec une signature AXL et TGFβ (expression de SMAD3) partagée avec 

l’état complètement dédifférencié.  

Une autre étude s’est concentrée sur l’analyse en single cell de tumeurs issues d’un modèle 

murin de xénogreffes dérivées de patients (PDX, patient-derived xenograft) (Rambow et al., 

2018). Ce modèle permet de reproduire in vivo la dynamique de la croissance tumorale sous 

traitement aux thérapies ciblées. Suite au traitement des souris avec la combinaison 

dabrafénib/tramétinib, les tumeurs régressent, deviennent invisibles puis une résistance 

s’installe parmi quelques cellules qui forment ce qui est appelé la MRD, pour Minimal 

Residual Disease, amenant la tumeur à recroître au bout de 50 jours en moyenne. Rambow 

et al montrent que des évènements mutationnels secondaires (MEK1, NRAS, BRAF) mais 

surtout une adaptation phénotypique permet la MRD, mais selon un schéma différent de 

celui présenté jusqu’à présent. L’exposition aux inhibiteurs de BRAF et de MEK fait passer les 

cellules tumorales prolifératives MITFhigh vers un état « starvé », peu prolifératif, mais 
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toujours différencié, exprimant par exemple les gènes cibles de MITF que sont SOX10 et 

PAX3 (Paired Box Gene 3). Ce n’est qu’ensuite que les cellules tumorales vont être 

déterminées, par des facteurs de l’environnement, vers un ensemble d’états résistants aux 

thérapies mais non prolifératifs, dont le premier type est paradoxalement MITFhigh avec un 

profil hyper-différencié, ou vers deux autres états dédifférenciés, l’un caractéristique de 

l’état invasif et l’autre d’un état NCSC. Cet état NCSC est un état apparenté à l’état l’invasif, 

favorisé pendant l’exposition aux thérapies ciblées mais reste transitoire, c’est-à-dire 

réversible vers l’état prolifératif après l’arrêt de l’exposition. 

Cette étude montre qu’il existe un système de Rhéostat de MITF induit par les thérapies 

ciblées, avec la génération d’une résistance dans la plupart des mélanomes, comme montré 

par Tsoi et al., 2018. Les thérapies ciblées induisent la dédifférenciation et la génération de 

cellules MITFlow AXLhigh invasives, mais aussi avec la reformation d’une population 

différenciée mais non proliférative MITFhigh elle aussi résistante (Rambow et al., 2019). 

En conclusion, l’hétérogénéité intratumorale se caractérise par : 

- La transition entre plusieurs profils transcriptionnels et phénotypiques favorisée par les 

thérapies actuelles (Tsoi et al., 2018 ; Rambow et al., 2018).  

- Des mécanismes amenant à la diminution de la prolifération et l’acquisition de propriétés 

invasives, favorisés par un microenvironnement riche en CAF et/ou enflammé (Tirosh et al., 

2016), microenvironnement favorisé par les thérapies (Voir II,B). 

- Une plasticité entre ces différents états, permettant de revenir à des profils différenciés ou 

dédifférenciés à partir de profils transitoires (Rambow et al., 2018). 

 Les mécanismes de la plasticité phénotypique  

L’étude de l’hétérogénéité intratumorale met en lumière les différents mécanismes à 

l’œuvre dans la plasticité phénotypique. Ils reposent sur l’interaction entre les cellules 

tumorales et leur microenvironnement et sur des modifications épigénétiques aboutissant à 

la reprogrammation transcriptionnelle et phénotypique d’une partie des cellules tumorales. 

Jusqu’à il a encore quelques années, le paradigme pour expliquer le passage du phénotype 

prolifératif au phénotype invasif était la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). 

Comme les mélanocytes n’ont pas une origine épithéliale et qu’ils ne partagent pas toutes 

les caractéristiques de cellules épithéliales, on parle plutôt de pseudo-EMT (pEMT). Nous 

l’avons déjà vu, le « switch cadhérine », c’est-à-dire la perte de la E-cadhérine au profit de la 

N-cadhérine, permet aux cellules tumorales de se détacher des cellules environnantes. Ce 

switch est en fait gouverné par des facteurs de transcription bien connus dans l’EMT comme 

SNAIL, SLUG, ZEB1/2 et TWIST1. L’activation de la voie des MAPK engendre la dérégulation 

de SLUG et ZEB2 et l’expression des facteurs ZEB1 et TWIST1, résultant en la down-

régulation de MITF (Caramel et al., 2013). SNAIL est aussi impliqué dans la diminution de 
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l’expression de marqueurs épithéliaux conduisant le mélanocyte à se séparer de ses autres 

attaches intercellulaires (claudines et occludines constituant les jonctions serrées) et à 

prendre une morphologie fibroblastique ; il conduit aussi à l’expression des 

métalloprotéinases nécessaires à l’invasion de la matrice dermique (Paluncic et al., 2016). 

Cependant, ces mécanismes ne sont qu’une facette de la plasticité phénotypique. De 

manière intéressante, c’est vraiment l’ensemble du paysage épigénétique de la cellule 

tumorale qui est modifié. Ainsi, les zones de chromatine ouvertes des cellules au phénotype 

prolifératif sont les mêmes que pour les mélanocytes, alors que celles des cellules au 

phénotype invasif sont les mêmes que les fibroblastes du derme. On s’aperçoit que les 

master-régulateurs de cette reprogrammation épigénétique sont surtout les facteurs de 

transcription SOX10/MITF pour le profil prolifératif, et AP-1/TEADs pour le profil invasif 

(Verfaillie et al., 2015).   

On comprend désormais que des facteurs solubles du microenvironnement, provenant des 

CAF ou des cellules immunitaires, tels que le TGFβ (Hoek et al., 2006), WNT5A (Weeraratna 

et al., 2002) et le TNF (Landsberg et al., 2012) sont capables d’induire le phénotype invasif. 

Mais pas seulement : il y a interaction des cellules tumorales avec les CAF et leur matrice 

extracellulaire, dont l’abondance, la réticulation et donc la rigidité est accrue. Les 

mélanomes sentent cette rigidité par la voie YAP/TAZ, des facteurs de transcription dont 

l’activation est gouvernée par l’appareil mécanosenseur de la cellule : intégrines et 

cytosquelette d’actine. Hors, si l’expression de MITF est maintenue par les cellules tumorales 

en présence seule de la matrice extracellulaire via l’association de YAP (Yes Associated 

Protein) avec PAX3, protéine codée par l’un des gènes cibles de MITF, la combinaison d’une 

matrice rigide avec l’exposition au TGFβ des fibroblastes permet l’association de YAP avec 

TEAD, et l’acquisition du phénotype invasif par l’action combinée des facteurs de 

transcription YAP, TEAD et SMAD via la dérégulation de MITF (Miskolczi et al., 2018). 

L’exposition des cellules tumorales aux inhibiteurs de BRAF induit aussi dans les cellules 

tumorales une reprogrammation conduisant à un phénotype dédifférencié de type CAF. Les 

cellules résistantes mettent en effet en place une boucle autocrine durant laquelle elles 

acquièrent un phénotype mésenchymal myofibroblastique, remodèlent leur propre matrice 

en une matrice plus rigide. Cela active et entretient les voies de mécanotransduction 

assurées par YAP et MRTF, et permet en retour de maintenir le remodelage de leur matrice. 

Cette boucle permet aux cellules résistantes de contrer les effets cytostatiques des 

inhibiteurs de BRAF (Girard et al., 2020).  

D’autres facteurs du microenvironnement gouvernent la plasticité phénotypique. C’est le cas 

de l’inflammation : le TNF est produit par les neutrophiles, les lymphocytes T activés et les 

cellules myéloïdes. Cela engendre chez les mélanomes la répression de MITF et l’expression 

de JUN, qui est une sous-unité d’AP-1, et l’acquisition du phénotype invasif MITFlow AXLhigh 

(Riesenberg et al., 2015). Certaines conditions métaboliques à l’intérieur du 

microenvironnement tumoral, en particulier l’hypoxie (Cheli et al., 2012) et la déprivation 
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en glucose ou en glutamine, sont aussi connues pour induire un phénotype invasif (Figure 

23). 

 

Figure 23 : La transition phénotypique est sous le contrôle de facteurs du microenvironnement. 

D’après Arozarena et al., 2019. Gauche. La transition d’un phénotype prolifératif différencié à un 

phénotype invasif dédifférencié est influencée par le TGFβ sécrété par les CAF, la rigidité et 

l’organisation de la matrice extracellulaire (ECM), ainsi que des cytokines, des facteurs de croissance, 

et l’appauvrissement en nutriments et en dioxygène. Droite. L’inflammation chronique du 

microenvironnement tumoral favorise aussi le passage vers un profil invasif via l’action du TNF qui 

induit un état MITFlow JUNhigh . 

Les mécanismes de la plasticité phénotypique sont ainsi de mieux en mieux compris, mais 

aussi la fonction de ce phénomène dans la progression du mélanome. La plasticité 

phénotypique  participe à la résistance aux thérapies, mais c’est avant tout un mécanisme 

nécessaire à la croissance tumorale et à l’établissement des métastases. Le passage par un 

état transitoire dédifférencié de type crête neurale permet de réconcilier le concept de 

plasticité phénotypique et de cellule souche cancéreuse, l’existence de cette dernière étant 

controversée dans le mélanome (Arozarena et Wellbrock, 2019). La plasticité phénotypique 

permet de comprendre que la croissance tumorale du mélanome plutôt que d’être soutenue 

par quelques cellules au potentiel souche, le serait en fait par la transition de cellules 

prolifératives en cellules dédifférenciées, capables de devenir ensuite invasives ou bien de 

revenir vers un état différencié et prolifératif. Pour former des métastases, les cellules 

tumorales doivent ainsi passer par un état invasif MITFlow AP-1+, qui est plus résistant à 

l’anoïkis (Maurus et al., 2017), ce qui leur permet de rentrer et de survivre dans la 

circulation, en sortir et revenir à un état prolifératif et différencié pour s’établir dans un 

nouveau tissu. Il a en effet été montré dans un modèle de poisson-zèbre que l’initiation des 

métastases nécessite un retour vers le profil prolifératif et différencié médié par la protéine 

EDN3 (Endothéline 3) exprimée par le microenvironnement (Kim et al., 2012), qui avait déjà 

été impliquée dans la différenciation des mélanocytes depuis les progéniteurs de la crête 

neurale pendant le développement embryonnaire (Baynash et al., 1994). 
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Les mécanismes de la plasticité phénotypique reposent donc : 

- Sur une transition de type épithélio-mésenchymateuse médiée par les facteurs de 

transcription SNAIL, ZEB1 et TWIST1 mais aussi par l’induction des voies de 

mécanotransduction aboutissant à l’activation de YAP-TEAD, du TGFβ-SMAD et JUN et AP-1 

- Sur la reconnaissance de ligands exprimés par un microenvironnement fibrotique et 

enflammé tels que le TGFβ, EDN3, ou le TNF.  

- Par d’autres modifications du microenvironnement engendrant un stress cellulaire, comme 

l’hypoxie, le manque de nutriments ou les thérapies. 

- Sur une reprogrammation épigénétique et métabolique, favorisée par les facteurs cités 

précédemment, amenant à l’acquisition transitoire d’un profil invasif et/ou dédifférencié 

permettant le retour à un phénotype prolifératif et différencié pour initier les métastases. 

La figure 24 résume la succession des évènements qui conduisent du mélanocyte sain à la 

tumeur primaire. Cette séquence n’est pas absolue, elle dépend de la lésion précurseur 

(Shain et Bastian, 2016), et de modifications hétérogènes parmi les cellules tumorales 

induites par les mutations (Paluncic et al., 2016) et le microenvironnement (Arozarena et 

Wellbrock, 2019). 
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Figure 24 : La progression du mélanome primaire est dirigée par l’acquisition de mutations et de 

modifications épigénétiques contrôlées par le microenvironnement tumoral. Le mélanocyte sain 

peut acquérir des mutations via l’action d’agents mutagènes dont les principaux sont les rayons UV-A 

et UV-B, ou bien par des erreurs spontanées de réplication. Ces mutations affectent des oncogènes 

qui engendrent une prolifération accrue des mélanocytes dont la transformation maligne est 

complétée par le passage de sénescence grâce à des mutations secondaires. Il se forme alors un 

mélanome in situ, au sein duquel certaines cellules entament une transition vers un profil invasif 

sous l’action de facteurs du microenvironnement tumoral et de modifications épigénétiques. 

L’invasion du derme est accompagnée d’une inflammation, de l’activation des fibroblastes dermiques 

en CAF, de la formation de nouveaux vaisseaux sanguins et lymphatiques, de l’intravasation des 

cellules tumorales dans les vaisseaux et de la résistance de ces dernières à l’anoïkis, la mort cellulaire 

induite par la perte des attaches à l’ECM. 
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  4. La dissémination du mélanome métastatique

 

a. Les voies de la progression métastatique du mélanome 
 

Le mélanome peut former plusieurs types de métastases à partir de la tumeur primaire. On 

distingue d’abord les métastases loco-régionales, qui sont dites satellites, au sein de la 

peau dans le derme ou l’hypoderme ; en transit, dans les régions vascularisées entre le 

derme et les ganglions lymphatiques drainants ; et enfin dans les ganglions eux-mêmes 

(Adler et al., 2016). On distingue ensuite les métastases dans les tissus distants et vitaux, le 

plus souvent le foie, les os, les poumons et le système nerveux central. 

La localisation de ces métastases dépend du drainage sanguin et lymphatique entre la 

tumeur primaire et le tissu cible, et du microenvironnement du tissu cible. 

La première étude de référence rapportant des données épidémiologiques précises quant au 

lieu et la fréquence des métastases date de 2002 (Meier et al., 2002), portant sur trois mille 

patients ayant développé un mélanome primaire, dont 466 ont développé des métastases. 

Parmi eux, 21,7% ont d’abord développé des métastases satellites ou en transit, 50,2% dans 

les ganglions régionaux et enfin 28,7% directement dans les organes distants. La route suivie 

par les cellules tumorales depuis la tumeur primaire vers les métastases ne semble pas être 

la même selon les patients mais leur progression semble être de durée analogue quelque-

soit la route suivie. Ainsi, si il faut entre 16 et 17 mois pour que des métastases loco-

régionales se forment, il en faut 25 pour former des métastases distantes, que la progression 

se fasse via les ganglions ou non. La compréhension des premiers stades métastatiques est 

donc cruciale : dans cette étude, 57% des patients avec des métastases distantes sont 

décédés. 

Le débat s’est longtemps porté sur trois modèles possibles de progression métastatique 

pour le mélanome (Adler et al., 2016 ;  Tejera-Vaquerizo et al., 2007): 

- Le modèle de propagation par étapes, pour lequel les métastases se répandent d’abord 

dans les ganglions puis dans les organes vitaux. 

- Le modèle de propagation simultanée, où les métastases se répandent quelque-soit le 

patient à la fois par la circulation sanguine vers les organes distants, et via les ganglions 

lymphatiques (Pizarro, 2015). 

- Le modèle de propagation différentiée, pour lequel la progression du mélanome suit des 

routes multiples et indépendantes, qui varient selon les patients. C’est aujourd’hui le modèle 

qui rend compte le mieux des résultats des études cliniques portant sur la 

lymphadénectomie. 

Les ganglions lymphatiques sont pour au moins la moitié des cas le premier site 

métastatique du mélanome. Les ganglions drainants la tumeur primaire sont appelés les 
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ganglions sentinelles, dont la résection est la plupart du temps réalisée pour obtenir un 

pronostic sur l’évolution de la maladie. Plusieurs études ont porté sur l’intérêt pour la survie 

des patients de la résection du ganglion sentinelle ou du curage ganglionnaire complet 

(CLND, Complete Lymph Node Dissection) en cas de ganglion sentinelle positif. En accord 

avec les modèles de propagation simultanée ou différentiée qui suppose que le ganglion 

n’est pas l’unique chemin suivi par les métastases, l’étude MSLT-1 concluait que la résection 

des ganglions drainants ne conduisait pas à un avantage sur l’espérance de vie des patients, 

mais permettait le contrôle de la progression métastatique régionale (Morton et al., 2014). 

L’étude MSLT-2 confirme le contrôle de la progression métastatique régionale, prévenant 

l’aggravation de la maladie sur la période de l’essai clinique (Faries et al., 2017). La méta-

analyse la plus récente conclut que si la résection des ganglions sentinelles n’améliore pas la 

survie des patients par rapport au groupe maintenu en observation, un avantage semble 

apporté sur la progression métastatique lorsque la résection se fait le plus rapidement 

possible après le diagnostic. Ces différentes études montrent que le contrôle de la 

progression métastatique par la voie lymphatique ne permet pas d’empêcher la formation 

de métastases distantes, mais permet de rallonger la période avant récidive (Disease-Free 

Survival) si la résection des ganglions est effectuée dans les quelques mois suivant le 

diagnostic même si cette période reste à plus précisément déterminer (Delgado et al., 2017).  

Les essais cliniques en matière de lymphadénectomie permettent ainsi de rendre compte de 

l’importance de la progression métastatique loco-régionale dans le devenir de la maladie. La 

lymphadénectomie et l’analyse des ganglions sentinelles permettent de donner un pronostic 

sur la survie des patients. L’invasion des ganglions sentinelles par les cellules tumorales est 

ainsi un marqueur indéniable de la progression métastatique. Ces travaux donnent enfin des 

indications sur les routes suivies par les métastases entre la tumeur primaire et les tumeurs 

distantes, et de plus récents tendent à montrer la complexité et la variété des chemins 

suivis.  

Le système vasculaire est bien sûr indispensable à la migration des cellules tumorales entre 

les organes. Certaines cellules tumorales se propagent dans la circulation sanguine, et sont 

détectables chez des patients atteints de métastases régionales grâce à des marqueurs de 

Cellules Tumorales Circulantes (CTC) (Reid et al., 2015). D’autres cellules tumorales sont 

capables de migrer autour de l’endothélium des vaisseaux sanguins et lymphatiques, un 

mécanisme appelée migration extravasculaire (Lugassy et al., 2007).  

Pour mieux comprendre l’ordre dans lequel les cellules tumorales se disséminent,  une 

analyse de l’exome de cellules issues de tumeurs primaires et de métastases régionales ou 

distantes chez huit patients a permis de reconstituer l’arbre phylogénétique des cellules 

tumorales (Sanborn et al., 2015). Cette étude met en lumière le fait que des clones différents 

issus de la tumeur primaire peuvent former des métastases hétérogènes, de façon parallèle 

et non sérielle. On retrouve ainsi dans un même patient des clones ayant formé une 

métastase dans le cerveau et d’autres dans les ganglions, et des clones qui ont envahi les 
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deux organes. Les résultats de cette étude montrent toutefois que l’invasion loco-régionale 

des ganglions lymphatiques est un phénomène largement majoritaire, et que des cellules 

tumorales peuvent réaliser des cycles de réinstallation entre les différents sites 

métastatiques, via les ganglions qui servent de passerelles privilégiées entre le site primaire 

et les sites métastatiques.  

Enfin, deux récentes publications ont éclairci le rôle des ganglions lymphatiques dans la 

dissémination métastatique chez la souris. Grâce à l’expression stable de sondes 

fluorescentes photoconvertibles dans des cellules tumorales (carcinomes et mélanomes), 

des cellules tumorales circulantes issues du ganglion lymphatique ont été détectées dans le 

sang (Pereira et al., 2018). Cette étude démontre également que l’on retrouve des cellules 

tumorales dans les poumons, mais en plus faible nombre si on opère la résection des 

ganglions drainant la tumeur primaire auparavant. En accord avec les résultats de la seconde 

étude réalisée avec des cellules de carcinomes mammaires (Brown et al., 2018), les cellules 

tumorales arrivent dans les ganglions lymphatiques par la région sous-capsulaire, pénètrent 

dans le cortex et envahissent les capillaires sanguins par lesquels elles se répandent vers les 

organes distants, mais ne passent pas par les vaisseaux lymphatiques efférents.  

L’ensemble de ces études font de la voie « Vaisseaux lymphatiques  Ganglions 

Lymphatiques  Capillaires et circulation sanguine  Métastases distantes » une voie de 

dissémination métastatique privilégiée pour les carcinomes et le mélanome. 

b. Les mécanismes cellulaires de la progression métastatique 
 

La formation des métastases implique de nombreux processus cellulaires telle que la 

migration et l’invasion du derme, le passage dans ou autour des vaisseaux sanguins et 

lymphatiques, et la colonisation du site métastatique (Pandya et al., 2016). Pour cela, 

plusieurs mécanismes  coopèrent pour faciliter la migration tumorale. Ce sont ceux qui 

assurent la motilité des cellules tumorales, leur invasion de la matrice extracellulaire, la 

résistance à l’anoïkis, le chimiotaxisme, l’organotropisme, l’angiogenèse, la 

lymphangiogenèse, l’intravasation, l’extravasation et l’échappement au système 

immunitaire (Zbytek et al., 2008).  

Le mouvement des cellules tumorales 

Au niveau moléculaire, la migration met en jeu la transition épithélio-mésenchymateuse et 

la transition phénotypique, qui conduit à un phénotype cellulaire de type invasif. Les cellules 

invasives prennent des caractéristiques mésenchymateuses, disposent d’adhésions focales à 

intégrines, d’un appareil contractile basé sur le cytosquelette d’actine et de myosine et d’un 

appareil sécrétoire pour libérer des protéases. Il existe cependant plusieurs modes de 

migration adaptés au microenvironnement (collective, mésenchymale ou amiboïde). 

Le mouvement amiboïde est bien décrit dans le mélanome. Au niveau moléculaire, il repose 

sur l’augmentation de la contractilité cellulaire grâce aux voies RhoA/RhoC-ROCK1/2 et 
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l’activation de l’ezrine (Sahai et Marshall., 2003). Dans le mélanome, ce type de mouvement 

est favorisé par un environnement riche en cytokines tels que le TGF et l’IL6, cette dernière 

activant la voie JAK1-STAT3, aboutissant à l’activation du cytosquelette d’actine par la voie 

RhoA-ROCK (Sanz-Moreno et al., 2011). En retour, la mise en place du mouvement amiboïde 

et en particulier l’activation de la voie ROCK–MLC2 induit la sécrétion de l’IL1 et la voie NF-

B, qui activent la sécrétion de molécules immunomodulatrices et le recrutement de 

monocytes et de macrophages pro-tumoraux, ces derniers favorisant l’angiogenèse locale 

(Georgouli et al., 2019). Ce mode de déplacement des cellules tumorales est ainsi relié à 

d’autres mécanismes favorisant la migration tumorale, que sont l’échappement au système 

immunitaire et l’angiogenèse. 

Pour migrer, les cellules tumorales invasives sécrètent aussi de nombreuses enzymes 

capables de dégrader ou de remodeler la matrice extracellulaire. Ce sont essentiellement 

des protéases telles que les métalloprotéinases (MMP), les protéases de la famille des 

ADAMs, ou les cathepsines (Frohlich et al., 2001) et d’autres élastases (Pocza et al., 2008). 

Le derme étant particulièrement riche en élastine, la protéolyse de ces fibres est essentielle 

pour l’invasion du tissu. D’un autre côté, les cellules tumorales sécrètent des enzymes de 

réticulation du collagène de la famille des LOX, dont il avait été primordialement montré 

dans le carcinome mammaire qu’elles permettaient la rigidification des fibres de collagène, 

et donc le renforcement des adhésions focales facilitant la migration (Levental et al., 2009). 

Organotropisme et chimiotaxisme 

La migration des cellules tumorales repose aussi sur des mécanismes qui favorisent 

l’invasion de certains environnements plutôt que d’autres. On appelle ce phénomène 

l’organotropisme, qui dépend notamment de caractéristiques intrinsèques à la cellule 

tumorale, que nous allons examiner maintenant, et de l’éducation pré-métastatique (Voir 

Partie I,B).  

Les principales molécules qui gouvernent l’organotropisme des cellules tumorales sont les 

sous-types d’intégrines et les récepteurs aux chimiokines dont elles disposent.  

Les intégrines sont constituées de deux sous-unités, une sous-unité  et une sous-unité . Il 

existe 18 isoformes de la sous-unité , et 8 isoformes de la sous-unité , pouvant s’associer 

en 24 sous-types d’intégrines. Les intégrines 41 favorisent la migration des cellules 

tumorales vers les ganglions lymphatiques en permettant leur adhésion aux LECs par 

VCAM1 (Hieken et al., 1996 ; Klemke et al., 2007 ). Les intégrines v3, qui lient notamment 

la vitronectine et la fibronectine, favorisent un tropisme pulmonaire et l’angiogenèse en 

induisant la sécrétion de VEGF (Hieken et al., 1999 ; Huang et al., 2018). Rappelons que les 

intégrines sont également responsables du tropisme des exosomes dans l’éducation pré-

métastatique (Hoshino et al., 2015 ; Voir Partie I,B) 
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Les récepteurs aux chimiokines quant à eux sont des récepteurs à sept domaines 

transmembranaires couplés aux protéines G. Les récepteurs de la famille CXCR sont activés 

par les chimiokines de la famille CXC, et les récepteurs CCR sont activés par les chimiokines 

de la famille CC. Décrit pour le mélanome. Par exemple, l’expression du récepteur CXCR4 

(spécifique du sdf1) favorise l’invasion du foie. L’expression du récepteur CCR7 

reconnaissant la chimiokine CCL21, sécrétée en abondance dans le ganglion lymphatique, 

favorise plutôt un tropisme lymphatique (Takeuchi et al., 2004).  

Les intégrines et les chimiokines ne sont cependant pas les seuls acteurs de 

l’organotropisme. L’IL-6 et IL-8 disposent d’un pouvoir chémoattractant permettant le 

recrutement des cellules tumorales circulantes dans des sites déjà métastasés (Kim et al., 

2009).  

C’est ainsi la capacité des cellules tumorales à adhérer à certains substrats grâce à des sous-

types adaptés d’intégrines, des récepteurs les rendant sensibles à des gradients de certaines 

chimiokines sur les routes des métastases, et probablement l’action combinée d’autres 

gènes, qui leur permettent de migrer spécifiquement vers certains tissus plutôt que d’autres, 

et de s’y installer.  

 Le rôle des vaisseaux sanguins lymphatiques dans la progression métastatique 

Les vaisseaux sanguins et lymphatiques forment des routes privilégiées entre les différents 

organes.  

L’un des premiers phénomènes décrits permettant la progression métastatique est 

l’angiogenèse tumorale. Comme nous l’avons vu en I,A,1,d, elle est essentiellement médiée 

par des cytokines de la famille du VEGF reconnues  par les récepteurs VEGFR sur les BEC. 

Certains isoformes peuvent toutefois être anti-angiogéniques. Or, dans le 

microenvironnement tumoral, un switch angiogénique s’opère. Il permet d’abord 

l’expression et la sécrétion d’isoformes pro-angiogéniques tels que VEGF-A165 et VEGF-

A121 via l’épissage alternatif des ARNm du gène VEGF (Pritchard-Jones et al., 2007). 

Cependant, d’autres cytokines rentrent en jeu, notamment le FGF libéré de la matrice 

extracellulaire par l’action des MMP (Vacca et al., 2000). Des chimiokines peuvent avoir 

également des propriétés angiogéniques ou angiostatiques. Dans le mélanome, certains 

récepteurs de chimiokines angiogéniques tels que CXCR2, CXCR3 ou CXCR7 sont surexprimés 

par les cellules endothéliales sous l’action de cytokines ou de l’hypoxie (Schutyser et al., 

2007). 

De manière analogue à l’angiogenèse, les cellules tumorales et le microenvironnement 

tumoral facilitent la lymphangiogenèse tumorale. La lymphangiogenèse, et en particulier 

l’immunomarquage du récepteur VEGFR-3 dans la tumeur primaire, est depuis une 

quinzaine d’années devenu un marqueur privilégié permettant de prédire l’invasion des 

ganglions lymphatiques (Clarjis et al., 2002 ; Dadras et al., 2005). Ce mécanisme de 

progression semble être privilégié au début du processus métastatique du fait de la plus 
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faible épaisseur de l’endothélium. Comme pour la lymphangiogenèse physiologique, c’est le 

facteur VEGF-C qui est majeur dans l’induction de la prolifération et de la migration des LEC, 

et sert également de marqueur de progression métastatique lorsqu’il est détecté dans le 

sérum (Vihinen et al., 2007). Mais plusieurs études démontrent que le VEGF-A interagissant 

avec le récepteur VEGFR-2 peut également induire la lymphangiogenèse tumorale, 

notamment la lymphangiogenèse dans les ganglions lymphatiques à un stade pré-

métastatique (Hirakawa et al., 2005). 

Comme évoqué plus haut, la migration peut se faire autour des vaisseaux sanguins. C’est ce 

que l’on appelle la migration extravasculaire ou angiotropisme (Barnhill et al., 2004 ; Lugassy 

et al., 2007). Mais c’est la circulation à l’intérieur des vaisseaux sanguins et lymphatiques qui 

est la plus documentée. Cette dernière suppose de faciliter le passage des cellules tumorales 

entre les cellules endothéliales, l’entrée étant appelée intravasation et la sortie 

extravasation. Il faut pour cela augmenter la perméabilité de l’endothélium. L’adhésion 

entre les cellules endothéliales est en grande partie médiée par des jonctions d’ancrage 

telles que celles assurées par les cadhérines comme la VE-Cadhérine et les 

immunoglobulines telles que VCAM1. Ces jonctions sont renforcées par le cytosquelette 

d’actine et sont par conséquent très dépendantes de la contractilité des cellules 

endothéliales. Nous avons ainsi décrit que la glycoprotéine SPARC, sécrété par les 

mélanomes invasifs, augmente la perméabilité vasculaire en augmentant la contractilité des 

cellules endothéliales et facilite les métastases pulmonaires chez la souris (Tichet et al., 

2015).  

La migration trans-endothéliale des cellules tumorales est ainsi assurée par l’affaiblissement 

des jonctions intercellulaires entre les cellules endothéliales. Elle est également permise par 

la sécrétion de métalloprotéinases (MMP-1,2,9,14) et de laminine par les cellules tumorales 

pour traverser la matrice extracellulaire qui entoure les vaisseaux sanguins et pour faciliter la 

prolifération et la migration des cellules endothéliales elles-mêmes (Seftor et al., 2001). De 

plus, les intégrines favorisant les métastases lymphatiques et pulmonaires citées 

précédemment (41 et v3) permettent aux cellules tumorales d’adhérer aux cellules 

endothéliales, en interagissant avec les récepteurs VCAM1 et L1CAM (Klemke et al., 2007).  

Au cours de la migration à l’intérieur du vaisseau, l’interaction des cellules tumorales avec 

les cellules endothéliales, les plaquettes et certaines cellules immunitaires leur permet de 

limiter le stress dû aux forces de cisaillement dans la circulation, et participe à la résistance 

à l’Anoïkis. Alors qu’une thrombocytopénie (diminution de la quantité de plaquettes dans le 

sang) est associée à moins de métastases dans beaucoup de cancers, dont le mélanome, 

l’hypothèse d’une interaction entre cellules tumorales et plaquettes a été proposée très tôt 

(Gasic et al., 1973). Plus tard, plusieurs études démontrent que les cellules tumorales 

activent effectivement les plaquettes dans la circulation, et que cette interaction repose sur 

l’échange de biomolécules (Keller et Plantel, 2019) telles que des protéines et des ARNm 

(activation et éducation des plaquettes) et sur l’adhésion intercellulaire grâce à la Sélectine 
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P (Kim et al., 1998). Dans le sang, la sélectine P permet aussi l’interaction avec les 

monocytes, et l’amélioration progressive des techniques d’imagerie permet de comprendre 

que les cellules tumorales forment en fait des complexes cellulaires leur permettant de ne 

pas être reconnues par les cellules immunitaires (Borsig et al., 2001). A cela s’ajoute encore 

des observations sur deux autres modes d’association des cellules tumorales à d’autres 

types cellulaires dans le sang. Les mélanomes peuvent aussi interagir avec les neutrophiles, 

ce qui améliore leur adhésion et leur déplacement sur les cellules endothéliales, ainsi que 

leur extravasation (Liang et al., 2008). Ici, la migration du complexe cellulaire est permise par 

la sélectine E des cellules endothéliales qui permet d’abord l’adhésion de faible énergie à 

l’endothélium. Puis c’est l’interaction entre l’immunoglobuline ICAM sur les cellules 

endothéliales et l’intégrine 2 des neutrophiles qui entre en jeu. Un autre mécanisme est la 

fusion cellulaire entre certaines cellules tumorales et macrophages. Longtemps supposée, 

observée in vitro sans être démontrée comme étant physiologiquement relevante, une 

récente étude démontre la détectabilité de ces hybrides cellulaires dans la circulation 

sanguine chez l’homme. Elle démontre également chez la souris, que ces hybrides peuvent 

se diviser et donner des clones gardant des propriétés invasives et chimiotactiques propres 

aux macrophages, notamment grâce à l’expression du récepteur CSF1R. Ils participent à 

l’hétérogénéité intratumorale (Gast et al., 2018). Là encore, ce mécanisme peut aussi être 

un moyen pour les cellules tumorales d’éviter la mort par Anoïkis et de se camoufler des 

cellules immunitaires. 

L’exposé de ces différents mécanismes de migration met en lumière leur coopération pour 

soutenir la formation de métastases lymphatiques et distantes selon des routes multiples. La 

complexité de ces mécanismes, le fait que les cellules tumorales peuvent transiter d’un 

mode de migration à l’autre, interagir avec d’autres types cellulaires, participe à 

l’hétérogénéité intratumorale et à l’hétérogénéité inter-métastatique, ce qui rend difficile 

le ciblage du processus métastatique. Aujourd’hui, ces mécanismes sont cependant de 

mieux en mieux compris et mettent en lumière l’importance des premiers stades de la 

progression des métastases. La figure 25 résume les routes suivies par le mélanome 

métastatique, depuis la tumeur primaire jusqu’aux tissus cibles et rappelle les mécanismes 

mis en jeu pour l’établissement de propriétés invasives (transition phénotypique), l’invasion 

du tissu primaire et de la circulation, le transit dans les ganglions régionaux ou la sécrétion 

de facteurs dans la circulation qui permettent l’éducation pré-métastatique des tissus cibles. 
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* 

* * 

Je termine ici la présentation de la progression du mélanome, du mélanocyte aux 

métastases. Cette présentation s’est concentrée sur la biologie des cellules tumorales, les 

modifications qu’elles subissent et les interactions qu’elles établissent avec leur 

environnement. Nous allons à présent voir comment les connaissances accumulées à ce 

sujet ont permis de réadapter la prise en charge médicale du mélanome, devenue 

personnalisée. 
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Figure 25 : Les routes et processus métastatiques du mélanome. D’après Keller et Pantel, 2019. Les 

cellules tumorales de la tumeur primaire engagent une transition phénotypique vers un profil 

mésenchymateux et invasif, puis la plupart réalisent une autre transition vers une motilité de type 

amiboïde. Le cytosquelette, les métalloprotéinases, les récepteurs aux chimiokines et les intégrines 

jouent un rôle essentiel dans la progression des cellules tumorales dans le tissu primaire, leur 

intravasation dans les vaisseaux sanguins et lymphatiques et leur installation dans les ganglions 

lymphatiques et/ou les organes distants. Les cellules tumorales sécrètent et répondent à des facteurs 

solubles ou des vésicules extracellulaires pour modifier l’environnement dans lequel elles se situent. 

Dans la circulation, elles s’associent en complexes cellulaires avec les plaquettes et certaines cellules 

immunitaires. CTC : cellules tumorales circulantes. DTC : cellules tumorales dormantes. 
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B. La prise en charge médicale du mélanome 
 

Le mélanome cutané est un cancer qui est traité efficacement s’il est diagnostiqué 

précocement à un stade localisé, avant que la tumeur ne devienne invasive. Nous allons faire 

le point sur la stadification actuelle de la maladie et les stratégies thérapeutiques employées 

à chacun de ces stades. Nous verrons s’il est possible de prévenir la progression 

métastatique en s’intéressant aux premiers stades métastatiques, dans le ganglion 

lymphatique notamment. Pour les stades tardifs, avec des métastases généralisées, les 

traitements actuels restent inefficaces pour environ un patient sur deux, bien que la 

recherche et la clinique aient fait des progrès considérables depuis une vingtaine d’années. 

Une médecine personnalisée est apparue avec l’émergence des thérapies ciblées et des 

immunothérapies, améliorant l’efficacité du traitement ainsi que l’impact des effets 

secondaires par rapport à la chimiothérapie classique. Les patients traités de cette manière 

sont toutefois sujets pour plus de la moitié d’entre eux à des résistances et des rechutes. 

* 

* * 

1) Le diagnostic du mélanome 
 

Le diagnostic précoce du mélanome est réalisé par le repérage de lésions mélanocytiques sur 

la peau par un dermatologue. Une telle lésion est suspectée d’être un mélanome si elle 

présente au moins l’une de ces caractéristiques : Asymétrie, Bords irréguliers, Couleur 

hétérogène, Diamètre > 5mm, Evolution au cours du temps. C’est la règle ABCDE. Ce 

diagnostic visuel est aujourd’hui facilité par la dermoscopie, un dispositif optique manuel qui 

fonctionne comme une très forte loupe grossissante avec épiluminescence. S’il y a suspicion 

de mélanome, le dermatologue procède à l’exérèse chirurgicale de la lésion qui fait ensuite 

l’objet d’une analyse anatomo-pathologique.  

J’ai déjà présenté la classification histologique et moléculaire du mélanome, qui rend bien 

compte de son évolution. Toutefois, en clinique, on accompagne ce diagnostic d’autres 

indicateurs anatomo-pathologiques pour guider le choix du traitement.  

Nous avons ainsi indiqué qu’il existait une classification différente de celle élaborée 

initialement par Breslow qui ne rend compte que de l’épaisseur tumorale. Cette 

classification plus récente est appelée classification TNM, dont la dernière version date de 

2017. Elle est élaborée par l’AJCC (American Joint Committee on Cancer). Elle associe des 

indications sur la tumeur (T) (épaisseur de Breslow, ulcérations, index mitotique : nombre de 

mitoses au mm²), l’envahissement des ganglions lymphatiques (Node, N) (nombre de 

ganglions envahis, présence de micro-métastases ou de macro-métastases) et le site des 

métastases (M) à distance auquel s’ajoute la mesure de la LDH (lactate déshydrogénase) 

sérique (Figure 26). 
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Une fois ces différents diagnostics réalisés, la stade du mélanome est établi et oriente vers 

différents choix de traitements. 

- Le stade 0 correspond au mélanome in situ sans invasion. 

- Le stade I est établi pour un mélanome invasif d’épaisseur inférieure à 1 mm. Aux stades 0 

et I, on réalise l’exérèse de la tumeur cutanée et récupérant les marges saines. 

Concrètement, suite à l’exérèse d’une lésion mélanocytique par le dermatologue, seules les 

données sur la tumeur primaire sont recueillies (épaisseur, index mitotique, ulcération). Si le 

mélanome est plus avancé, alors on réalise un test moléculaire pour identifier la ou les 

mutations tumorales.  

- Le stade II correspond aux mélanomes primaires invasifs plus profonds. C’est à ce stade 

que l’on propose généralement l’exérèse du ganglion lymphatique sentinelle. On oriente 

les patients vers des traitements adjuvants pour prévenir les métastases ganglionnaires et 

distantes. 

- Le stade III est établi lorsque des métastases ganglionnaires sont avérées. On propose un 

diagnostic plus avancé avec les techniques d’imagerie. 

- Le stade IV correspond au mélanome avec des métastases distantes non résécables. En 

fonction du statut mutationnel du mélanome, on oriente les patients vers les thérapies 

ciblées (inhibiteurs de BRAF, …) ou les immunothérapies. 

2) La chirurgie et l’imagerie : entre diagnostic, suivi et traitement 
 

La chirurgie est le premier traitement pour le mélanome localisé, mais c’est surtout un outil 

de diagnostic indispensable. Dans le cas du mélanome in situ, c’est une opération bénigne 

qui consiste à retirer la lésion ainsi que des marges plus ou moins larges en fonction de 

l’épaisseur de la tumeur. 

Sur ces pièces de mélanomes primaires, un certain nombre d’analyses histologiques peuvent 

être conduites, outre celles qui servent à l’établissement du stade TNM. L’infiltration des 

cellules immunitaires au sein de la tumeur est étudiée. Celle-ci peut être focale ou diffuse. 

Ces différences peuvent être utiles pour le choix d’immunothérapie car une infiltration 

diffuse est associée à un meilleur pronostic (Clemente et al., 1996). Les anatomo-

pathologistes réalisent également des colorations hématoxyline/éosine et repèrent par ce 

moyen des cellules tumorales migrant par angiotropisme, dont nous avons vu qu’il s’agissait 

d’une voie de migration importante dès le début de la progression tumorale. Par un 

immunomarquage de la podoplanine, ils repèrent également si il y a une lymphangiogenèse 

active dans la tumeur primaire, associée au risque de progression loco-régionale (Dadras et 

al., 2005) (Figure 27). 

La résection du ganglion sentinelle est essentiellement un moyen de diagnostic avancé du 

stade du mélanome lorsque les analyses précédemment citées sont au moins partiellement 
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positives. Les mêmes analyses faites sur la tumeur primaire sont réalisées sur ces ganglions 

afin de mesurer l’infiltration tumorale (micrométastases ou macrométases) et le niveau de 

lymphangiogenèse, qui est une caractéristique précoce de l’éducation pré-métastatique du 

ganglion.  

Si l’épaisseur de la tumeur primaire est supérieure à 1mm, on pratique l’exérèse du ganglion 

lymphatique sentinelle, c’est-à-dire le ou les ganglions drainant les plus proches de la 

tumeur. Si l’envahissement du ganglion sentinelle est avéré, alors d’autres examens sont 

réalisés pour mesurer l’étendue des métastases. Ce sont essentiellement des techniques 

d’imagerie, telles que : 

- L’échographie loco-régionale de la chaine de ganglions lymphatiques, qui permet de 

repérer des changements de structures des ganglions (gonflement, …) qui peuvent traduire 

l’envahissement par les métastases. 

- La tomodensitométrie, qui produit des images en trois dimensions par rayons X après 

injection d’un produit de contraste. Cette technique permet de repérer des zones de tissu 

plus dense même de petites tailles, qui peuvent être le signe de la formation de métastases. 

- La tomographie par émission de positons (PET-Scan), qui se base sur le fait que les cellules 

tumorales vont assimiler plus fortement que les tissus sains un marqueur faiblement 

radioactif (le fluorodésoxyglucose). Cette technique permet d’établir une image en 3D de la 

répartition des cellules cancéreuses dans l’ensemble du corps.  

D’autres ganglions du bassin ganglionnaire peuvent être retirés et analysés pour mesurer 

l’étendue de la progression des métastases. Toutefois, l’intérêt de cette chirurgie plus 

invasive que la résection de la tumeur primaire est sujet à controverse, car elle est associée à 

des effets secondaires non négligeables (développement de lymphœdèmes)  et n’améliore 

pas la survie des patients (Morton et al. 2014 ; Faries et al., 2017). On préfère un suivi 

régulier des patients par imagerie, d’autres ganglions du bassin pouvant être retirées si 

celles-ci détectent des problèmes sur certains de ces ganglions. 
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Figure 26 : La classification Tumor-Node-Metastasis, d’après l’AJCC. 
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Figure 27 : La prise en charge précoce du mélanome. Le mélanome est diagnostiqué à partir de 

lésions cutanées obéissant à au moins l’une des cinq règles ABCDE. S’il y a suspicion, on retire la 

lésion plus une certaine marge de tissu sain en fonction de son épaisseur. Des analyses sont réalisées 

en anatomo-pathologie pour caractériser l’ulcération, l’index mitotique et l’envahissement local des 

vaisseaux (métastases en transit) grâce à un marquage hématoxyline-éosine ou un 

immunomarquage contre MLNA (Protein Melan-A). La lymphangiogenèse peut également être 

caractérisée par immunomarquage contre la podoplanine (Dadras et al., 2005). En fonction des 

résultats de ces analyses, le ganglion sentinelle ou les ganglions régionaux peuvent être retirés. 

Cependant, à part des marqueurs de lymphangiogenèse ou d’invasion vasculaire, la médecine est en 

manque de marqueurs précoces. En cas d’invasion locale des vaisseaux ou de ganglions, le stade 2B 

ou 2C de la classification est caractérisé et on oriente généralement les patients vers des traitements 

adjuvants (inhibiteurs des checkpoints immunitaires, thérapies ciblées, interférons α) (Schadendorf 

et al., 2018) (Photos de Vernez et Hohl, 2011). 
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3) Les traitements adjuvants et néo-adjuvants 
 

La médecine se tourne désormais vers l’utilisation de traitements adjuvants dès le stade II ou 

III du mélanome. L’objectif de la thérapie adjuvante est de prévenir la résurgence de 

métastases après la résection de la tumeur ou de prévenir le développement de celle-ci si 

elle est non résécable. Les thérapies néo-adjuvantes ont pour objectif de limiter la 

croissance tumorale en vue de la résection chirurgicale ou d’un autre traitement. 

L’interféron α (IFN-α) peut être employé dès le stade II (Kirkwood et al., 1996). Comme 

toutes les molécules de cette famille, son intérêt est le même que dans les infections 

virales : les cellules répondant aux IFN augmentent la présentation des antigènes par le CMH 

de classe I aux lymphocytes T CD8, ce qui renforce la réponse immunitaire cytotoxique. Les 

thérapies ciblées et d’immunothérapies déjà utilisées en stade IV sont également utilisées 

comme traitements adjuvants. La FDA a approuvé l’utilisation des inhibiteurs de BRAFV600E 

et de MEK (Dabrafénib et Tramétinib) pour les patients ayant subi la résection d’un 

mélanome de stade III muté BRAFV600E (Long et al., 2017). De même, les anticorps ciblant des 

récepteurs inhibiteurs de l’activation des lymphocytes sont utilisés comme traitements 

adjuvants. L’ipilimumab, un anti-CTLA4, est approuvé par la FDA pour les patients au stade 

III qui ont subi une lymphadénectomie (Eggermont et al., 2015), et le nivolumab, un anti-

PD1, pour les patients ayant subi une résection de tumeur de stade III ou IV (Weber et al., 

2017). 

 5. Les traitements contre les métastases distantes 
 

 a. Des thérapies personnalisées  

Je vais détailler les stratégies et les mécanismes sous-jacents des plus récentes stratégies 

thérapeutiques contre le mélanome métastatique : les thérapies ciblées et les 

immunothérapies. Ces thérapies répondent à une logique personnalisée de la médecine, 

puisque l’orientation vers l’un ou plusieurs de ces traitements est déterminée à la fois par le 

diagnostic moléculaire et le diagnostic anatomo-pathologique du mélanome propre à 

chaque patient. 

Les thérapies ciblées inhibent la voie des MAPK (inhibiteurs de BRAF et de MEK) et sont 

proposées en première intention aux patients dont la tumeur présente une mutation 

activatrice de la kinase BRAF. Les autres patients sont traités par les immunothérapies, 

notamment les anti-PD1 et les anti-CTLA4, qui servent également de seconde ligne de 

traitement en cas d’échec des thérapies ciblées (Voir figure 20). 

b. Les thérapies ciblées 

Aujourd’hui,  deux combinaisons d’un inhibiteur spécifique de la kinase BRAFV600E et de MEK 

sont proposées aux patients : 

- Le Vémurafénib (PLX4032) associé au Cobimétinib (Larkin et al., 2014) 

- Le Dabrafénib associé au Tramétinib (Long et al., 2015 ; Robert et al., 2015). 
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Les tumeurs répondent à ces traitements chez un grand nombre de patients, à savoir 50% 

avec le traitement inhibiteur de BRAF (Chapman et al., 2011) et jusqu’à 70% avec la 

combinaison avec l’inhibiteur de MEK. En plus d’une meilleure réponse, la combinaison des 

deux inhibiteurs montre un gain d’au moins neuf mois avant l’apparition de rechutes par 

rapport au traitement avec l’inhibiteur de BRAF seul (Larkin et al., 2014). Par rapport aux 

chimiothérapies classiques, l’inhibition spécifique de la mutation de BRAF permet de limiter 

les effets secondaires, qui ne sont toutefois pas inexistants. Les effets les plus courants sont 

cutanés, par l’induction d’une photosensibilisation (brûlures) ou de réactions allergiques. 

D’autres effets, du même type que ceux induits par les chimiothérapies peuvent aussi 

apparaître. 

Il existe aussi des thérapies ciblées pour les patients présentant des tumeurs triple-WT 

mutées sur KIT, un récepteur à activité tyrosine kinase. La mutation KIT est principalement 

retrouvée dans les mélanomes des extrémités et des muqueuses. Les thérapies ciblées 

concernées sont également des inhibiteurs sélectifs : l’imatinib et le nilotinib. Ils permettent 

la régression de la tumeur dans un quart des cas et empêche la progression du mélanome 

jusqu’à 50% des cas. 

Mode d’action des inhibiteurs de BRAFV600E 

La voie des MAPK est maintenue inactive en absence de ligand activant le récepteur initial, 

car la GTPase RAS est inactivée par NF1, une protéine GAP qui permet le relargage du GTP.  

La mutation V600E de BRAF rend la MAPKKK hyperactive. En effet, l’entrée de l’ATP dans son 

domaine d’ancrage est contrôlée par un autre domaine, qui contient la valine 600, et qui sert 

de barrière quand elle n’est pas phosphorylée. Quand cette valine est mutée, la protéine 

reste dans sa conformation active, avec le passage vers le domaine d’ancrage de l’ATP 

ouvert (Wan et al., 2004). Ainsi, BRAF600E reste active indépendamment de l’activation par 

RAS et de la liaison du récepteur à son ligand. Le Vémurafénib empêche la conformation 

active de la protéine car sa structure disposant de plusieurs cycles aromatiques lui donne 

une bonne affinité pour le domaine d’ancrage de l’ATP. Le Dabrafénib dispose du même type 

d’action. 

Résistances aux inhibiteurs des MAPK  

La résistance aux inhibiteurs des MAPK est issue de voies nombreuses.  

Les premières décrites aboutissent à la réactivation d’autres voies de la survie cellulaire, 

contournant de fait les kinases inhibées par les thérapies ciblées. La plupart de ces 

résistances sont innées et intrinsèques. Ainsi la résistance des mélanomes BRAFWT peut 

s’expliquer par d’autres mutations, telles que la mutation de PTEN qui permet l’activation 

constitutive de la voie PI3K-AKT. La mutation sur NF1, qui permet le maintien de l’activité de 

NRAS, peut également aboutir à l’activation de la PI3K  (Kuru et Biusam, 2017) (Figure 28).  
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Même pour les mélanomes BRAFV600E, la plupart de ces mutations, telles que la perte de 

PTEN, sont acquises pendant la tumorigenèse et engendre l’activation de ces voies 

parallèles. D’autres modifications sont ainsi du ressort des résistances intrinsèques mais 

acquises (Figure 28). La voie des MAPK elle-même est réactivée. Ainsi, l’expression d’une 

autre kinase apparentée, appelée COT, est augmentée par l’inhibition de BRAF. Cette kinase 

est suffisante pour réactiver MEK (Johanessen et al., 2010). Un autre isoforme de RAF, CRAF, 

permet également de réactiver MEK (Doudican et Orlow, 2017). 

D’autres résistances sont enfin acquises et extrinsèques, puisque ces voies de substitution 

peuvent être réactivées par des facteurs sécrétés par le microenvironnement et les 

thérapies elles-mêmes, tels que le HGF sécrété par les CAF qui induit lui-même la voie PI3K-

AKT (Straussman et al., 2012), et la rigidification de la matrice par les CAF (Hirata et al., 

2015) ou les mélanomes eux-mêmes (Girard et al., 2020) qui induit les voies de la 

mécanotransduction (Intégrines β1, FAK et réactivation de ERK ; l’activité de YAP/MRTF), 

l’expression de gènes de survie et de prolifération, et la plasticité phénotypique (Figure 28). 

La plasticité phénotypique est précisément le mécanisme par lequel des résistances et des 

rechutes apparaissent chez tant de patients. Ainsi qu’expliqué précédemment, le modèle le 

plus récent de la résistance par la plasticité phénotypique est celui du rhéostat de MITF. Les 

thérapies ciblées engendrent une phase de transition appelée MRD (Mimimal Residual 

Disease) durant laquelle quelques cellules de la tumeur initiale vont passer à un état starvé, 

peu prolifératif, différencié et de fait résistant. Ces cellules tumorales résiduelles s’orientent 

ensuite vers des états également résistants aux thérapies qui sont dédifférenciés MITFlow 

(invasif ou « crête neurale ») ou au contraire hyperdifférenciés MITFhigh (Rambow et al., 

2019).  

Cette orientation vers différents profils est gouvernée par des facteurs extrinsèques issus du 

microenvironnement. Ainsi, la voie YAP/TEAD et TGFβ-SMAD coopèrent dans l’acquisition du 

phénotype invasif, avec la dérégulation de MITF et l’augmentation de l’expression de CTGF, 

CYR61 et AXL (Miskolczi et al., 2018 ; Kozar et al., 2019). Et nous avons montré que la 

rigidification de la matrice induite par les inhibiteurs de BRAF conduit à une transition vers 

un phénotype myofibroblastique, résistant et dédifférencié grâce aux facteurs de la 

mécanotransduction YAP et MRTF (Girard et al., 2020). 
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Figure 28 : Cibles moléculaires des thérapies ciblées et mécanismes de résistance.  

Résistances innées et intrinsèques. Mutations de NF1 et PTEN qui lève le frein initial des voies MAPK 

et PI3K-AKT. Résistances acquises et intrinsèques. Réactivation de MEK par CRAF ou par la 

surexpression de COT. Résistances acquises et extrinsèques. Les facteurs sécrétés du 

microenvironnement éduqué (facteurs de croissance, cytokines) par les cellules tumorales favorisent 

la réactivation des voies MAPK et PI3K (PDGF, EGF, HGF) ou la transition phénotypique (TGFβ-SMAD). 

La rigidification de la matrice (contraintes mécaniques) favorise la transition phénotypique et 

l’entretien d’une matrice pro-survie. 

c. Les immunothérapies  
 

Les immunothérapies les plus utilisées contre le mélanome bloquent les points de contrôle 

de l’activation des lymphocytes. Ce sont des anticorps monoclonaux dirigés contre les 

régulateurs négatifs de cette activation, en particulier CTLA-4 et PD-1. L’identification de ces 

régulateurs et surtout la démonstration que l’inhibition de CTLA-4 (Leach, Krummel et 

Allisson, 1996) et de PD-1 (Iwai, Terawaki, Honjo, 2005) favorisent la réponse anti-tumorale 

ont valu le Prix Nobel de Physiologie et de Médecine de 2018 à James Allisson et Tasuku 

Honjo. 
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Mode d’action des checkpoints de la réponse immunitaire 

Quand est-ce que les régulateurs négatifs de la réponse immunitaire interviennent ? Les 

lymphocytes T sont activés par un ensemble de trois signaux : (1) l’interaction de l’antigène 

porté par le CMH de classe I, porté par l’ensemble des cellules de l’organisme, ou de classe 

II, porté par les cellules présentatrices d’antigène, avec le TCR des respectifs lymphocytes T 

CD8+ et des lymphocytes T CD4+ ; (2) un signal de co-stimulation provenant de l’interaction 

de CD28 avec son ligand B7 (on aboutit à ce moment-là à la formation de la synapse 

immunologique qui permet le signal d’activation dans le lymphocyte) ; (3) l’environnement 

cytokinique qui détermine son devenir (polarisation). Les lymphocytes T CD4+ produisent de 

l’IL-2 suite à leur activation. L’activation de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques nécessite 

souvent la coopération d’une cellule dendritique éduquée et d’un lymphocyte Th1. Elle a lieu 

le plus souvent dans les ganglions drainants la tumeur. Dans ce cas, les deux lymphocytes 

sont stimulés ensemble, et l’IL-2 produit par les lymphocytes T CD4+ participe à l’activation 

des T CD8+ (Figure 29) 

Les molécules CTLA-4 et PD1 viennent pondérer l’effet co-stimulateur des molécules B7 et 

CD28. Dans un contexte physiologique, ce type de signal négatif permet de maintenir la 

tolérance périphérique, et de réguler la durée et l’amplitude de la réponse immunitaire pour 

éviter des dommages tissulaires importants. Concrètement, CTLA-4 est exprimée sur les 

lymphocytes T activés et entre en compétition avec CD28 sur les lymphocytes pour interagir 

avec B7 sur les cellules présentatrices d’antigène. PD-1 est exprimé sur les lymphocytes 

mémoires et effecteurs et apporte un signal de régulation négative en interagissant avec PD-

L1 (B7-H1) et PD-L2 (B7-DC) sur les cellules présentatrices d’antigène. 

Intérêt thérapeutique 

Les anticorps monoclonaux utilisés comme immunothérapie sont donc : 

- L’ipilimumab : anti-CTLA4. 

- Le nivolumab et le pembrolizumab : anti-PD1.  

- L’atezolizumab : anti-PDL1. 

Ils permettent une solution thérapeutique pour les patients dont les tumeurs ont d’autres 

mutations que BRAFV600E qui est souvent plus durable. Ils provoquent cependant de forts 

effets secondaires, notamment des réactions immunes. Les anti-PD1 sont mieux tolérés que 

l’anti-CTLA4, mais seuls 20% (Weber et al., 2015 ; Larkin et al., 2018) à 40% (Robert et al., 

2015) des patients répondent en utilisant juste l’une de ces thérapies. On peut monter 

jusqu’à 50% de réponse en utilisant une combinaison d’un anti-PD1 (Nivolumab) et d’un 

anti-CTLA4 (Ipilimumab) (Larkin et al., 2015 ; Wolchok et al., 2017) mais avec une 

aggravation encore notable des effets secondaires.  
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Figure 29 : Mode d’action des inhibiteurs des chekpoints de la réponse immunitaire. 

Résistances  

Les immunothérapies sont également sujettes à des résistances et des rechutes. Environ 

60% des patients présentent des tumeurs initialement résistantes aux anti-PD1 et 20% à 30% 

des patients qui répondent au traitement rechutent dans les mois ou les années qui suivent. 

La recherche s’est portée depuis le début sur les mécanismes amenant à ces résistances et a 

permis l’identification de biomarqueurs pour mieux orienter les choix thérapeutiques et 

mieux prévenir les risques de rechute. Ces biomarqueurs peuvent concerner la 

reconnaissance des cellules tumorales par les cellules de l’immunité adaptative 

(présentation de l’antigène), la présence de cellules ou de facteurs immunosuppressifs (tels 

que PDL1), la présence, la localisation et la répartition de l’infiltrat lymphocytaire, ainsi que 

cela est fait pour la tumeur primaire et le ganglion sentinelle, et enfin l’activité de la 

signalisation IFNγ au sein de la tumeur (Schadendorf et al., 2018). 

En effet, si les immunothérapies permettent de lever des freins à l’activation de la réponse 

lymphocytaire adaptative, des résistances innées et acquises peuvent émerger en fonction 

du profil immunologique et oncologique de la tumeur qui peuvent là aussi être intrinsèques 

à la cellule tumorale (présentation de l’antigène, statut mutationnel, signalisation IFNγ 

perdue) ou extrinsèques (infiltration des lymphocytes, …) (Sharma et al., 2017).  
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Résistances intrinsèques. La résistance peut-être causée par une diminution de la 

présentation des antigènes via la mutation ou la perte d’expression du CMH de classe I, de 

la β2-microglobuline, ou de TAP, un transporteur du réticulum endoplasmique permettant 

l’association CMH-peptide, ou encore la perte de la signalisation IFNγ. Par ailleurs, la 

déplétion de PTEN ou la suractivation de la voie β-caténine conduit à la diminution de 

l’infiltration immunitaire (lymphocytes T CD8, cellules dendritiques). Enfin, la perte de la 

signalisation IFNγ conduit aussi à un recrutement diminué de cellules immunitaires, et 

protège les cellules tumorales de ses effets pro-apoptotiques et anti-prolifératifs. (Sharma et 

al., 2017). 

Résistances extrinsèques. Les résistances extrinsèques peuvent être dues à la présence de 

cellules immunitaires immunosuppressives, comme les lymphocytes T régulateurs, les 

macrophages M2 ou les cellules myéloïdes immunosuppressives. Par ailleurs, le remodelage 

de la matrice extracellulaire (densification et rigidification) et la reprogrammation 

métabolique du microenvironnement (sécrétion de lactate et d’IDO) restreint l’activité des 

lymphocytes T cytotoxiques au niveau des marges d’invasion et en zone péri-vasculaire (Syn 

et al., 2017 ; Salmon et al., 2012).  

Dans le mélanome, on distingue ainsi quatre types de microenvironnements associés à un 

risque plus ou moins important de résistance primaire ou acquise (Teng et al., 2015). Ils sont  

basés sur le niveau d’infiltration lymphocytaire (TIL, Tumor Infiltrating Lymphocytes) et 

l’expression de la molécule PDL1.  

Type 1 : Les tumeurs TIL+ PDL1+ sont très représentées (38% des patients) et sont celles qui 

répondent le mieux aux immunothérapies. Les lymphocytes infiltrants sont efficacement 

réactivés par les inhibiteurs des points de contrôles immunologiques. 

Type 2 : Les tumeurs TIL- PDL1- sont les plus représentées (41% des patients) et sont 

associées au plus mauvais pronostic. Le microenvironnement de ces tumeurs ne contient 

que des cellules dendritiques et des macrophages, et maintien un état d’ignorance 

immunitaire. 

Type 3 : Les tumeurs TIL- PDL1+  sont les moins représentées (1% des patients). L’expression 

de PDL1 est maintenue par les voies oncogéniques. 

Type 4 : Les tumeurs TIL+ PDL1- sont les plus paradoxales. L’infiltrat lymphocytaire est 

présent et l’expression de PDL1 y est faible. Ce sont toutefois des tumeurs qui présentent 

une forte hétérogénéité avec la présence de macrophages M2 et de cellules myéloïdes 

immunosuppressives qui maintiennent un état de tolérance au sein de ces tumeurs. 

Pour pallier aux résistances, un grand nombre de stratégies existent. De nombreuses 

combinaisons entre immunothérapies et thérapies ciblées, pour bloquer les voies 

oncogéniques, sont à l’étude. Des essais cliniques sont également en cours pour tester l’effet 

d’inhibiteurs métaboliques (inhibiteurs d’IDO, …), bloquer les signaux immunomodulateurs 
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du microenvironnement (inhibiteurs du CSF1R contre les macrophages, anti-TIM3, …) 

(Sharma et al., 2017) ou associer d’autres technologies d’immunothérapies, telles que le 

transfert adoptif de cellules immunitaires modifiées, tel que les cellules CAR-T (Rosenberg et 

al., 2011). Les cellules CAR-T sont des lymphocytes T du patient dont on modifie le TCR par 

génie génétique. La construction transférée aux lymphocytes permet à elle seule la 

reconnaissance spécifique d’antigènes tumoraux et la transduction du signal d’activation. 

Toutefois, cette technologie reste soumise aux mêmes restrictions que les inhibiteurs des 

points de contrôle de l’activation lymphocytaire du fait qu’elle est sujette à des mécanismes 

de résistance analogues (dont la perte de la présentation de l’antigène par les cellules 

tumorales est le principal) et des effets secondaires tels que l’orage cytokinique qui limite 

ses effets et oblige à une surenchère thérapeutique (Davila et al., 2014). Ce sont des 

traitements qui demandent encore de nombreuses investigations pour limiter les effets 

secondaires et augmenter leur efficacité, notamment en favorisant l’infiltration de ces 

lymphocytes au sein de la tumeur. 

* 

* * 

Aujourd’hui, la prise en charge du mélanome se modernise et se personnalise. Des 

traitements de plus en plus efficaces se développent pour guérir le mélanome métastatique, 

bien que les phénomènes de résistance restent prépondérants. Pour les limiter, la recherche 

se porte beaucoup sur l’analyse fine et personnalisée de biomarqueurs au sein des cellules 

tumorales (plasticité phénotypique) et dans le microenvironnement tumoral (composition 

immunitaire, moléculaire). Cependant, du fait qu’il n’existe pas à ce jour de traitement 

systématique pour tous les patients, la prise en charge du mélanome aux stades les plus 

précoces reste essentielle. Le stade de l’envahissement du ganglion sentinelle est critique 

pour l’évolution de la maladie, et une meilleure compréhension des mécanismes de 

l’invasion loco-régionale peut permettre de développer de nouveaux marqueurs et de 

limiter la progression des métastases. 

 

 

 

 



97 
 

Partie III : Le ganglion lymphatique entre immunité et mélanome 
 

 A. Le ganglion lymphatique est le siège de la réponse immunitaire adaptative 

 

Les ganglions lymphatiques sont des acteurs essentiels du système lymphatique et 

immunitaire. Ils jouent un rôle essentiel mais contradictoire dans la progression tumorale. 

Ce sont des sentinelles chargées de l’immuno-surveillance anti-tumorale, et en même temps 

des lieux privilégiés pour la création de niches métastatiques immunotolérantes. Cet 

antagonisme est le reflet des fonctions immunologiques du ganglion, qui active et contrôle la 

réponse immunitaire. 

 

 1) La place du ganglion dans le système lymphatique 

 

Le système lymphatique est constitué des vaisseaux lymphatiques, ainsi que d’un ensemble 

d’organes dits lymphoïdes dont font partie les ganglions lymphatiques. Ce système joue un 

rôle de transport cellulaire, en particulier des lymphocytes et autres leucocytes, de transport 

moléculaire (hormones, fluides, déchets), et assure la réponse immunitaire. Le système 

lymphatique est également une voie de dissémination privilégiée de nombreux cancers dits 

lymphophiles : mélanome, carcinome mammaire, carcinome pancréatique, … 

 

a. Les ganglions font partie des organes lymphoïdes secondaires 

 

Les organes lymphoïdes sont responsables du développement et de l’activation des cellules 

immunitaires. On distingue les organes lymphoïdes primaires et les organes lymphoïdes 

secondaires. 

 

Les organes lymphoïdes primaires rassemblent la moelle osseuse et le thymus. Ils 

permettent respectivement la maturation des lymphocytes B et des lymphocytes T. Ils 

jouent un rôle dans la tolérance centrale en induisant l’apoptose des lymphocytes réactifs 

contre des auto-antigènes (Ashton-Rickardt et al., 1994).  

 

Les organes lymphoïdes secondaires (SLO) rassemblent les ganglions lymphatiques (ou 

nœuds lymphatiques), la rate, et des tissus lymphoïdes spécialisés des muqueuses (MALT) 

comme les plaques de Peyer au niveau de l’intestin. Les SLO sont clés dans l’immuno-

surveillance contre les pathogènes et le développement tumoral. La rate l’immuno-

surveillance du sang ; tandis que le ganglion lymphatique récupère la lymphe des tissus 

périphériques et permet une immuno-surveillance tissulaire loco-régionale (Mueller et 

Germain, 2009). Les SLO sont le lieu de l’activation et de la régulation de la réponse 

immunitaire adaptative. Ils jouent un rôle dans la tolérance périphérique en induisant 

l’anergie ou l’apoptose des lymphocytes auto-réactifs (Turley et al., 2010). 
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b. Les ganglions au carrefour des systèmes sanguins et lymphatiques 

 

Les ganglions lymphatiques sont nombreux dans l’organisme. On les retrouve à proximité 

des interfaces entre le milieu extérieur et le milieu intérieur. Ils drainent la lymphe circulant 

au niveau des épithéliums associés, sous la peau, autour des intestins ou des poumons. Ils 

peuvent se présenter en amas ou sous forme de chaînes ganglionnaires le long du système 

vasculaire lymphatique (Figure 30). Il existe des ganglions lymphatiques superficiels, sous la 

peau, tels que les ganglions inguinaux ou les ganglions axillaires, et des ganglions profonds, 

tels que les ganglions thoraciques et abdominaux.  

Les ganglions lymphatiques drainent et filtrent la lymphe issue des organes périphériques et 

collectée par de fins capillaires lymphatiques qui se jettent dans des vaisseaux lymphatiques 

de plus en plus gros (Drinkler et al., 1934). La lymphe afférente contient antigènes, déchets, 

ainsi que des cellules présentatrices d’antigène comme les cellules dendritiques 

migratoires. La paroi de ces vaisseaux est très fine et très lâche, composée d’une couche de 

cellules endothéliales apposées les unes aux autres, ce qui facilite le passage du liquide 

interstitiel et des leucocytes. La lymphe arrive dans le ganglion par les vaisseaux 

lymphatiques afférents et en ressort par le vaisseau lymphatique efférent.  

Le ganglion lymphatique est relié au système vasculaire sanguin de deux manières. Il est 

irrigué par l’artère et la veine lymphatique qui se subdivisent en de multiples branches et se 

terminent par un réseau de capillaires, les veinules à endothélium épais (High Endothelial 

Venules, HEV). Les HEV permettent l’entrée des lymphocytes dans le ganglion (Girard et al., 

2012), mais donne également aux cellules tumorales un accès direct et privilégié à la 

circulation sanguine (Pereira et al., 2018, Brown et al., 2018). D’un autre côté, les vaisseaux 

lymphatiques efférents se rassemblent dans les vaisseaux lymphatiques collecteurs et 

rejoignent la circulation sanguine par le plus gros vaisseau lymphatique du corps, le canal 

thoracique, qui se jette dans la circulation sanguine au niveau de la veine sous-clavière 

(Figure 30). Il s’agit de la principale voie de sortie des lymphocytes activés, mais ils peuvent 

servir également de voie de sortie pour les cellules tumorales, qui se dirigent ensuite vers les 

tissus périphériques et distants. 
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Figure 30 : Les ganglions lymphatiques et la circulation lymphatique 

 

c. Les ganglions lymphatiques assurent l’immuno-surveillance régionale 

 

Les ganglions lymphatiques jouent un rôle clé au cours de la réponse immunitaire en 

favorisant les chances de rencontre entre les antigènes, les cellules présentatrices 

d’antigène et les rares lymphocytes spécifiques qui patrouillent dans le sang. Les 

lymphocytes sont les acteurs de la réponse immunitaire adaptative. On distingue la réponse 

humorale, médiée par les lymphocytes B grâce à la production d’anticorps, et la réponse 

cellulaire, médiée par les lymphocytes T.  La réponse immunitaire adaptative répond à deux 

principes : la spécificité et la mémoire de l’antigène. 

Pour permettre une réponse immunitaire efficace, les ganglions servent de niches 

permettant la circulation, le maintien et la survie des lymphocytes. Les lymphocytes naïfs 

circulent d’un ganglion à l’autre, en y recevant des signaux de survie ou bien des signaux 

d’activation. Ils sont recrutés depuis le sang, maintenus par les cellules stromales pour 

permettre la rencontre de l’antigène, et redirigés vers la lymphe grâce à des gradients de 

chimiokines. Ce schéma de recrutement et de maintien des lymphocytes dans le ganglion 

favorise la rencontre de l’antigène en permettant aux lymphocytes de circuler à l’intérieur 

de l’organe entre 8 à 12 heures pour les lymphocytes T et 24 heures pour les lymphocytes B 

(Tomura et al., 2008). 

Les lymphocytes B et T circulant dans le ganglion sont activés lors de la rencontre avec 

l’antigène dont ils sont spécifiques. L’activation des lymphocytes T CD4+, dits « helper », 

consiste en l’interaction du lymphocyte avec une cellule présentatrice d’antigène, soit une 
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cellule dendritique migratoire provenant des tissus périphériques (Kissenpfennig et al., 

2005) soit d’une cellule dendritique résidente du ganglion captant un antigène circulant 

(Sixt et al., 2005). L’activation induit la maturation des lymphocytes spécifiques, leur 

prolifération clonale (expansion clonale) et leur polarisation vers un phénotype de Th1, Th2, 

Th17 ou encore T régulateurs en fonction de l’environnement cytokinique. Les lymphocytes 

T régulateurs peuvent également être induits par certaines populations de cellules 

dendritiques immunotolérantes (Turley et al., 2010). Les lymphocytes T CD8+ quant à eux 

sont activés grâce à la coopération entre une cellule dendritique et un lymphocyte helper 

polarisé Th1.  

 

L’activation des lymphocytes B suit un schéma différent. Les lymphocytes B reconnaissent 

les antigènes sous leur forme native, et peuvent capter grâce à leurs immunoglobulines les 

antigènes circulants, ou bien interagir avec des complexes antigènes-anticorps présentés par 

les fibroblastes de la zone B. Si certains antigènes sont capables d’induire seuls l’activation 

des lymphocytes B (antigènes thymo-indépendants), d’autres nécessitent une présentation 

par une cellule dendritique et la coopération avec un lymphocyte T CD4+ helper (antigènes 

thymodépendants). 

 

Mais la rencontre avec l’antigène ne résulte pas automatiquement en l’activation du 

lymphocyte spécifique. Les ganglions lymphatiques sont aussi le siège de la tolérance 

périphérique. En effet, les cellules stromales ou dendritiques expriment des autoantigènes 

sur le CMH (Baptista et al., 2014). Cela induit la délétion ou l’anergie des lymphocytes qui 

possèdent des récepteurs ces complexes CMH-autoantigènes.  

 

Les ganglions lymphatiques sont également des niches pour les lymphocytes mémoires. La 

plupart des lymphocytes activés dans le ganglion deviennent des cellules effectrices. Celles-

ci migrent vers les tissus distants pour éliminer les pathogènes ou les cellules tumorales. 

Quelques autres lymphocytes vont devenir mémoires et se répartir dans et/ou recirculer 

entre différentes niches en tant qu’effecteurs-mémoires (Tem) ou centraux-mémoires (Tcm). 

Les lymphocytes Tcm conservent un tropisme semblable aux lymphocytes T naïfs, et 

patrouillent d’un ganglion à l’autre en y recevant des signaux de survie, ou d’activation s’ils 

rencontrent de nouveau l’antigène dont ils sont spécifiques. 

 

Ainsi, les ganglions offrent un environnement propice au maintien, à la circulation et à 

l’activation des lymphocytes spécifiques contre les antigènes drainés depuis les sites 

périphériques. Ils sont les organes clés de l’immuno-surveillance loco-régionale contre  les 

pathogènes et les cellules tumorales. Je vais à présent détailler la structure et la composition 

de cet environnement ganglionnaire. 
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 2) La structure et la composition du ganglion lymphatique 
 

La structure du ganglion est adaptée à sa fonction. Le ganglion est doté d’une architecture 

dynamique, qui évolue entre l’état homéostatique, réponse immunitaire aigüe et la réaction 

chronique du ganglion à l’infection ou au développement tumoral. 

a. La compartimentalisation du ganglion lymphatique 
 

Les ganglions lymphatiques sont des organes réniformes et fortement compartimentés 

(Figure 31). On distingue les structures lymphatiques (vaisseaux afférents et efférent, et les 

sinus lymphatiques qui traversent le ganglion), les structures intérieures constituées de 

cellules stromales qui forment un réseau matriciel interagissant avec les leucocytes et les 

cellules endothéliales, et les structures sanguines, dont les HEV font partie. 

Les ganglions sont entourés d’une capsule essentiellement composée de matrice 

extracellulaire et de quelques adipocytes, et qui n’est entrecoupée que par les vaisseaux 

lymphatiques afférents et le vaisseau lymphatique efférent.  

 

Figure 31 : La compartimentalisation du ganglion 

Les vaisseaux lymphatiques afférents se jettent dans l’espace situé juste sous la capsule, le 

sinus sous-capsulaire (ou marginal), dans lequel se déverse la lymphe chargée de molécules 

(cytokines, antigènes, …), de lymphocytes et de cellules dendritiques issus des tissus 

périphériques. L’intérieur du ganglion est cloisonné en plusieurs compartiments arrangés 

côte à côte, les lobules lymphoïdes. Chaque lobule s’étend du hile au sinus marginal et est 

composé d’une zone corticale (Cortex ou « zone B »), d’une zone paracorticale (Paracortex 

ou « zone T ») et accueille une des branches de la vascularisation sanguine du ganglion. Les 

lobules sont séparés par les sinus transverses qui aboutissent dans la médulla du ganglion. 

Celle-ci constituée de larges canaux, les sinus médullaires, qui convergent vers le hile et qui 

permettent la percolation de la lymphe du sinus marginal jusqu’au vaisseau lymphatique 

efférent. 
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Le plancher du sinus marginal est parsemé de fibroblastes appelés Cellules Réticulaires 

Marginales (MRC) et de macrophages qui capturent une partie des antigènes mais surtout 

les grosses molécules, particules et micro-organismes (Katakai et al., 2012). Les MRC 

forment un réseau matriciel capable de récupérer une partie des molécules de la lymphe 

afférente et de les transférer vers le cortex externe (Roozendaal et al., 2009). Le cortex 

externe contient les follicules primaires majoritairement habités par les lymphocytes B et un 

réseau de fibroblastes appelés Cellules Dendritiques Réticulaires (FDC) qui communique 

avec le réseau de MRC sus-jacent (Figure 32). Les follicules primaires évoluent en centres 

germinatifs lors de l’activation de la réponse humorale. 

Sous le cortex, on trouve la zone T, appelée aussi paracortex ou cortex interne. Elle est 

séparée des follicules primaires par une marge périphérique appelée crête corticale, 

particulièrement enrichie en cellules dendritiques et en HEV, et qui sert donc de zone 

privilégiée pour l’entrée des lymphocytes T et des lymphocytes B naïfs et mémoires avant 

leur migration dans leur zones respectives (Katakai et al., 2004). La crête corticale est 

associée à une région de composition semblable située entre les follicules primaires, portant 

à ce titre le nom de région interfolliculaire. Ces régions communiquent avec le paracortex 

via les cordons paracorticaux qui se poursuivent jusqu’à la medulla.  

Les cordons paracorticaux sont les unités structurelles les plus importantes du paracortex. 

Ils s’organisent ainsi : un HEV est situé en leur centre, entouré de cellules périvasculaires 

(PvC) récemment caractérisées comme des péricytes Itga7+ (Malhotra et al., 2012 ; Rodda et 

al., 2018). Tout autour, les cellules réticulaires fibroblastiques (Fibroblastic Reticular Cells, 

FRC) forment un réseau en trois dimensions de conduits de matrice extracellulaire (Figure 

33).  

Ils sont constitués d’un cœur de fibres de collagène (de type I, III et XIV), associées à des 

protéoglycans (fibromoduline, décorine, biglycan), et entourées de microfibrilles de fibrilline 

présentant l’antigène reconnu par ERTR7. L’architecture en tube de ces conduits est permise 

par une lame basale cylindrique qui entoure l’ensemble, constitué de collagène IV, de 

laminine 8/10 et de protéoglycans, notamment sous la forme d’héparane-sulfate (Gretz, 

Anderson et Shaw, 1997 ; Sixt et al., 2005 ; Roozendaal et al., 209 ; Malhotra et al., 2012).  

Les FRC organisent ce réseau réticulaire dans une large partie du ganglion lymphatique, dans 

le paracortex, la crête corticale et les régions interfolliculaires. Ce réseau forme un ensemble 

de conduits de matrice qui sont entièrement recouverts par la face concave des FRC jointifs 

entre eux. Les cellules immunitaires se retrouvent autour de ces conduits, à l’intérieur de 

« corridors » dont les murs sont délimités par les faces convexes des FRC et n’interagissent 

pas directement avec la matrice du conduit (Willard-Marck, 2006).  

Enfin, la medulla situé à proximité du hile du ganglion est une zone riche en vaisseaux 

sanguins qui récupère la lymphe arrivant dans les sinus médullaires. Cette région accueille 



103 
 

en particulier les plasmocytes, c’est-à-dire les lymphocytes B activés et sécréteurs 

d’anticorps et sert d’antichambre au vaisseau lymphatique efférent. 

 

Figure 32 : Microstructure des zones corticales. (A) Interface entre le sinus sous-capsulaire (SCS) 

bordé par les MRC et la partie supérieure des follicules B. (B) Interface entre la crête corticale et la 

partie inférieure des follicules B. C’est une zone de rencontre des lymphocytes T et des lymphocytes 

B formée par différentes populations de fibroblastes (FDC et FRC) (Mueller et Germain, 2009 ; 

Katakai et al., 2004 ; Mionnet et al., 2013). 

 

Figure 33 : Microstructure de la zone T. (A) Les cordons paracorticaux forment autour des HEV 

un réseau de conduits entourés par les FRC. (B) Les HEV forment un endothélium épais entouré par 

les FRC et les péricytes. C’est la zone d’entrée des lymphocytes naïfs. (C) Structure des conduits 

formés par les FRC. (D) Les cellules dendritiques récupèrent des antigènes circulant à l’intérieur des 

conduits entre les fibres de la matrice légende le truc rouge (. (E) Les FRC produisent les chimiokines 
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CCL19 et CCL21 qui induisent le recrutement des lymphocytes T et sécrètent l’IL-7 qui favorise la 

survie des lymphocytes T naïfs et centraux-mémoires (Mueller et Germain, 2009).  

b. Les cellules stromales organisent la structure du ganglion 
 

La structure du ganglion lymphatique repose sur des cellules endothéliales et des cellules 

mésenchymateuses. Les cellules mésenchymateuses constituent un réseau de conduits de 

matrice extracellulaire formé par les MRC au niveau du plancher du sinus marginal, par les 

FDC dans les follicules et par les FRC dans le paracortex et les zones entourant les follicules 

telles que la crête corticale et les zones interfolliculaires. Les cellules endothéliales 

constituent le réseau de HEV et de sinus lymphatiques, respectivement formés par les 

cellules endothéliales sanguines (BEC) et les cellules endothéliales lymphatiques (LEC).  

Ces différentes populations peuvent se distinguer grâce à deux marqueurs lymphatiques : la 

glycoprotéine podoplanine (PDPN, appelée aussi GP38) et la molécule d’adhésion PECAM-1 

(Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule/ CD31). Les FRC et les MRC, d’origine commune, 

sont les cellules GP38+  CD31- ; les LEC sont GP38+ CD31+ et les BEC sont GP38- CD31+. Les 

FDC sont des cellules GP38low. Elles sont distinctes des cellules doubles-négatives parmi 

lesquelles on retrouve les cellules périvasculaires Itgα7+ et des fibroblastes exprimant AIRE 

essentiellement retrouvés dans les zones péri-folliculaires (Turley et al., 2010 ; Malhotra et 

al., 2012).  

 

Les cellules endothéliales 

 Les LEC (GP38+ CD31+) forment la paroi des vaisseaux lymphatiques afférents et 

efférents, ainsi que des sinus lymphatiques qui traversent le ganglion : sinus 

marginal, sinus transverses et sinus médullaires. Leur paroi constituée d’une 

monocouche de cellules endothéliales est suffisamment lâche pour laisser traverser 

facilement les antigènes, chimiokines, cytokines et les cellules. Les LEC participent au 

maintien des lymphocytes T naïfs en produisant de l’IL-7 (Malhotra et al., 2012).  

 Les BEC (GP38- CD31high) constituent la paroi des HEV, dont la paroi est plus épaisse 

que celle des capillaires d’autres organes, ainsi que d’autres vaisseaux sanguins, plus 

larges, nombreux dans la médulla.  Les BEC expriment des ligands des récepteurs 

d’installation (homing) des lymphocytes, en particulier des immunoglobulines telles 

que PECAM-1/CD31 (Malhotra et al., 2012), ou des complexes glycoprotéiques tels 

que l’adressine PNAd (dont la sialomucine CD34 fait partie) exprimée au niveau des 

HEV (Streeter et al., 1988 ; Berg et al., 1991 ; Butcher et Picker, 1996). 
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Les cellules mésenchymateuses 

 

 Les cellules péri-vasculaires forment un ensemble de cellules caractérisées 

notamment par le marqueur Itgα7 (Malhotra et al., 2012 ; Rodda et al., 2018). Elles 

comprennent les péricytes contractiles autour des HEV (Malhotra et al., 2012).  

o Deux populations de péricytes ont été caractérisées plus récemment, 

confirmant l’existence d’une population spécifique de péricytes située autour 

des HEV (CD36+), et une population de péricytes enveloppant les vaisseaux de 

la capsule et du hile (NG2+) (Eom et al., 2020). 

 Les cellules adventitielles CD34+ retrouvées autour des vaisseaux sanguins plus gros 

dans la medulla et dans la capsule du ganglion (Rodda et al., 2018 ; Pezoldt et al., 

2018) 

 Les TRC (T-Zone Reticular Cells) sont les FRC de la zone paracorticale. Ils font l’objet 

d’une description structurelle et fonctionnelle en Partie III.B.  

 Les MRC sont des fibroblastes réticulaires GP38+ CD31- MADCAM-1+ qui sécrètent le 

RANKL/TNFSF11 favorisant la survie des lymphocytes B (Katakai et al., 2008 ; Rodda 

et al., 2018). Il s’agit de la première population fibroblastique rencontrée par les 

antigènes et cellules arrivant par les vaisseaux afférents. Conjointement aux FDC, ils 

expriment la chimiokine CXCL13 qui joue un rôle majeur dans le développement du 

ganglion et permet l’attraction des lymphocytes B dans les follicules (Fletcher et al., 

2015).  

 Les FDC sont les principales cellules mésenchymateuses des follicules CD31- CD35+ 

GP38low. Elles assurent le recrutement et le maintien des lymphocytes B dans le 

follicule par la sécrétion de CXCL13 et de BAFF (B-Cell activating factor) et expriment 

des récepteurs Fc (CD16, CD23 et CD32) et du complément (CD21 et CD35) qui leur 

permettent de fixer les antigènes sous la forme de complexes immuns pour activer 

les LB (voir Partie III.A.3) (Mueller et Germain, 2009). 

 Les MedRC (Medullary Reticular Cells) forment un réseau de fibroblastes réticulaires 

GP38+ CD31-  dans le parenchyme médullaire qui sécrètent BAFF, CXCL12 et l’IL6. Par 

la sécrétion d’IL6, les MedRC favorisent la différenciation et le maintien des 

plasmocytes dans la medulla (Huang et al., 2018). 

 

Des variations entre les ganglions drainant différents tissus sont toutefois observées, 

notamment entre les ganglions de peau (p-LN) et les ganglions mésentériques (m-LN). Les 

FRC conservent leurs spécificités en termes de propriétés et d’expression génique par 

rapport aux autres cellules stromales du ganglion, quelle que soit sa localisation (Malhotra et 

al., 2012). Cependant, les FRC peuvent avoir des caractéristiques plus ou moins marquées 

selon les ganglions considérés. Ils sont plus nombreux dans les p-LN que dans les m-LN 

(Fletcher et al., 2011). Les FRC des p-LN expriment davantage de cytokines inflammatoires 

telles que l’IL-6, qui peuvent être la conséquence de la différence d’exposition à certains 

antigènes selon la localisation du ganglion (Fletcher et al., 2011). Les m-LN sont en effet 
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continuellement exposés à des motifs associés aux pathogènes issus du microbiote et sont 

marqués par une situation de tolérance immunologique avec de plus nombreux T 

régulateurs (Hadis et al., 2011). Le microbiote intestinal induit en fait une reprogrammation 

transcriptionnelle qui conduit à la répression des gènes associés à l’inflammation dans les 

cellules mésenchymales et les cellules dendritiques des m-LN (Pezoldt et al.,2018). 

B. Les FRC façonnent le ganglion lymphatique et la réponse immunitaire 

 

Les Cellules Réticulaires Fibroblastiques (FRC) organisent la structure réticulaire de plusieurs 

zones du ganglion lymphatique. Il s’agit d’une population stromale de première importance 

dans la régulation de l’architecture ganglionnaire au cours de la réponse immunitaire. Les 

FRC façonnent l’architecture du ganglion lymphatique, régulent ses propriétés 

biomécaniques, et contrôle la réponse immunitaire pendant tout son déroulement.  

 

 1) Origine et hétérogénéité des FRC 

 

a. Le développement des FRC 
 

Les FRC sont les cellules stromales les plus nombreuses du ganglion lymphatique, pouvant 

représenter 20 à 50% de la portion mésenchymateuse. Au cours du développement 

embryonnaire, elles sont issues de la différenciation des LTo (Mesenchymal lymphoïd tissue 

organizer cells), des cellules précurseurs qui peuvent être spécifiées à partir d’adipocytes ou 

d’autres cellules mésenchymateuses à partir de signaux issus de l’environnement proche tels 

que la lymphotoxine β (Bezenech et al., 2012)  ou l’acide rétinoïque provenant des neurones 

(Van de Pavert et al., 2009) (Figure 7). Les LTo entrent alors dans un processus de 

maturation durant lequel ils deviennent réactifs à un ensemble de signaux dont la sensibilité 

est conservée dans les FRC adultes. 

Le ganglion lymphatique est en effet issu d’une structure archaïque (anlage) qui s’établit à 

partir du dialogue entre les LTo et des cellules de nature hématopoïétique. Les LTo sécrètent 

la chimiokine CXCL13 qui attire les LTi CXCR5+ (Lymph node tissue inducer cells). Les LTi font 

partie des cellules lymphoïdes innées. Elles produisent différents signaux dont la 

lymphotoxine α1β2  et RANKL (Onder et Ludewig, 2018) (Figure 7). Les LTo qui possèdent les 

récepteurs LTβR et RANK répondent à ces signaux par une maturation au cours de laquelle 

ils expriment les chimiokines CCL19, CCL21 et les molécules d’adhésion VCAM1 et ICAM1 

(Fletcher et al., 2015). Cela conduit progressivement à l’accumulation des lymphocytes. Les 

LTo entament de leur côté un processus de différenciation et donnent un premier lignage 

qui maintient l’expression de CXCL13, d’abord avec les MRC puis les FDC. Les LTo matures 

donnent en parallèle un second lignage, les FRC, qui maintient l’expression de CCL19 et 

CCL21. La formation des conduits de matrice est l’étape suivante, qui nécessite une 

coopération étroite entre les FRC et les lymphocytes. L’apport de nouveaux signaux par ces 
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derniers (TNFα, lymphotoxine α) induit la formation par les FRC des fibres réticulaires 

contenant l’antigène reconnu par l’anticorps ERTR7 (Figure 34). En dégradant la matrice pré-

existante, les FRC entourent les fibres néo-formées et forment les conduits (Katakai et al., 

2004). A la naissance, les FRC forment un réseau dense dans la zone paracorticale, riche en 

HEV, lieu d’entrée des lymphocytes et zone d’installation des cellules dendritiques, alors que 

le réseau dans les zones périphériques est encore clairsemé. Ce n’est qu’au début du 

développement post-natal que les FDC se différencient à l’arrivée de lymphocytes B matures 

et la réception d’antigènes provenant du sinus marginal. Les FDC viennent alors remplacer 

les FRC autour de leurs propres conduits, et connectent progressivement les conduits de la 

zone paracorticale au réseau sous-capsulaire (Bajenoff et Germain, 2009) (Figure 34). 

Dans l’organisme adulte, on se retrouve ainsi avec une population de FRC bien différenciée 

et formant des niches distinctes des autres cellules mésenchymateuses du ganglion. Les FRC 

sont des myofibroblastes caractérisés par l’expression de récepteurs hérités des LTo 

matures, dont LTβR, la podoplanine, des immunoglobulines VCAM1 et ICAM1 et par les 

chimiokines CCL19 et CCL21. Ces molécules sont impliquées dans la plupart des fonctions 

des FRC. La spécification des FRC pendant le développement embryonnaire nécessite la 

coopération entre deux voies indépendantes, la lymphotoxine par LTβR, et la signalisation 

YAP/TAZ, qui empêchent le retour à un état adipeux, et permet l’acquisition et le maintien 

des propriétés myofibroblastiques et de la sécrétion des chimiokines (Choi et al., 2020).  
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Figure 34 : Le développement des FRC, des MRC et des FDC dans le ganglion. D’après 

Fletcher et al., 2015. Les cellules mésenchymateuses organisatrices (LTo) sont induites à partir 

d’autres cellules mésenchymateuses ou d’adipocytes. Ces cellules réagissent à des signaux 

caractéristiques de cellules lymphoïdes, tels que la lymphotoxine ou le RANKL (Onder et Ludwig, 

2018). Les FRC se différencient à partir de précurseurs déterminés par la coopération de deux voies 

de signalisation, LTβR et YAP/TAZ (Choi et al., 2020), acquièrent leurs propriétés contractiles puis 

forment les conduits de matrice (Katakai et al., 2004). 

b. Hétérogénéité des FRC  
 

Cependant, les FRC ne forment pas une population homogène. Il existe des sous-populations 

spécifiques de niches avec des marqueurs et des propriétés propres.  

Les FRC se répartissent en six populations au moins (Mionnet et al., 2013 ; Rodda et al., 

Pezoldt et al., 2018 ; Huang et al., 2018) (Figure 33 ; Figure 35). Ce sont les TRC des zones 

paracorticales et périphériques, et d’autres populations mises en évidence par scRNAseq : 

les cellules stromales Inmt+ (Indoléthylamine N-méthyltransférase), les cellules stromales 

Nr4a1+ (Nuclear receptor subfamily 4 group A member 1), et les cellules stromales CD34+.   

1) Hétérogénéité des TRC 

Les TRC se répartissent en trois ou quatre groupes (Rodda et al., 2018 ; Pezoldt et al., 2018) : 

- Les TRC CCL19high, qui forment les conduits dans le paracortex. 

Ils expriment CCL19. Ce sont les FRC qui forment les conduits dans les cordons paracorticaux, 

exprimant le collagène caractéristique du cœur des conduits qui est le collagène XIV et la 

fibromoduline (Malhotra et al., 2012).  

- Les TRC Ch25h+ CCL19low CXCL13+ qui sont au contact des follicules B, associés ou non 

à une population de FRC CD21- CXCL13+ dans les follicules B. 

Les TRC Ch25h CCL19low sont situés au contact des follicules B et dans les zones 

interfolliculaires. Ils ont une signature transcriptionnelle caractérisée par une faible 

expression de CCL19 qui les rapproche des FDC, puisqu’ils expriment la cytokine BAFF 

permettant le maintien des lymphocytes B, mais qui les classe tout de même parmi les FRC 

car ils expriment CCL21 et l’IL-7, permettant le recrutement et le maintien des lymphocytes T 

naïfs. Cette population pourrait participer à l’activation des lymphocytes B, qui nécessite la 

coopération de lymphocytes T se différenciant en lymphocytes T folliculaires helpers (TFH) 

dans les centres germinatifs (Fazilleau et al., 2009). Les TRC Ch25h sont en effet à l’interface 

de rencontre de la zone B et de la zone T, et semblent ainsi correspondre aux 

caractéristiques stromales de la crête corticale précédemment décrite (Katakai et al., 2004),  

lieu privilégié d’entrée des lymphocytes T et B naïfs et de rencontre pour l’activation des 

lymphocytes T et B, dont ces TRC pourraient être l’une des composantes 

mésenchymateuses. Les TRC CCL19low pourraient également contenir une population de FRC 
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décrite par ailleurs comme induite par la lymphotoxine β et émergeant au cours de 

l’inflammation (Mionnet et al., 2013). Elles ont en commun l’expression de CXCL13 et de 

BAFF, et n’expriment pas CD21, ce qui les distingue bien des FDC. 

- Les TRC CXCL9+ qui partagent une signature d’activation et d’immunomodulation. 

Une autre composante possible de ces zones péri-corticales serait les TRC CXCL9+ que l’on 

trouve également dans les zones interfolliculaires. Ils sont aussi présents à l’intérieur de la 

zone T. Comme tous les FRC, ils expriment CCL19, CCL21 et l’IL7. Ils sont caractérisés par 

l’expression des chimiokines CXCL9 et CXCL10 et expriment le MHC de classe II ainsi que 

d’autres gènes impliqués dans la tolérance périphérique. Cette signature transcriptionnelle 

laisse penser que ce sous-type serait issu de l’activation des TRC CCL19high par la réponse 

interféron anti-virale connue pour induire ces chimiokines. L’augmentation de CXCL9 parmi 

plusieurs populations stromales du ganglion est ainsi caractéristique de la réponse à une 

infection virale dans la peau (Gregory et al., 2017). CXCL9 et CXCL10 permettent le 

recrutement des lymphocytes T CD8+ centraux-mémoires (Sung et al., 2012), ce qui est là 

encore cohérent avec le fait que l’on retrouve plus de lymphocytes mémoires dans la crête 

corticale (Katakai et al., 2004).  

L’hétérogénéité phénotypique des TRC est ainsi caractérisée par la présence d’une 

population (TRC CCL19high) qui forme le réseau de conduits dans le paracortex et assure le 

maintien des lymphocytes T naïfs, et de deux populations de niches, l’une potentiellement 

importante pour les interactions entre lymphocytes B et lymphocytes T (TRC CCL19low 

Ch25h+) et l’autre correspondant à un état d’activation potentiellement impliquée dans le 

maintien de la tolérance des lymphocytes T à l’état homéostatique et le repositionnement 

des lymphocytes T mémoires pendant la réponse immunitaire secondaire (TRC CXCL9+). La 

fonction de chacune de ces populations, bien que corroborée par la signature 

transcriptionnelle de chacune et un ensemble d’études portant sur la répartition des 

lymphocytes dans le ganglion, doit encore faire l’objet d’investigations. 

2) Les autres populations de FRC et les FRC activés 

Il existe aussi d’autres populations de fibroblastes réticulaires caractéristiques de certaines 

structures et niches ganglionnaires. Il s’agit des FRC Inmt+ que l’on trouve dans la médulla, 

des FRC Nr4a1+ identifiés dans la médulla et le paracortex et des FRC CD34+ qui forment eux-

mêmes un ensemble hétérogène de cellules adventitielles que l’on retrouve autour des gros 

vaisseaux dans la médulla et de fibroblastes dans la capsule ganglionnaire.  

Les FRC Inmt+ sont des fibroblastes qui sont situés dans les cordons médullaires et qui 

comprennent les MedRC que j’ai décrits plus haut. Le marqueur Inmt n’est pas spécifique de 

cette population mais son expression est particulièrement enrichie dans ces cellules (Rodda 

et al., 2018). Ces cellules expriment fortement CXCL12, mais également CXCL13 et TNFSF13b 

(tumor necrosis factor ligand superfamily member 13) qui favorisent le recrutement des 
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plasmocytes et leur sortie du ganglion vers le vaisseau efférent (Rodda et al., 2018 ; Huang 

et al., 2018). 

Les FRC Nr4a1+ sont des fibroblastes activés et disséminés dans le ganglion, en particulier 

dans la medulla et le paracortex (Rodda et al., 2018 ; Pezoldt et al., 2018. Le marqueur Nr4a1 

est ici associé à un profil transcriptionnel dans lequel les gènes associés à la réponse 

inflammatoire précoce (Fosb, NFB) sont surexprimés par rapport aux autres populations du 

ganglion (Rodda et al., 2018). 

Les cellules stromales CD34+ sont décrites dans les p-LN autour des gros vaisseaux dans la 

médulla, elles sont alors appelées cellules adventitielles, distinctes des cellules endothéliales 

lymphatiques car PDPN+ BST1-ACTA2-CD31-CD34+, ou comme fibroblastes de la capsule 

ganglionnaire, un phénotype attesté par l’expression d’un ensemble de gènes de la matrice 

extracellulaire (Col5a3, Fbln1, …) (Rodda et al., 2018). Il semble toutefois que la diversité de 

ces cellules CD34+ soit plus vaste que cette description initiale et surtout que le rôle et la 

proportion des cellules CD34+ évolue entre les ganglions lymphatiques. Pezoldt et al., 2018 

décrit ainsi quatre populations de cellules CD34+ se différenciant par des signatures 

transcriptionnelles et ne se retrouvant pas dans tous les ganglions. La population CD34+ 

Aldh1a2+ est davantage retrouvée dans les m-LN et semble caractéristique de l’état 

d’activation et des propriétés immunomodulatrices de ces ganglions. Les signatures 

transcriptionnelles associées aux cellules stromales CD34+ sont également enrichies dans les 

ganglions métastatiques de mélanome (Eom et al., 2020). 

De manière plus générale, des sous-populations de FRC peuvent acquérir des marqueurs 

suite à l’activation de la réponse immunitaire ou du développement tumoral. Au cours de la 

réponse immunitaire, les FRC surexpriment également la podoplanine (Acton et al., 2014 ; 

Astarita et al., 2015). Par ailleurs, au cours de la formation des centres germinatifs, les FDC 

ou les FRC peuvent se différencier en cellules réticulaires exprimant CXCL-12 (CRC) qui 

régulent l’architecture de la zone de différenciation des plasmocytes (Bannard et al., 2013 ; 

Rodda et al., 2018). Les cellules Nr4a1+ et les cellules CD34+ Aldh1a2+ sont deux exemples de 

cellules qui émergent dans les ganglions activés (Rodda et al., 2018 ; Pezoldt et al., 2018). 

Enfin, les cellules CD34+ et d’autres FRC acquièrent également le marqueur FAP dans les 

ganglions métastatiques, ce qui soutient l’idée qu’ils peuvent être à l’origine de différentes 

populations de CAF  (Eom et al., 2020).  

Les FRC représentent donc un ensemble de fibroblastes formant un réseau réticulaire 

hétérogène et spécifique des zones et des niches dans lesquels ils sont situés. Ils peuvent 

réagir aux signaux d’activation propre à la réponse immunitaire, en surexprimant certains 

marqueurs voire en se différenciant en de nouvelles sous-populations. Malgré cette 

diversité, ils partagent un ensemble de fonctions dans la régulation de l’activité immunitaire 

du ganglion et dans son architecture. 
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Figure 35 : Des populations mésenchymales spécifiques de niches (D’après Rodda et al., 

2015 et Rodda et al., 2018).  

 3) Les rôles des FRC dans le ganglion en homéostasie 

Les FRC jouent de nombreux rôles dans le ganglion en homéostasie. Ils forment un réseau 

réticulaire de conduits permettant la circulation des molécules à l’intérieur (cytokines, 

chimiokines, antigènes) et des cellules autour. Les FRC offrent ainsi un système de routes qui 

permet de diriger les cellules immunitaires, de les maintenir stables quelques heures dans 

une zone donnée en assurant leur survie, et de permettre la rencontre de l’antigène pour 

leur activation éventuelle. 

a. Les FRC permettent la survie et la circulation des cellules immunitaires 

 

Les dynamiques cellulaires à l’intérieur du ganglion sont de mieux en mieux comprises, 

notamment grâce à l’utilisation de techniques de microscopie de précision (confocale, 

électronique) et l’émergence de la microscopie intravitale multi-photons qui permet de 

mieux rendre compte des interactions cellules-cellules à petite échelle (Bajenoff et Germain, 

2007). L’utilisation de ces techniques d’imagerie permet justement de se rendre compte que 

le réseau formé par les FRC et les FDC est inter-communiquant et régule le trafic des 

lymphocytes T et B (Bajenoff et al., 2006). Ainsi les lymphocytes T et les lymphocytes B naïfs 

sur tous deux capables de migrer sur le réseau de FRC depuis les HEV. Les lymphocytes T se 

maintiennent dans le paracortex et les lymphocytes B gagnent les follicules primaires par la 

suite. 

 

Les FRC sont donc les principales cellules stromales de la zone T avec qui les lymphocytes T 

naïfs et les cellules dendritiques adhèrent. Dans cette zone, les TRC CCL19high sécrètent de 

hauts niveaux de CCL19, de CCL21 et d’IL7, qui permettent le recrutement et la survie des 

lymphocytes T naïfs et centraux-mémoires IL7R+ CCR7+ (Link et al., 2007 ; Asperti-Boursin et 
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al., 2007) et des cellules dendritiques matures CCR7+ (Figure 36A). Les chimiokines peuvent 

pénétrer dans les HEV et être captées par les BEC, permettant l’arrêt des cellules 

immunitaires, le renforcement des adhésions de forte énergie (LFA-1/ICAM1), et la 

transmigration vers le parenchyme réticulaire. Les FRC expriment les immunoglobulines 

VCAM1 et ICAM1 qui permettent l’attachement des lymphocytes exprimant les intégrines 

α4β1 et LFA-1. La migration des cellules dendritiques sur le réseau de FRC est permise par 

l’interaction du récepteur lectine de type C (CLEC2, codé par le gène CLEC1B) avec la 

podoplanine des FRC (Acton et al., 2012). 

 

Les FRC des zones périphériques, en particulier les FRC CCL19low CXCL13high de la crête 

corticale et des follicules (Katakai et al., 2004 ; Mionnet et al., 2013 ; Rodda et al., 2018) 

soutiennent par ailleurs la survie, la localisation et l’activation des lymphocytes B (Figure 

36B). Ces FRC sécrètent en effet un plus large panel de chimiokines, dont CXCL12, CXCL13 et 

CCL21 qui permet la rencontre des lymphocytes B, des cellules dendritiques, et des 

lymphocytes T naïfs ou activés (TFH) au cours de la maturation des centres germinatifs.  

On voit ainsi que l’hétérogénéité des FRC à l’échelle de l’organe mais aussi dans certaines 

zones, notamment aux interfaces entre les différents compartiments, permet d’organiser la 

rencontre et la coopération des deux populations lymphocytaires ségrégées dans des 

compartiments différents. Le maintien de la localisation des cellules immunitaires et leur 

mouvement entre différentes zones de l’organe est en fait permis par les gradients 

moléculaires résultant de la sécrétion localisée des chimiokines et du haut niveau de 

compartimentalisation de l’organe. Les différentes populations de FRC permettent ainsi la 

mise en place d’une part d’un gradient croissant de chimiokines CCL21 et CCL19 entre les 

HEV et le parenchyme de la zone T, qui permet le recrutement des lymphocytes  T dans le 

paracortex, et d’autre part d’un gradient croissant dans les zones folliculaires et 

périfolliculaires des chimiokines CXCL12 et CXCL13 qui permet le recrutement des 

lymphocytes B et T dans ces zones. 

 

Toutefois, en situation homéostatique, le maintien des lymphocytes dans le ganglion est 

toujours transitoire. C’est un processus d’immuno-surveillance qui suppose que les 

lymphocytes ne restent pas plus de quelques heures dans le ganglion, et doivent au 

contraire sortir et re-circuler entre la lymphe, le sang et les organes lymphoïdes secondaires. 

La sortie des lymphocytes nécessite donc d’autres gradients de chimiokines. Cette sortie se 

réalise par les sinus paracorticaux et médullaires. Elle est induite par un gradient de 

Sphingosine-1-Phosphate produit par les cellules endothéliales lymphatiques, qui est perçu 

par les lymphocytes T grâce au récepteur S1P1R. De manière intéressante, les récepteurs 

S1P1R et CCR7 agissent sur la motilité des lymphocytes via les mêmes protéines G, ce qui 

laisse supposer que le maintien transitoire des lymphocytes résulte d’un équilibre entre la 

force du signal pro-maintien issu des FRC (CCL21,CCL19) et des signaux pro-sortie issus de la 

lymphe (Cyster et Schwab, 2012). Dans la zone médullaire, les FRC Inmt+ favorisent la survie 
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et sortie des plasmocytes par la sécrétion de CXCL12 et CXCL13 vers les vaisseaux 

lymphatiques efférents. 

 

b. Les FRC permettent la circulation des molécules à l’intérieur de 

conduits de matrice extracellulaire. 

 

Le ganglion lymphatique est une éponge qui filtre la plupart des molécules drainées par la 

lymphe afférente. Ce filtre est principalement assuré par le réseau de MRC et par les 

macrophages de la zone sous-capsulaire (Roozendaal et al., 2009). Ils ne donnent accès au 

réseau de FRC sous-jacent que pour les molécules de moins de 70kDa (Gretz et al., 2000 ; 

Sixt et al., 2005 ; Roozendaal et al., 2009). Cela permet aux pathogènes et aux larges 

antigènes, comme le LPS, de ne pas rentrer dans le cortex du ganglion et de ne pas perturber 

l’activation de la réponse immunitaire. Ce filtre bloque également la plupart des vésicules 

extracellulaires issues des tumeurs de mélanome (Pucci et al., 2016). Cependant, ce 

processus de filtration concerne les molécules provenant du sinus marginal. Des molécules 

produites dans le parenchyme des lobules ganglionnaires comme les IgM (>70kDa) issues de 

la réponse B dans les follicules sont capables d’emprunter les conduits (Thierry et al., 2018). 

Dans tous les cas, les antigènes plus petits sont canalisés efficacement du sinus marginal vers 

les HEV, ou vers les corridors corticaux et paracorticaux, où ils sont pris en charge par les 

cellules présentatrices d’antigène. De la même manière, les chimiokines sécrétées par les 

fibroblastes sont canalisées vers les HEV et permettent le recrutement des lymphocytes naïfs 

(Gretz et al., 2000) 

 

La structure des conduits est assurée par la morphologie polarisée des FRC de type apico-

basale. En effet, les FRC s’organisent autour des conduits selon les mêmes caractéristiques 

qu’un épithélium unistratifié. Les FRC interagissent entre eux dans le sens longitudinal du 

conduit grâce à des jonctions adhérentes parmi lesquelles on trouve la cadhérine-11 

(Malhotra et al., 2012). Sur la face des FRC en contact avec les lymphocytes (côté apical), la 

matrice est très fine, essentiellement composée de quelques fibres de collagène IV qui 

facilitent la migration des lymphocytes et présentent des chimiokines (Yang et al., 2007 ; 

Roozendaal et al., 2008). Sur la face opposée des FRC (côté basal), le cytosquelette de 

microtubules est ancré par le pôle positif aux récepteurs de la laminine via la protéine 

adaptatrice LL5β (Hotta et al., 2010 ; Martinez et al., 2019). Les FRC sécrètent par ce moyen 

des fibres alignées caractéristiques des tissus conjonctifs dans le cœur du conduit (collagène 

I, III, XIV) et caractéristiques des lames basales épithéliales dans les couches externes du 

conduit (collagène IV). Les FRC sécrètent également des fibres caractéristiques de ces 

conduits, comme ceux de fibromoduline, mais aussi des métalloprotéinases (MMP) et des 

peptidases de la famille ADAMTS, assurant le renouvellement et l’entretien des conduits 

(Figure 36A). 
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c. Les FRC maintiennent l’intégrité des HEV 

 

Les FRC périvasculaires possèdent des fonctions spécialisées dans le maintien de l’intégrité 

des HEV (Figure 36C). Ainsi, L’interaction CLEC2-PDPN permet le maintien de l’intégrité 

endothéliale pendant la migration des lymphocytes (Herzog et al., 2013). La molécule CLEC2 

est exprimée par les plaquettes sanguines. L’interaction de CLEC2 avec la podoplanine des 

FRC environnants conduit à l’agrégation des plaquettes et le relargage de S1P qui vient 

renforcer les liaisons inter-endothéliales médiées par la VE-cadhérine. Cette interaction 

permet également d’éviter la perte de l’intégrité vasculaire pendant de fortes réactions 

inflammatoires, limite le choc cytokinique et favorise la circulation et le recrutement de 

macrophages pour contrer la croissance bactérienne. Elle est ainsi essentielle au maintien de 

l’intégrité du ganglion (Rayes et al., 2017). 

 

 
Figure 36 : Les rôles des FRC dans l’homéostasie ganglionnaire. (A) Les FRC du paracortex 

recrutent et maintiennent la survie des lymphocytes et des cellules dendritiques. Ils sécrètent et 

renouvellent les conduits de matrice extracellulaire. (B) Les FRC péri-folliculaires maintiennent et 

recrutent les lymphocytes T et B. (C) Les FRC périvasculaires soutiennent l’intégrité endothéliale par 

l’interaction CLEC2-PDPN. 
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d. Les FRC induisent la tolérance périphérique 

 

Les FRC sont capables d’exprimer des auto-antigènes pour induire la délétion ou l’anergie 

des lymphocytes T auto-réactifs. C’est en particulier le cas de certains antigènes des 

mélanocytes différentiés, comme MLANA. Il semble ainsi que le ganglion constitue un 

environnement naturellement immunotolérant pour la plupart des antigènes de 

différenciation mélanocytiques, ce qui peut limiter la réponse immunitaire anti-mélanome, 

et en tout cas expliquer l’existence de nodules mélanocytiques bénins que l’on retrouve 

dans certains ganglions, qui évoluent parfois en mélanome (Shain et al., 2016). 

 

L’expression de ces auto-antigènes est gouvernée par le facteur de transcription DEAF1 

(epidermal autoregulatory factor 1 homologue), qui est différent de AIRE mais fonctionne 

sur le même principe (Fletcher et al., 2010).  Les FRC présentent ces antigènes sur le CMH de 

classe I et induisent l’anergie et la délétion des lymphocytes T CD8+ auto-réactifs. A 

l’homéostasie, les lymphocytes T CD8+ interagissent avec les FRC qui expriment ainsi des 

antigènes périphériques et avec les cellules dendritiques immatures qui présentent des 

antigènes sur le CMH de classe I, induisant leur délétion. Dans un cadre d’activation 

immunitaire, suivant par exemple l’exposition à des motifs de dangers via TLR3, les FRC sur-

expriment les molécules de CMH de classe I ainsi que les co-récepteurs inhibiteurs CD80 et 

PD-L1 et induisent la tolérance des lymphocytes T CD8+ spécifiques d’auto-antigènes (Turley 

et al., 2010). Les FRC sont enfin capables d’induire la tolérance des T CD4+ par l’acquisition 

de complexes CMH de classe II – auto-antigène directement des cellules dendritiques via des 

contacts cellules-cellules ou par vésicules extracellulaires (Dubrot et al., 2014) (Figure 37) 
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Figure 37 : Les mécanismes de la tolérance périphérique induite par les FRC 

Les FRC maintiennent la tolérance périphérique des lymphocytes T CD8+ en exprimant des auto-

antigènes, en particulier de différenciation mélanocytique tels que MLANA, sur le CMH de classe I. En 

cas d’inflammation, les FRC surexpriment le CMH de classe I et les co-récepteurs d’inhibition PDL1 

Les cellules dendritiques peuvent aussi transférer le CMH de classe II sur les FRC, ce qui leur permet 

de dépléter les lymphocytes T CD4+ autoréactifs et générer des lymphocytes T CD4+ régulateurs. 

 

 4) Les FRC régulent la réponse immunitaire et le retour à l’homéostasie 

 

Je vais maintenant expliquer comment les propriétés des FRC sont modifiées au cours de la 

réponse immunitaire et comment les FRC permettent le retour à l’état homéostatique. La 

réponse des FRC à l’infection consiste notamment à permettre le recrutement et l’expansion 

clonale des lymphocytes, à assurer le gonflement du ganglion, le remodelage des structures 

internes, et le retour à l’état homéostatique en induisant la tolérance périphérique, la 

recirculation des lymphocytes naïfs et le maintien de lymphocytes mémoires.  

a. Les FRC régulent l’élasticité du ganglion pendant l’infection 

 

Lors de la réponse immunitaire, le ganglion gonfle pour accommoder le recrutement et la 

prolifération des cellules immunitaires, en particulier l’expansion clonale des lymphocytes. 
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Pour pallier à des dégâts tissulaires, les FRC sont les acteurs de ce changement en 

augmentant l’élasticité du ganglion.  

 

L’élasticité du ganglion est le résultat d’au moins trois mécanismes biologiques : 

- L’inhibition de la contraction spontanée des FRC 

- L’induction de la prolifération des FRC 

- Le maintien des conduits de matrice extracellulaire 

 

Ces mécanismes sont gouvernés par les interactions entre les cellules dendritiques, les 

lymphocytes T et les FRC. Parmi ces interactions, la liaison de CLEC2-podoplanine entre les 

cellules dendritiques et les FRC joue un rôle majeur.  

 

L’inhibition de la contractilité des FRC 

Lors d’une infection, les cellules dendritiques issues du site d’inflammation entrent en 

contact avec les LEC et les FRC qui expriment la podoplanine, ce qui facilite leur migration 

jusqu’à la zone T.  

 

La podoplanine est une glycoprotéine transmembranaire de type I de type sialomucine, dont 

la partie extracellulaire comprend de multiples domaines « Platelet aggregation-stimulating 

domain » (PLAG) contenant des résidus sérine-thréonines pouvant être O-glycosylés et qui 

sont reconnus par CLEC2 (Kato et al., 2008) (Figure 38A). Elle comprend également un 

domaine transmembranaire permettant la liaison des protéines ERM (Martin-Villard et al., 

2006). La podoplanine peut également interagir avec d’autres protéines membranaires 

comme CD44, une interaction qui favorise la migration cellulaire dans les lignées tumorales 

agressives (Martin-Villard et al., 2010) ou avec CD9 via leurs domaines transmembranaires 

(Nakazawa et al., 2008). L’expression de la podoplanine est régulée par un ensemble de 

facteurs pouvant être d’origine inflammatoire ou desmoplastique, à l’instar de l’IL6, de l’IL1 

ou du TGFβ (Astarita et al., 2012). 

 

A l’état homéostatique, la podoplanine lie les protéines ERM, ce qui permet l’activation de la 

voie RhoA/ROCK et la phosphorylation des chaînes légères de la myosine II (MLC2) et donc la 

contraction du cytosquelette d’actomyosine des FRC. L’activité de RhoA est contrôlée dans 

ce contexte par ARHGEF2 (Acton et al., 2014). Lorsque la podoplanine interagit avec CLEC2, 

cela provoque le déplacement de la podoplanine dans des radeaux lipidiques riches en 

cholestérol, conduisant au découplage de la podoplanine et des protéines ERM (Acton et al., 

2014). De manière intéressante, c’est la partie transmembranaire de la podoplanine qui est 

impliquée dans ce découplage, ce qui suppose une interaction inhibitrice avec un de ses 

partenaires, parmi lesquels CD44 est connu pour se localiser dans les radeaux lipidiques. Les 

mécanismes précis induisant le découplage reste encore à élucider. Le découplage conduit à 

la désactivation de RhoA, donc à la perte de contractilité médiée par la phosphorylation de 

MLC2 et à la diminution de l’activité de YAP (Figure 38B) (Astarita et al., 2015).  
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Figure 38 : Le dialogue PDPN-CLEC2 entre les FRC et les cellules dendritiques. (A) La 

structure de la podoplanine et de CLEC2. La PDPN dispose de domaines d’attaches à l’ezrine dans sa 

courte partie cytoplasmique et des domaines PLAG permettant la liaison à CLEC2 dans la partie 

extracellulaire grâce aux acides aminés O-glycosylés (Ugorski et al., 2016 ; Nagae et al., 2014). (B) Les 

cellules dendritiques expriment CLEC2 en surface, leur permettant d’interagir avec la podoplanine 

des FRC (Acton et al., 2012 ; Acton et al., 2014). (C) L’interaction de la PDPN avec CLEC2 induit le 

découplage de la PDPN d’avec les protéines ERM, et l’arrêt de la contraction spontanée des FRC 

(Acton et al., 2014 ; Astarita et al., 2015).  

 

L’induction de la prolifération des FRC 

La prolifération des FRC est un évènement secondaire accompagnant le gonflement du 

ganglion qui est induit par l’interaction CLEC2-podoplanine, qui suit l’inhibition de la 

contraction (Astarita et al., 2015 ; Yang et al., 2013). D’autres signaux induisent la 

prolifération des FRC. Les cellules dendritiques activent les FRC avec des cytokines 

inflammatoires comme l’IL-1β. D’autres cytokines telles que le TNFα ou le PDGF sont 

impliquées, mais à un niveau plus restreint. Ce sont surtout les signaux provenant des 

lymphocytes activés qui soutiennent l’expansion des FRC. Les lymphocytes T sont attrapés 

par le réseau de FRC et sécrètent la lymphotoxine α1β2 et le RANKL (Yang et al., 2013).  
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Le maintien des conduits de matrice extracellulaire 

L’élasticité du ganglion suppose que celui-ci conserve sa microstructure. Alors que le 

ganglion peut gonfler jusqu’à prendre une taille quatre à cinq fois plus importante, le réseau 

de conduits maintient une remarquable intégrité. En effet, en situation d’inflammation 

ganglionnaire, la fuite de grosses molécules en dehors des conduits est limitée. Pour 

maintenir l’intégrité des conduits, les FRC réduisent l’assemblage des fibres de la matrice. 

L’interaction de CLEC2 avec la podoplanine induit ainsi à l’intérieur des FRC (Martinez et al., 

2019) (Figure 40) : 

- Une reprogrammation transcriptionnelle comprenant la diminution de l’expression 

des protéases ADAMTS et l’augmentation de l’expression d’inhibiteurs de ces 

protéases (TIMPS). 

- L’arrêt du regroupement des protéines LL5β au niveau des adhésions focales, qui 

sont perdues suite à la désactivation de la voie RhoA/ROCK, ce qui conduit à l’arrêt 

du dépôt de matrice par les microtubules. 

On observe ainsi une légère diminution de la quantité de collagène et de laminine dans le 

ganglion inflammé, ce qui permet de rendre le réseau plus élastique tout en assurant le 

maintien de l’intégrité des conduits en empêchant la dégradation de la matrice préexistante. 

La captation des antigènes par les cellules dendritiques et macrophages résidents est ainsi 

maintenue pendant l’expansion du ganglion. 

 

b. Les FRC contrôlent l’activation des lymphocytes 

 

Afin de maintenir l’architecture du ganglion pendant l’expansion du ganglion, un autre levier 

d’action des FRC est le contrôle de l’activation des lymphocytes, c’est-à-dire la mise en place 

de réponses régulatrices pour empêcher un emballement de la prolifération lymphocytaire 

et les dommages tissulaires que cela pourrait causer. 

 

Les FRC limitent l’activation et la prolifération des lymphocytes 

L’inhibition de la prolifération des lymphocytes est principalement induite par un ensemble 

de facteurs produits par les FRC. Les FRC limitent l’activation des lymphocytes en secrétant 

du TGFβ et de la prostaglandine E2 (PGE2), connus pour leurs fonctions 

immunomodulatrices, ou en exprimant l’enzyme indoléamine-2,3-dioxygénase (IDO), qui 

provoque la dégradation du tryptophane et l’arrêt du cycle cellulaire des lymphocytes T 

(Knoblich et al., 2018) (Figure 10). Dans un contexte d’activation immunitaire, notamment 

de la réponse cytotoxique, les FRC répondent à l’IFNγ émis par les lymphocytes T CD8+  en 

sur-exprimant l’enzyme iNOS et en produisant du monoxyde d’azote (NO). Le NO inhibe en 

retour l’activation et la prolifération des lymphocytes (Siegert et al., 2011 ; Lukacs-kornek et 

al., 2011). Lors de la réponse anti-virale, les FRC surexpriment l’enzyme co-oxygénase 2 

(COX2) pour produire du PGE2 (Schaeuble et al., 2019) (Figure 10). Certains des signaux que 

je viens de citer permettent de générer des cellules immunosuppressives. Le NO limite 

l’activation des cellules dendritiques, tandis que le TGFβ favorise la polarisation des 
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lymphocytes T vers un profil régulateur. La génération de lymphocytes T régulateurs est 

également favorisée par l’expression du CMH de classe II et de co-récepteurs inhibiteurs par 

les FRC (Fletcher et al., 2015).  

 
Figure 39 : Les FRC inhibent l’activation des lymphocytes. (A) Dans une situation de réponse 

immunitaire T CD8+ avec présence d’IFNγ, les FRC répondent en produisant du monoxyde d’azote, 

anergisant les lymphocytes T et les cellules dendritiques. (B) En toute situation, les FRC maintiennent 

un état tolérogénique dans le ganglion en sécrétant des molécules immunomodulatrices et en 

limitant l’apport en tryptophane disponible pour la prolifération des lymphocytes.  

 

L’ensemble de ces mécanismes font des FRC des cellules majeures dans l’initiation et la 

régulation de la réponse immunitaire et dans le maintien de l’architecture de l’organe. Les 

FRC limitent ainsi les réponses effectrices à l’intérieur du ganglion, mais favorisent la 

rencontre entre les cellules nécessaires à l’activation de la réponse immunitaire par la 

sécrétion des chimiokines CCL19 et CCL21, et servent de niche de survie pour les 

lymphocytes naïfs et centraux-mémoires par la sécrétion de l’IL-7. Le maintien de l’élasticité 

et de la microarchitecture ganglionnaire à l’homéostasie comme pendant la réponse 

immunitaire permet ainsi de pérenniser la circulation des lymphocytes et des antigènes 

nécessaire à la génération d’une réponse spécifique. C’est l’équilibre entre ces signaux 

favorisant la rencontre de partenaires immunitaires et d’autres signaux limitant les réponses 

effectrices qui permet aux FRC de préserver l’architecture ganglionnaire propice aux 

fonctions de l’organe. 

 

c. Les FRC permettent les réparations tissulaires en cas de dommages 

 

Malgré le maintien de l’élasticité du ganglion et le contrôle de l’activation et de la 

prolifération des lymphocytes, il se peut que le ganglion connaisse des dommages tissulaires.  

 

Les FRC : cibles des infections virales 
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C’est notamment le cas lors d’infections virales. En effet, contrairement aux autres 

pathogènes, les particules virales sont suffisamment petites pour gagner le cortex et le 

paracortex du ganglion. La plupart de ces virus, dont le LCMV (Lymphocytic Choriomeningitis 

Virus) sert de modèle d’étude, infectent les FRC conduisant à leur suppression par les 

lymphocytes T CD8+. 

Notons que les FRC peuvent se défendre contre la lyse induite par les lymphocytes T CD8+ en 

induisant l’anergie des lymphocytes T CD8+ grâce à l’expression du co-récepteur inhibiteur 

PD-L1 (Mueller et al., 2007). Il s’agit cependant d’un jeu d’équilibre entre les FRC et 

l’infection virale, qui peut amener à une réponse chronique, caractérisée par la génération 

de lymphocytes T régulateurs en grand nombre, source de TGFβ. Le TGFβ peut ensuite 

induire une synthèse anormale de collagène par les FRC, c’est-à-dire une réponse fibrotique. 

La production d’une matrice fibrotique induit la séquestration des cytokines et chimiokines 

nécessaire à la survie des FRC et des lymphocytes, et la perte fonctionnelle du ganglion 

lymphatique (lymphopénie) (Zeng et al., 2011). C’est ce même mécanisme pro-fibrotique qui 

peut amener à la perte fonctionnelle du ganglion lymphatique lors de la progression 

métastatique. 

 

Les signaux induisant la réparation tissulaire 

Cependant, suite à des dommages causés par une réponse aigüe, courte dans le temps, les 

FRC sont capables d’attirer des cellules spécialisées dans la réparation tissulaire. Les FRC 

sécrètent en effet de l’IL-7, conjointement avec d’autres cellules stromales comme les LEC 

(Onder et al., 2012), ce qui permet de recruter des cellules lymphoïdes innées tels que les 

LTi/ILC3 (Scandella et al., 2008). Comme pendant le développement embryonnaire, ces 

cellules produisent la lymphotoxine α1β2 et permettent la formation d’un nouveau réseau 

de FRC à l’endroit endommagé. 

 

La séquence des régulations opérées par les FRC pendant la réponse immunitaire est 

présentée en figure 40. 

 

En conclusion de cette partie sur les FRC, je vous ai montré que le ganglion lymphatique est 

un organe dont l’architecture est finement régulée par les FRC en condition d’homéostasie 

et pendant la réponse immunitaire, afin d’optimiser la rencontre et l’activation des cellules 

immunitaires, tout en évitant une réponse inflammatoire incontrôlée pouvant conduire à 

des dommages irréversibles dans le ganglion. Je vais maintenant décrire les rôles paradoxaux 

que joue le ganglion lymphatique dans la progression tumorale et quels sont les mécanismes 

de l’éducation pré-métastatique du ganglion. 
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Figure 40 : Le rôle des FRC au cours de la réponse immunitaire 
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C. Le ganglion lymphatique dans la progression tumorale 
 

 1) L’implication des structures lymphoïdes dans la réponse immunitaire anti-tumorale 
 

a. Les acteurs cellulaires de la réponse immunitaire anti-mélanome 

La réponse anti-tumorale consiste à éliminer spécifiquement les cellules anormales, de la 

même manière que pour les cellules infectées par un virus. Cette élimination repose sur des 

cellules de réponse immunitaire innée (lymphocytes NK) et de cellules de la réponse 

immunitaire adaptative. En tant que siège de la réponse immunitaire adaptative, le ganglion 

lymphatique doit permettre la génération d’une réponse immunitaire anti-tumorale dirigée 

contre les antigènes tumoraux.  

C’est donc la réponse cytotoxique qui est ordinairement impliquée, dont les cellules 

effectrices sont les lymphocytes T CD8+ et les cellules NK. L’activation des lymphocytes T 

CD8+ met en jeu comme auxiliaires les lymphocytes T CD4+ Th1 IFNγ+. Les lymphocytes T 

CD8+ reconnaissent un peptide antigénique anormal présenté sur le CMH de Classe I. Les 

cellules NK sont des cellules de l’immunité innée qui sont activées soit par l’absence du CMH 

de Classe I, soit par des anticorps qu’ils reconnaissent avec un récepteur Fc. Dans le ganglion, 

les antigènes tumoraux sont capturés par les macrophages sous-capsulaires (Pucci et al., 

2016), puis transférés aux FDC pour être présentés aux lymphocytes B, dont la 

différenciation en plasmocytes permet la sécrétion d’anticorps anti-tumoraux (Coronella-

Wood et al., 2003). Les cellules NK sont directement impliquées dans le contrôle des 

métastases ganglionnaires en étant recrutées par les cellules dendritiques (Ferlazzo et al., 

2004 ; Chen et al., 2005). Les cellules ainsi activées vont migrer vers les sites tumoraux 

distants et éliminer les cellules tumorales. Des structures lymphoïdes tertiaires peuvent 

également se développer au sein ou en périphérie des tumeurs, qui sont associées à un 

meilleur pronostic dans les cancers solides, dont le mélanome, et sont le siège d’une 

réponse immunitaire anti-tumorale (Sautès-Friedman et al., 2016 ; Dieu-Nosjean et al., 

2008). 

b. Quand la réponse immunitaire anti-mélanome devient inefficace 
 

Le système immunitaire maintient ainsi une pression constante contre l’évolution des lésions 

mélanocytiques et prévient l’apparition du mélanome (Shain et Bastian, 2016). Au contraire, 

l’évolution du mélanome est signe d’une réponse immunitaire inefficace. Pour le 

comprendre, de nombreuses études ont cherché à identifier des lymphocytes spécifiques 

d’antigènes tumoraux et à évaluer leur efficacité in vitro ou in vivo par transfert adoptif chez 

la souris. On retrouve dans la circulation effectivement des lymphocytes T CD8+ anti-

mélanome mais qui ne répondent plus et semblent anergiques (Lee et al., 1999). Toutefois, 

d’autres études montrent que des lymphocytes T CD4+ et T CD8+ spécifiques d’antigènes 

tumoraux tels que MELAN-A ou MAGE-1 sont présents dans les ganglions de patients 

atteints de mélanome de stade III. In vitro, ces lymphocytes maintiennent l’expression de 

cytokines et sont capables d’éliminer des cellules tumorales, et lorsqu’ils sont transférés 
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dans des souris ces lymphocytes améliorent leur survie (Zhang et al., 2015). Cela indique que 

le ganglion peut effectivement remplir son rôle dans la mise en place d’une réponse 

cytotoxique anti-tumorale, et donc que d’autres mécanismes viennent contrebalancer cette 

réponse chez les patients pour lesquels les ganglions deviennent des sites métastatiques. Or, 

au cours de l’éducation pré-métastatique, le ganglion passe progressivement d’un état 

réactif, avec la génération temporaire d’une réponse effectrice cytotoxique, vers un état 

durable d’immunosuppression (Cochran et al., 2006; Sleeman et al., 2015). 

2) L’éducation pré-métastatique du ganglion lymphatique dans le mélanome 
 

J’ai montré en partie I.B les grands principes et mécanismes qui gouvernent l’éducation des 

niches métastatiques. Des facteurs sécrétés solubles ou sous formes de vésicules ou 

particules extracellulaires modifient à distance le phénotype des cellules de la niche, 

induisant leur activation (réaction fibrotique des CAF, prolifération des cellules endothéliales 

et immunitaires), leur recrutement (cellules myéloïdes immunosuppressives, fibroblastes 

pro-angiogéniques) ou une transition phénotypique (polarisation des lymphocytes T, des 

macrophages, activation des fibroblastes). C’est un processus progressif qui s’autorégule du 

fait de modifications biochimiques et biophysiques locales et systémiques, avec la création 

d’un environnement chargé en molécules inflammatoires ou immunomodulatrices, ou plus 

rigide (tension et organisation de la matrice extracellulaire), ou dont l’équilibre métabolique 

est modifié (déprivation en acides aminés, en glucides, en dioxygène, relargage de 

métabolites secondaires). 

Le ganglion forme un environnement particulier à plusieurs titres, dont l’homéostasie est 

finement régulée par les FRC. L’entrée et la circulation des molécules et des cellules suivent 

des voies définies et bien délimitées, au travers des sinus et des conduits du réseau interne. 

C’est un organe riche en cellules immunitaires, capables de répondre aux antigènes 

tumoraux, mais dont la réponse est aussi régulée par les FRC. Enfin, le ganglion forme une 

structure élastique capable d’accueillir un nombre de cellule beaucoup plus important qu’à 

l’état basal. Je vais à présent montrer comment l’éducation pré-métastatique du ganglion 

prépare cette niche particulière à l’implantation et au développement tumoral. 

a. La génération d’un environnement immunosuppressif dans le ganglion 
 

L’induction d’un environnement suppressif dans les ganglions régionaux drainants le 

mélanome est un phénomène précoce qui a lieu avant l’entrée des cellules tumorales. C’est 

l’un des premiers phénomènes induit dans le ganglion par les facteurs sécrétés tumoraux.  

On retrouve dans les ganglions régionaux une signature de type tolérogénique, avec moins 

de lymphocytes T CD8+ (Mansfield et al., 2011), plus de lymphocytes T régulateurs, et 

moins de cellules dendritiques conventionnelles immunogéniques CD11c+. La fréquence de 

ces cellules dendritiques est également diminuée dans les tumeurs primaires 

correspondantes, ce qui donne un marqueur de pronostique précoce sur l’envahissement du 
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ganglion sentinelle (Ma et al., 2012). Par ailleurs, le nombre de lymphocytes T régulateurs 

augmente dans les ganglions drainants des tumeurs de mélanome chez la souris (Riedel et 

al., 2016) (Figure 41). 

Dans des ganglions sentinelles humains, l’activation des lymphocytes est aussi inhibée par la 

baisse d’expression des co-récepteurs activateurs CD80 et CD86 (Essner et Kojima, 2001) et 

du CMH de classe II (Huang et al., 2000) sur les cellules dendritiques matures (Figure 41). 

Bien que ce ne soit qu’une hypothèse, ces modifications pourraient être induites par les 

exosomes. Les exosomes de mélanome apportent des antigènes aux cellules dendritiques 

(Welfers et al., 2001) et induisent dans le ganglion lymphatique la surexpression d’un certain 

nombre de cytokines, parmi lesquelles le TNFα dans les LEC (Hood et al., 2009 ; Hood et al., 

2011). Etant donné les interactions entre cellules dendritiques, lymphocytes T CD8+ et LEC, 

les auteurs suggèrent que ce dialogue peut être à l’origine de la dérégulation des signaux 

activateurs dans les cellules dendritiques (Hood, 2016). 

L’ensemble de ces modifications peuvent servir de marqueurs précoces sur l’évolution loco-

régionale du mélanome (Ma et al., 2012 ; Cochran et al., 2006).  

b. Le remodelage vasculaire 

Les sinus lymphatiques et vaisseaux sanguins sont profondément remodelés pendant 

l’éducation pré-métastatique du ganglion. Le phénomène proéminent est la 

lymphangiogenèse. La lymphangiogenèse est également un des processus très précoce, 

concomitant à la mise en place de l’immunosuppression, dans l’établissement de la niche 

pré-métastatique du ganglion lymphatique. L’angiogenèse semble au contraire relativement 

réduite (Harrell et al., 2007), avec une diminution du nombre global de HEV (Sleeman, 2015) 

dans les zones atteintes par les exosomes tumoraux, qui induisent dans les cellules 

stromales du ganglion l’expression de VEGF-A et de HIF-1α (Hood et al., 2011). Dans un 

modèle murin d’éducation pré-métastatique, le nombre de BEC et de LEC est augmenté dans 

les ganglions drainants les cellules tumorales, signe que lymphangiogenèse et angiogenèse 

ont bien lieu dans les ganglions pré-métastatiques du mélanome (Riedel et al., 2016). 

La lymphangiogenèse est notamment induite par le facteur de croissance Midkine, qui agit 

via la voie mTOR (Olmeda et al., 2017) et elle est favorisée par l’augmentation du nombre de 

lymphocytes B et T dans le ganglion (Harell et al., 2007). Le remodelage des sinus 

lymphatiques du ganglion résulte d’une reprogrammation profonde des LEC, associée à une 

recomposition de la matrice extracellulaire intra-ganglionnaire. Ainsi les LEC sur-expriment 

les intégrines α2β qui leur permettent d’interagir avec le fibrinogène, le facteur I de la 

coagulation normalement présent dans le plasma qui forme ici une matrice répartie dans le 

stroma ganglionnaire (Commerford et al., 2018) (Figure 41).  

c. L’éducation des FRC 

Jusqu’ici étudiés avant tout pour leurs nombreuses propriétés dans la régulation de la 

réponse immunitaire, le rôle des FRC dans l’éducation pré-métastatique du ganglion n’a fait 
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l’objet que d’une seule publication pour le mélanome (Riedel et al., 2016). Ce sont pourtant 

les cellules stromales les plus abondantes du ganglion, et ce sont elles qui régulent la 

microarchitecture et l’élasticité d’un organe carrefour de l’invasion tumorale. 

D’après cette étude, les FRC font l’objet de profonds remaniements sous l’action des 

facteurs sécrétés de mélanome. Une seule équipe s’est pour le moment intéressée aux 

modifications qu’ils subissent au stade pré-métastatique chez la souris (Riedel et al., 2016). 

Leur étude se porte sur des ganglions drainants des mélanomes établis suite à une injection 

de la lignée B16 ou des mélanomes spontanés dans un modèle TyrCreBrafCAPtenlox.  

Les FRC des ganglions drainant les tumeurs, dont le transcriptome est comparé avec une 

condition contrôle en RNAseq, montrent un état d’activation associé à leur prolifération 

comme en atteste leur nombre plus élevé et des marquages au Ki67, et à la avec la 

surexpression des gènes associés à la contractilité des CAF (ACTA2) et des FRC (PDPN) et 

d’autres gènes caractéristiques de l’activation (S100A4, vimentine et fibronectine). En 

accord avec ces résultats, ils présentent une contractilité accrue ex vivo comparativement 

aux FRC contrôles.  

L’éducation des FRC semble provoquer la rupture de leurs fonctions de recrutement et de 

maintien des lymphocytes. Ils acquièrent un nouveau profil de sécrétion de cytokines et de 

chimiokines, avec la dérégulation de gènes associés au recrutement des cellules 

immunitaires, qui tend à créer un environnement plus tolérogénique (plus de lymphocytes T 

régulateurs) et moins prompt à l’activation des lymphocytes (moins de lymphocytes T naïfs). 

Cela s'explique notamment par le fait qu’ils sécrètent moins de CCL21 et moins d’IL7 (Figure 

41). C’est en fait la structure globale du ganglion lymphatique qui est bouleversée, avec la 

perte de la délimitation entre les zones T et les zones B, la présence de lymphocytes B 

autour des HEV et de lymphocytes T dans les vésicules. 

L’exposition aux facteurs tumoraux modifie également le remodelage de la matrice par les 

FRC. D’après les données de RNAséq, les FRC des ganglions drainants expriment plus de 

collagènes, notamment de collagène 3a, plus de fibronectine, et davantage de 

matriprotéines comme SPARC (Figure 41). Suite à ces changements, l’analyse des ganglions 

en microscopie montre que l’architecture des conduits est modifiée. Ces derniers sont plus 

larges et laissent diffuser plus profondément de petites molécules comme du dextran 

injecté. Cela suggère que des molécules comme les facteurs tumoraux (cytokines, 

chimiokines, exosomes...) pourraient diffuser plus profondément dans le ganglion 

lymphatique et moduler des populations cellulaires situées au cœur de celui-ci.  

d. Vers un environnement pro-tumoral ? 

L’éducation pré-métastatique du ganglion lymphatique semble ainsi conduire à de profonds 

changements dans l’architecture du ganglion en affectant à la fois le réseau lymphatique 

(Commerford et al., 2018), et le réseau matriciel et architectural maintenu par les FRC (Riedel 

et al., 2016). Mieux comprendre l’impact de l’éducation pré-métastatique sur la régulation 
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des propriétés biomécaniques des FRC, ainsi que sur le dialogue qui s’établit entre les FRC et 

les cellules immunitaires reste crucial pour mieux comprendre si cette recomposition 

conduit à un environnement favorable à l’installation tumorale. 

La recomposition de la structure réticulaire lors d’infections virales comme le HIV, conduit à 

une hyper-sécrétion de collagène, moins de sécrétion d’IL7, un accès réduit des lymphocytes 

aux cytokines et aux chimiokines et induit l’apoptose des FRC naïfs (Zeng et al., 2012). Lors 

de la progression tumorale la sécrétion de matriprotéines tels que la ténascine C ou SPARC 

inhibe la prolifération des lymphocytes T (Parekh et al., 2005) et le maintien de macrophages 

et de neutrophiles pro-tumoraux (Alvarez et al., 2005). J’ai également évoqué que les 

matrices riches en fibronectine  contraignent les lymphocytes en dehors de ces zones de 

matrice dense (Salmon et al., 2012). On constate ainsi que la réorganisation du milieu 

stromal et de la matrice extracellulaire modifie complètement les réponses immunitaires et 

la migration des cellules tumorales et immunitaires (Peranzoni et al., 2013). Par ailleurs, un 

espacement plus large du réseau de FRC (Riedel et al., 2016) peut conduire à moins de 

contact avec les lymphocytes et une activation moins efficace (Astarita et al., 2015) 

Les modifications observées dans les ganglions pré-métastatiques, comme la réorganisation 

des conduits, le dépôt de nouvelles fibres tel que le fibrinogène, et l’activation des FRC, 

suggèrent que l’environnement ganglionnaire passe d’un statut favorable au mouvement, au 

maintien et à l’activité des lymphocytes, vers un statut immunosupprimé, et dont les 

caractéristiques concernant la matrice extracellulaire, le remodelage vasculaire et 

l’activation des FRC sont analogues à celles des environnements pro-tumoraux. 

Les observations faites dans le ganglion pré-métastatique, avec la réorganisation des 

conduits, le dépôt de nouvelles fibres tel que le fibrinogène, et l’activation des FRC, 

semblent conduire de l’environnement réticulaire favorable au mouvement et au maintien 

des lymphocytes vers un environnement immunosupprimé et dont les caractéristiques 

concernant la matrice extracellulaire, le remodelage vasculaire et l’activation des FRC sont 

analogues à celles des environnements pro-tumoraux. 
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Figure 41 : Les facteurs sécrétés de la tumeur primaire engendrent des modifications dans les 

ganglions drainants. 
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3) Le ganglion métastatique 
 

L’éducation pré-métastatique semble ainsi être un mécanisme efficace pour bloquer la 

réponse immunitaire et réorganiser le stroma vers le microenvironnement pro-tumoral tel 

que décrit en Partie I dans lequel les CAF favorisent l’invasion tumorale. Au stade 

métastatique, un dialogue reposant sur des chimiokines, des cytokines, des contacts 

intercellulaires et le métabolisme se met en place entre les cellules tumorales et les cellules 

du stroma pour favoriser l’implantation tumorale dans le ganglion. 

Les populations immunitaires des ganglions de mélanome montrent que ces ganglions 

métastatiques ont bien dérivé vers un profil immunosuppresseur. L’augmentation de la 

quantité de lymphocytes T régulateurs diminue l’infiltration des lymphocytes T et induit la 

sécrétion de molécules immunomodulatrices comme l’IL10, caractéristique de la polarisation 

Th2, ou le TGFβ (Viguier et al., 2004). 

Les populations mésenchymales des ganglions atteints par les cellules tumorales ont été 

caractérisées dans le mélanome et le carcinome mammaire. J’ai exposé comment les CAF de 

carcinome mammaire présentent des CAF ayant la même hétérogénéité que ce que l’on 

trouve dans la peau (Pelon et al., 2020, Costa et al., 2018). On retrouve une dichotomie 

entre une population de CAF sécrétant des cytokines et des chimiokines (CAF-S1) et une 

population de CAF contractile qui réorganise les fibres de collagène (CAF-S4). Les CAF-S1 

sécrètent la chimiokine CXCL12 qui permet la chimiotaxie des cellules tumorales et la 

cytokine TGFβ qui permet d’induire la transition phénotypique vers un profil invasif, avec 

dérégulation de l’E-cadhérine au profit de la vinculine.  Les CAF-S4 exercent leurs propriétés 

contractiles et produisent une matrice dense en collagène. Ils guident les cellules tumorales 

dans cette matrice par contact cellule-cellule via NOTCH. L’origine de ces différentes 

populations reste inconnue mais les auteurs suggèrent à partir des profils transcriptionnels 

de chaque sous-type que les CAF-S1 et les CAF-S4 seraient issus des cellules stromales 

périvasculaires, les cellules CD34+ pour les CAF-S1 et les péricytes Itgα7+ pour les CAF-S4.  

Dans le mélanome, une dichotomie analogue existe, bien qu’elles ne semblent pas 

concerner les mêmes cellules. Les ganglions métastatiques sont ainsi enrichis en deux 

populations activées que sont des cellules stromales CD34+  PDPN-/low et les FRC, dont 

l’expression génique étudiée par puces à ADN révèle que la première surexprime des gènes 

de la matrice extracellulaire tandis que les FRC surexpriment des gènes impliqués dans la 

présentation de l’antigène et les chimiokines (Eom et al., 2020). Ces résultats suggèrent que 

ces deux types cellulaires récapitulent la dichotomie entre CAF desmoplastique/contractile 

d’une part et CAF sécrétoire/inflammatoire d’autres part. De manière intéressante, ces deux 

populations surexpriment toutes deux FAP, connu pour promouvoir l’induction du 

phénotype immunosuppresseur des CAF (Yang et al., 2016 ; Eom et al., 2020). 
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Ces résultats indiquent que le ganglion métastatique acquiert un statut pro-tumoral par 

l’activation de ces cellules mésenchymales et la recomposition de sa composante 

immunitaire vers un profil immunosuppressif. 

 

* 

* * 

Le ganglion lymphatique, organe clé de la réponse immunitaire anti-tumorale, devient ainsi 

une niche privilégiée de l’invasion tumorale. Le rôle de ses composantes stromales, en 

particulier des FRC, dans la transformation des propriétés biomécaniques et 

immunologiques du microenvironnement ganglionnaire, est essentiel pour la génération 

d’un stroma favorable aux cellules tumorales. Les interactions de mieux en mieux comprises 

entre fibroblastes, cellules immunitaires et cellules tumorales dans le ganglion au niveau 

pré-métastatique et métastatique offrent de nouveaux biomarqueurs et éventuellement de 

nouvelles cibles thérapeutiques pour empêcher la progression des métastases loco-

régionales, dernière étape avant les métastases distantes et l’implication de la survie des 

patients.   
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Problématique et objectifs 
 

Les mélanomes se distinguent par plusieurs profils phénotypiques, associés à des signatures 

différentes. La signature différenciée-proliférative est caractérisée par les marqueurs MITFhigh AXLlow 

et la signature dédifférentiée-invasive est caractérisée par les marqueurs MITFlow AXLhigh (Hoek et al., 

2008). La composition du sécrétome d’une lignée caractéristique de la signature proliférative 

(Mel501) et d’une lignée caractéristique de la signature invasive (1205Lu) a été comparée par 

spectrométrie de masse (Stéphane Audebert, CRCM, Marseille). Nous avons ainsi montré dans 

l’équipe que la signature invasive est caractérisée par un sécrétome riche en cytokines, chimiokines 

et matriprotéines qui favorisent leurs propriétés pro-métastatiques. Par exemple, les 1205Lu 

surexpriment la protéine pentraxine-3 (PTX3) qui induit de manière autocrine une voie inflammatoire 

favorisant le phénotype invasif de ces cellules (Rathore et al., 2019). Les 1205Lu sécrètent également 

beaucoup plus la matriprotéine SPARC qui agit de manière paracrine sur les cellules endothéliales 

pour favoriser la migration trans-endothéliale et l’installation dans la niche métastatique pulmonaire 

(Tichet et al., 2015). Ces facteurs sécrétés font ainsi partie intégrante d’un dialogue moléculaire entre 

les cellules métastatiques et leur microenvironnement. Toutefois, le rôle de ce sécrétome dans la 

préparation à distance de la niche pré-métastatique du ganglion lymphatique n’est pas encore 

complètement compris. 

Le ganglion lymphatique est l’un des premiers sites métastatiques du mélanome, une passerelle 

fréquemment empruntée par les cellules métastatiques pour envahir d’autres organes (Cochran et 

al., 2006). Des observations concordantes réalisées dans le diagnostic de ganglions sentinelles et 

l’étude des ganglions drainants les tumeurs dans des modèles animaux montrent le gonflement de 

ces ganglions lymphatiques (Sleeman et al., 2015 ; Riedel et al., 2016). Or, les FRC régulent 

l’architecture et l’élasticité du ganglion lymphatique aussi bien en homéostasie que pendant la 

réponse immunitaire (Acton et al., 2014 ; Astarita et al., 2015). Dans ce contexte, j’ai réalisé mon 

projet de thèse pour comprendre si et comment le sécrétome de mélanome module les propriétés 

des FRC du ganglion drainant. 

Au cours de ma thèse, j’ai cherché à comprendre : 

- Si les facteurs sécrétés de mélanome éduquent les FRC, c’est-à-dire induisent des modifications qui 

favorisent la progression tumorale, et si cela dépend du profil phénotypique des mélanomes. 

- Si les facteurs sécrétés de mélanome modulent des propriétés contractiles des FRC, et  si cela 

dépend aussi du profil phénotypique des mélanomes. 

- Par quelles voies de signalisation les facteurs sécrétés de mélanome modulent les propriétés 

contractiles des FRC. 

- Quels facteurs sécrétés de mélanome modulent les propriétés contractiles de mélanome. 
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Les FRC sont des fibroblastes spontanément contractiles qui partagent des 

propriétés avec les CAF 
 

Les fibroblastes ganglionnaires (LN-F) que j’ai utilisés au cours de ma thèse sont issus de ganglions de 

donneurs sains (Sciencell). Afin de s’assurer qu’il s’agit bien de FRC, j’ai analysé l’expression de 

marqueurs spécifiques des principales populations stromales du ganglion à partir de données de 

puces à ADN (Fig1A) et par cytométrie en flux (Fig1B). Les LN-F n’expriment pas le marqueur 

immunitaire CD45 (PTPRC),  le marqueur endothélial CD31 (PECAM1), ni les marqueurs associés à 

d’autres populations comme les FDC (CR1, CR2, MADCAM-1), mais expriment des marqueurs 

caractéristiques des FRC comme la PDPN, PDGFRα, PDGFRβ et CXCL12/SDF1. L’expression des 

chimiokines CCL19 et CCL21 est par contre quasiment perdue, comme cela a déjà été montré pour 

les FRC mis en culture (Knoblich et al., 2018 ; Siegert et al., 2011). 

Plusieurs travaux précédents ont déjà montré que les FRC sont des myofibroblastes spontanément 

contractiles (Acton et al., 2014 ; Astarita et al., 2015 ; Malhotra et al., 2012). Afin d’analyser la 

contractilité des LN-F dans un contexte biomécanique proche du ganglion, nous avons mesuré en 

nanoindentation une rigidité d’environ 0,2 kPa dans la zone paracorticale du ganglion (non montré).  

J’ai confirmé que lorsque les LN-F sont capables de contracter spontanément une matrice de 

collagène 3D de rigidité analogue (Fig1C). Ils démontrent la même capacité à exercer une tension sur 

leur matrice environnante que les CAF de peau et de ganglion issus de patients atteints de mélanome 

(Jean-Philippe Lacour, service de dermatologie du CHU de Nice) (Fig1D). A l’inverse, des fibroblastes 

quiescents tels que ceux issus du derme ne sont pas contractiles, mais le deviennent quand ils sont 

activés par des signaux pro-fibrotiques tels que le TGFβ, récapitulant un phénotype de type CAF 

(Fig1D). Les LN-F et les CAF sont insensibles au TGFβ, ce qui démontre qu’ils maintiennent 

spontanément un état activé et contractile. Cet état est  inhibé par l’inhibiteur de ROCK Y-27632, et 

par conséquent contrôlé par la contraction de l’actomyosine via ROCK (Fig1C/D). En accord avec ces 

résultats, les LN-F ont davantage de fibres de stress et de YAP nucléaire que les fibroblastes de peau, 

qui sont des marqueurs du potentiel contractile des cellules (Fig1E/F). L’activité de YAP est plus 

importante dans les LN-F, comme le montre la surexpression de ses gènes cibles par rapport aux 

fibroblastes de peau (CTGF, CYR61 et ANKRD1) (Fig2A). La stimulation des fibroblastes de peau avec 

du TGFβ conduit également à la formation de fibres de stress et à la relocalisation de YAP dans le 

noyau (Fig1E/F). 

La contractilité du cytosquelette d’actomyosine et l’activité de YAP permettent aux CAF de produire 

et de remodeler une matrice extracellulaire mieux organisée et plus rigide (Calvo et al., 2013). D’une 

manière générale, le remodelage d’une matrice dense en collagène et en protéines matricellulaires 

est plutôt associé, dans les CAF, à un profil contractile (Pelon et al., 2020 ; Helms et al., 2020).  Les 

fibroblastes de peau sécrètent peu de matrice car ce ne sont pas des cellules activées. Les LN-F au 

contraire produisent ainsi une matrice plus épaisse et plus riche en fibres de fibronectine et de 

collagène I, organisées en faisceaux, que les fibroblastes de peau (Fig1G/H/I). Cela est cohérent avec 

le fait que dans le ganglion, les FRC produisent des conduits de matrice dont le cœur est constitué de 

collagène de type I (Malhotra et al., 2012) et la membrane basale de fibronectine (Sixt et al., 2005). 

Par RT-qPCR, on observe aussi que les LN-F expriment des protéoglycans typiques de la matrice de 

ces conduits, tels que la fibromoduline (FMOD) et la décorine (DCN) (Fig2C). 
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En plus de propriétés communes, les LN-F partagent aussi des marqueurs caractéristiques des CAF. 

Les analyses par RT-qPCR révèlent que par rapport aux fibroblastes de peau, les LN-F expriment plus 

fortement des marqueurs typiques des CAF myofibroblastiques, dont les principaux sont α-SMA 

(ACTA2) et EDA-FN (Hinz et al., 2001 ; Tomasek et al., 2002), et des marqueurs plutôt caractéristiques 

de CAF immunomodulateurs tel que FAP (Costa et al., 2018 ; Zhang et al., 2016) (Fig 1J).  De la même 

manière, les analyses par Western Blot montrent que les LN-F expriment à haut niveau FAP, PDGFRβ 

et confirment l’expression de la fibronectine observée sur les matrices. Le niveau d’expression de α- 

SMA et de fibronectine dans les fibroblastes de peau stimulés au TGFβ est augmenté par rapport aux 

fibroblastes de peau normaux, ce qui confirme l’induction de leur phénotype myofibroblastique. 

(Fig1K). Les fibroblastes de peau expriment toutefois déjà à l’état basal la plupart des marqueurs 

communs aux fibroblastes au même niveau que les LN-F (PDGFRβ, ITGB1, CAV-1), voire davantage 

pour certains marqueurs (S100A4, PDGFRα) (Fig 1J/K). Les CAF expriment aussi pour la plupart des 

récepteurs et des facteurs sécrétés immunorégulateurs (Kalluri, 2016 ; Monteran et Erez, 2019). Nos 

données obtenues par puces à ADN montrent ainsi que les LN-F expriment des récepteurs 

immunorégulateurs (Costa et al., 2018) dont des régulateurs positifs de la réponse T, DPP4 et CD276, 

et des régulateurs négatifs tels que PD-L2 (PDCD1LG2) et JAM (Fig2B). 

Ces résultats m’ont permis de valider que les LN-F possèdent une signature moléculaire et 

phénotypique caractéristique des FRC et d’identifier qu’ils partagent des signatures et des propriétés 

communes avec les CAF.  
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Figure 1. LN-F have a CAF-like phenotype associated with spontaneous contraction and the 

expression of CAF markers. 

(A) Microarray analysis of LN-F showing the canonical markers expressed by the main cell 

subsets in the LN: immune cells, endothelial cells, FRC, Follicular Dendritic Cells (FDC) and 

Marginal Reticular Cells (MRC). 

(B) Analysis by flow cytometry of the expression of CD31 (PECAM1), PDPN and CD35 (CR1) on 

LN-F (in blue, n = 3). The staining with a control isotype mAb is shown (in grey). 

(C) Pictures of LN-F from 4 donors embedded in a 3D collagen gel and treated with control 

medium (Ctrl), TGF-β (2ngml) and the ROCK inhibitor Y-27632 (10µM) for 8 days 

(D) 3D collagen gel contraction induced  by LN-F, normal skin F and CAF isolated from skin or LN 

melanomas and treated with control medium (Ctrl), TGF- (2ng/ml) and Y-27632 (10µM) for 

7 days (n = 2 to 7 for each cell type, in triplicate; mean +/- SEM; p-Val (*)<0.05, (***)<0.001, 

(****)<0.0001) 

(E) Immunofluorescence analysis of Phalloidin, Hoechst and YAP in Skin F and LN-F grown for 4 

days in control medium or with TGF- (2ng/ml) (Scale bar = 100 μm). 

(F) Quantification of F-actin fibers (phalloidin integrated density) (n = 19 cells; median +/- 

quartiles) and YAP localization (n = 22 cells; median +/- quartiles); p-Val (**)<0.01, 

(****)<0.0001). 

(G) Immunofluorescence analysis of fibronectin and collagen I in decellularized matrices of Skin F 

or LN-F treated for four days with control medium (Ctrl) or TGF- (2ng/ml) (Scale bar = 100 

µm) 

(H) Quantification of matrix thickness on a 2D Z-stack of the 3D reconstitution of the matrix (*** 

p<0,001). 

(I) Quantification of fibronectin and collagen I fluorescence (*** p<0,001) 

(J) Quantification by qRT-PCR of the expression of CAF markers in LN-F and skin F (n = 2, in 

duplicate; mean +/- SEM; p-Val (**)<0.01, (***)<0.001, (****)<0.0001). 

(K) Immunoblotting of CAF markers (FN, PDGFR, FAP, ITGB1, α-SMA and CAV1) in Skin F and 

LN-F cultured for 4 days in control medium (Ctrl) or treated by TGF- (2ng/ml). HSP60 is used 

as a loading control. 
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Figure 2 : LN-F share typical markers of CAF and FRC 

(A) Quantification by qRT-PCR of the expression of YAP et and its target genes CTGF, CYR61 and 

ANKRD1 in LN-F and Skin F (n=2, in duplicated; Mean +/- S.E.M; p-Val (*<0,1). 

(B) Microarray analysis of the expression of CAF immunoregulative markers in LN-F. 

(C) Quantification by qRT-PCR of the expression of characteristic markers of FRC in LN-F (n=2, en 

duplicat; Mean +/- SEM). 
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Les FRC sont activés et éduqués par le sécrétome de mélanome invasif 
 

J’ai ensuite cherché à savoir si les FRC peuvent être reprogrammés par les facteurs sécrétés par le 

mélanome. Pour reproduire in vitro la reprogrammation des FRC dans le ganglion pré-métastatique 

sous l’action des facteurs sécrétés par le mélanome, je traite les LN-F avec le milieu conditionné 

d’une lignée de mélanome proliférative (Mel501) et invasive (1205Lu), caractéristiques de ces deux 

profils et dont le sécrétome a été caractérisé en spectrométrie de masse.  

 
Activation et prolifération des LN-F 

 

L’activation des FRC est caractérisée pendant la réponse immunitaire par la prolifération des FRC et 

la surexpression de la podoplanine, induites par des signaux reçus des cellules dendritiques (CLEC2) 

et des lymphocytes (LTαβ) (Astarita et al., 2015 ; Yang et al., 2013). Afin de savoir si les LN-F sont 

activés par les facteurs sécrétés par le mélanome, j’ai donc observé l’expression de la podoplanine 

par cytométrie en flux et par RT-qPCR ainsi que leur prolifération à l’aide d’un test MTT et par 

comptage des cellules. Les facteurs sécrétés par la lignée 1205Lu, mais pas par la lignée Mel501, 

induisent la surexpression de la podoplanine membranaire (Fig3A/B), ainsi que la prolifération des 

LN-F (Fig3C). Ces résultats confirment les modifications observées in vivo dans la littérature pour les 

FRC des ganglions pré-métastatiques (Riedel et al., 2016). Les LN-F traités avec le milieu conditionné 

de 1205Lu, mais pas ceux traités avec les facteurs sécrétés par les Mel501, surexpriment aussi au 

niveau transcriptionnel les marqueurs de l’activation des fibroblastes, dont PDPN et FAP, et des 

protéines sécrétées, tels que la TNC et le LIF (Fig3B).  

Pour identifier quels facteurs induisent la prolifération des LN-F dans le sécrétome des cellules 

1205Lu, ceux-ci ont été traités avec les cytokines TGFβ et LIF impliquées dans l’activation des CAF 

(Albrengues et al., 2014). La LTαβ est utilisée comme contrôle positif. La prolifération n’est pas 

activée par le TGFβ mais elle est activée par le LIF (Fig3D). Le LIF active les CAF par la voie GP130/LIFR 

- JAK1/2 - STAT3 (Albrengues et al., 2014). En accord avec ce résultat, l’inhibition de JAK1/2 par le 

Ruxolitinib empêche l’induction de la prolifération par les facteurs sécrétés par les 1205Lu (Fig3E). Le 

LIF est largement surexprimé (d’un facteur 100) dans le sécrétome des 1205Lu par rapport à celui des 

Mel501 (Fig7E). Par ailleurs, le LIF peut aussi agir de manière autocrine. Il est surexprimé par les LN-F 

éduqués par les 1205Lu comparé aux LN-F contrôles (Fig2F). Ces résultats suggèrent que l’activation 

de la prolifération des LN-F par les facteurs sécrétés par les 1205Lu est dépendante de la voie LIF-

JAK1/2. 
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Figure 3 : LN-F treated with 1205Lu CM are activated 

(A) Representative FACS analysis of PDPN surface expression on LN-F cultured for 5 days with 

1205Lu CM (in red) or ctrl medium (in blue). The staining with a control isotype mAb is 

shown in grey (n = 4). 

(B) Quantification by qRT-PCR of the expression of CAF markers in LN-F and skin F (n = 2, in 

duplicate; mean +/- SEM; p-Val (**)<0.01, (***)<0.001, (****)<0.0001). 

(C) Proliferation of LN-F after 6 days with ctrl medium, 501Mel CM or 1205Lu CM (n = 2, in 

triplicate; mean +/- SEM; p-Val (**)<0.01). 

(D) Proliferation of LN-F after 6 days with ctrl medium(Ctrl), TGF-β (2ng/ml), LIF (2ng/ml), LTαβ 

(10ng/ml) or 1205Lu CM (n=3, in triplicate; mean +/- SEM ; p-Val (*)<0,1). 

(E) Proliferation of LN-F after 6 days with control medium (Ctrl), ruxolitinib (10µM), 1205Lu CM, 

or with le 1205Lu CM + ruxolitinib (10µM) (in triplicate; mean +/- SEM). 

(F) Concentration of LIF measured by ELISA in the conditioned medium of control LN-F (Ctrl-FRC 

CM) or in the conditioned medium of LN-F treated for one week with 1205Lu CM (ED-FRC 

CM) (in duplicate; mean +/- SEM). 
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Education du secretome et de la matrice des LN-F 

 

Dans le ganglion lymphatique, les FRC sécrètent des cytokines, des chimiokines (CCL19, CCL21, 

CXCL12) et une matrice qui permettent le recrutement, la circulation et la rencontre des lymphocytes 

et des cellules dendritiques. Les récepteurs de certaines de ces chimiokines sont également exprimés 

par les cellules de mélanome, comme CXCR4 et CCR7 (Joyce et Pollard, 2009 ; Takeuchi et al., 2004). 

Les lymphocytes et les cellules de mélanome expriment également des intégrines communes qui 

favorisent le tropisme ganglionnaire, dont les intégrines α4β1 (VLA-4) (Klemke et al., 2007). 

 

J’ai ensuite voulu comprendre comment l’éducation des LN-F affecte en retour des cellules tumorales 

et immunitaires. La migration de ces cellules est contrôlée par les facteurs sécrétés et la matrice 

extracellulaire. Afin de savoir comment l’éducation par les cellules de mélanome change les 

propriétés chimiotactiques de son sécrétome, j’ai réalisé des expériences de chambres de Boyden en 

comparant la migration des 1205Lu et des cellules immunitaires vers le milieu conditionné de LN-F 

contrôle (Ctrl-FRC CM) ou vers le milieu conditionné de LN-F traités avec le milieu conditionné de 

1205Lu pendant une semaine (ED-FRC CM). 

J’ai constaté que le sécrétome des LN-F éduqués facilite la transmigration d’un nombre plus 

important de cellules 1205Lu (Fig4A/B). De la même manière, des PBMC (Peripheral Blood 

Mononuclear Cells) issus de sang de donneurs sains (EFS) sont davantage attirés par le sécrétome des 

LN-F éduqués que par le sécrétome des LN-F contrôles. En analysant par FACS les marqueurs des 

PBMC ayant migré, j’ai observé que cette migration augmentée de cellules immunitaires vers le 

sécrétome de LN-F éduqués concerne aussi bien les lymphocytes, les granulocytes que les 

monocytes. 

 

Pour expliquer ces résultats, la modification de l’expression des cytokines et des chimiokines par 

l’éducation par les 1205Lu a été étudiée dans les LN-F de trois manières. L’analyse du sécrétome des 

LN-F par spectrométrie de masse et par ELISA ainsi que l’analyse par puces à ADN du transcriptome 

des LN-F contrôles et traités avec le milieu conditionné de 1205Lu. Ces analyses révèlent un grand 

nombre de modifications dans l’expression et la sécrétion des cytokines et des chimiokines. Parmi les 

plus différentiellement exprimées et sécrétées, on trouve un certain nombre de cytokines et 

chimiokines inflammatoires (IL-6, IL-8/CXCL8, CXCL1) (Fig4E). L’IL-6 et l’IL-8/CXCL8 sont deux 

cytokines dont l’expression et la sécrétion sont particulièrement augmentées par les LN-F éduqués 

(Fig4E/H). Dans le ganglion, l’IL-6 favorise aussi la transmigration des lymphocytes dans 

l’endothélium des HEV (Fisher et al., 2015). L’IL-6 et l’IL-8 jouent un rôle paradoxal dans le 

microenvironnement tumoral en favorisant la différenciation de cellules immunomodulatrices 

(macrophages M2, cellules dendritiques régulatrices) et le recrutement de cellules immunitaires 

variées, en particulier les neutrophiles pour l’IL-8. La chimiokine CXCL1 est également une chimiokine 

beaucoup plus sécrétées par les LN-F éduqués. Elle est produite par les CAF de la tumeur primaire 

pour attirer les neutrophiles (Monteran et Erez, 2010). Les LN-F éduqués expriment et sécrètent aussi 

à hauts niveaux la chimiokine CXCL12, qui possède un fort pouvoir chimiotactique à la fois sur les 

cellules tumorales et les cellules immunitaires (Fig4F). Elle se distingue de la plupart des cytokines et 

chimiokines caractéristiques des FRC qui ne sont pas ou peu différentiellement exprimées (CCL21, 

CXCL13) (Fig4H). Ces cytokines et chimiokines (CXCL12, IL-6, CXCL8, CXCL1) sont de potentiels 

candidats pour expliquer le chimiotactisme accru du sécrétome des LN-F éduqués. 
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Pour savoir comment la matrice des LN-F contrôles et des LN-F éduqués affecte la migration des 

cellules tumorales et immunitaires, j’ai effectué des expériences de migration en chambre de Boyden 

vers un gradient de sérum en tapissant la membrane de séparation avec de la gélatine, la matrice des 

LN-F contrôles (Ctrl-FRC Matrix) ou la matrice des LN-F traités par le milieu conditionné de 1205Lu 

(ED-FRC Matrix). Cette fois, les résultats concernant les cellules tumorales et les cellules 

immunitaires s’opposent. La transmigration des 1205Lu est augmentée en présence de la matrice des 

LN-F éduqués par rapport à celle des LN-F contrôles (Fig5A). Pour les PBMC au contraire, la migration 

est réduite en présence de matrice par rapport au contrôle de gélatine, qu’elle ait été produite par 

les LN-F contrôles ou éduqués (Fig5B).  

J’ai caractérisé la matrice des LN-F contrôles et des LN-F éduqués. J’observe que l’activation des LN-F 

éduqués par le milieu conditionné de 1205Lu est associée à une production accrue de fibres 

matricielles  (collagène I, fibronectine). La matrice des LN-F éduqués est donc plus riche en collagène 

et en fibronectine et montre également une meilleure organisation de ces fibres (Fig5C/D). Les LN-F 

éduqués surexpriment aussi certaines protéines et enzymes matricellulaires, dont la ténascine C, 

SPARC et LOXL2, qui sont également plus abondantes dans leur matrice extracellulaire (FigE/F). Ces 

trois protéines interagissent avec les fibres de collagène et favorisent leur interconnexion (LOXL2) et 

leur assemblage en fibrilles organisées (TNC, SPARC) (Gerarduzzi et al., 2020). Ces résultats vont dans 

le sens d’une matrice plus dense, de nature fibrotique, un état connu pour favoriser l’invasion 

tumorale mais provoquant l’exclusion des lymphocytes (Salmon et al., 2012 ; Bonnans et al., 2014). 

 

L’ensemble de ces résultats montre que les facteurs sécrétés par une lignée de mélanome invasif, les 

1205Lu, activent et éduquent les LN-F. Les LN-F activés sécrètent des cytokines, des chimiokines et 

une matrice favorisant l’invasion tumorale. Les LN-F subissent ainsi une activation et une 

reprogrammation profonde affectant nombre de leurs fonctions. La prolifération, la sécrétion de 

cytokines et de chimiokines et la production d’un réseau de matrice extracellulaire sont trois des 

propriétés majeures des FRC pour réguler l’architecture et la fonction du ganglion.  
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Figure 4 : Educated LN-F recrute more 1205Lu and immune cells through a remodeled secretome 

(A) Picture of Hoechst staining of the  nuclei of 1205Lu that migrated under the membrane of 

the boyden chamber. Barre d’échelle : 100µm. 

(B) Quantification of the number of 1205Lu that migrated towards control medium (Ctrl), 

conditioned medium of control LN-F (Ctrl-FRC CM) or conditioned medium of educated LN-F 

with 1205Lu CM (ED-FRC CM). (n=2, in quadruplicates; Mean +/- S.E.M; p-Val (***)<0.001)  

(C) Quantification by flux cytometry of the number of PBMC that migrated towards control 

medium (Ctrl), conditioned medium of control LN-F (Ctrl-FRC CM) or conditioned medium of 

educated LN-F with 1205Lu CM (ED-FRC CM). (n=2; in triplicates; Mean +/- S.E.M; p-

Val(*)<0.1; p-Val(**)<0.01. 

(D) Quantification by flux cytometry of subpopulation of PBMC that migrated in (C). 

(E) Mass spectrometry analysis of normalized mean abundances of IL6, IL8/CXCL8 and CXCL1 in 

conditioned medium of control LN-F or educated LN-F with 1205Lu CM. 

(F) Concentration of SDF-1 measured by ELISA in the conditioned medium of control LN-F (Ctrl-

FRC CM) or in the conditioned medium of LN-F treated for one week with 1205Lu CM (ED-

FRC CM) (in duplicate; mean +/- SEM). 

(G) Microarray analysis of the relative expression of genes from 

GO_POSITIVE_REGULATION_OF_T_CELL_MIGRATION geneset. 

(H) Microarray analysis of the relative expression of genes from BIOCARTA_CYTOKINE_PATHWAY 

geneset. 
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Figure 5 : Educated LN-F recrute more 1205Lu through a remodeled matrix  

(A) Quantification of the number of 1205Lu  that migrated through gelatin (Ctrl), decellularized 

matrix from control LN-F (Ctrl-FRC Matrix) or from educated LN-F by conditioned medium of 

1205Lu (ED-FRC Matrix). (n=2, in duplicates; Mean +/- S.E.M; p-Val (***)<0.001)  

(B) Quantification of the number of PBMC that migrated through gelatin (Ctrl), decellularized 

matrix from control LN-F (Ctrl-FRC Matrix) or from educated LN-F by conditioned medium of 

1205Lu (ED-FRC Matrix). (n=2; en triplicats; moyenne +/- écart-type). 

(C) Immunofluorescence analysis of fibronectin and collagen I in decellularized matrices of 

control LN-F or LN-F educated with 1205Lu CM (Scale bar = 100 µm) 

(D) Quantification of fibronectin and collagen I fluorescence on a 2D Z-stack of the 3D 

reconstitution of the matrix (** p<0.01 ; *** p<0.001). 

(E) Immunoblot of matricellular proteins (TNC, LOXL2, SPARC) from cellular lysate of LN-F 

treated for 4 days with control medium (Ctrl) ou or 1205Lu CM. HSP60 est utilisé comme 

contrôle de charge. 

(F)  Immunoblot of matricellular proteins (TNC, LOXL2, SPARC) from decellularized matrices of 

LN-F treated for 4 days with control medium (Ctrl) ou or 1205Lu CM. The « Rouge Ponceau » 

is an indicator total quantity of matrix made by LN-F. 
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Les facteurs sécrétés par les mélanomes invasifs inhibent la contraction des 

FRC 
 

Une dernière propriété est leur contractilité. Je me suis donc demandé si les facteurs sécrétés par la 

lignée invasive 1205Lu et d’autres lignées invasives ou prolifératives de mélanome affectent la 

contractilité des LN-F. 

Pour établir la signature proliférative ou invasive des lignées de mélanome disponibles au 

laboratoire, j’ai étudié l’expression de MITF et AXL dans ces lignées par RT-qPCR. J’ai ainsi identifié 

que les Mel501, les Mewo, les SK-Mel-28 et les WM164 partagent une signature MITFhigh AXLlow 

caractéristique du profil différencié et prolifératif, tandis que les lignées 1205Lu, WM793 et WM2032 

partagent une signature MITFlow AXLhigh caractéristique du profil dédifférencié et invasif (Fig6A). Ces 

deux profils sont indépendants des mutations oncogéniques des différentes lignées : les 1205Lu et 

les Mel501 sont mutées BRAF tandis que les WM2032 sont mutées NRAS. Nous retrouvons ainsi dans 

les mélanomes du laboratoire la dichotomie observée initialement par Hoek et al. 2008, à l’origine 

d’une série de travaux montrant que les mélanomes sont des cellules tumorales particulièrement 

plastiques, pouvant transiter sous la pression de l’environnement et des thérapies entre un état 

prolifératif différentié sensible aux thérapies, et des états non prolifératifs différentiés ou 

dédifférenciés, et résistants (Tsoi et al., 2018 ; Rambow et al., 2018).  

Afin d’analyser la contractilité des FRC en présence des facteurs sécrétés de mélanome, j’ai placé les 

LN-F dans des gels de collagène 3D et je les ai traités avec le milieu conditionné des mélanomes. De 

manière remarquable, la contraction spontanée des LN-F est maintenue lorsque les gels sont traités 

avec le milieu conditionné des mélanomes prolifératifs. Au contraire, la contraction est inhibée par 

un ensemble de milieux conditionnés qui correspondent aux lignées de profil invasif (Fig6C) Je n’ai 

pas caractérisé la lignée Sbcl2, mais que celle-ci est décrite comme invasive (Tsoi et al., 2018). J’ai 

confirmé ces résultats avec le milieu conditionné de mélanomes isolés plus récemment de patients. 

Les mélanomes MNC1, MM029 et MM099 ont un profil invasif avec la signature MITFlow AXLhigh au 

contraire de la lignée MM074 qui a un profil prolifératif avec la signature MITFhigh AXLlow (Fig6B). Les 

milieux conditionnés issus des trois mélanomes invasifs inhibent la contraction des LN-F, alors que 

celui de MM074 maintient la contraction spontanée. Ces résultats sont surprenants, en effet le 

milieu conditionné des cellules tumorales invasives est riche en TGFβ et en cytokines de la famille de 

l’IL6, ainsi que montré pour les 1205Lu (Fig11F). Or ces cytokines induisent l’activation des propriétés 

contractiles des fibroblastes sains d’autres tissus, comme ceux de peau (Sanz-Moreno et al., 2011 ; 

Ballester et al., 2019). Les fibroblastes de ganglion sont donc particuliers en ce qu’ils partagent à 

l’état basal des propriétés de myofibroblastes avec les CAF et perdent leur contractilité sous l’action 

des facteurs tumoraux connus par ailleurs pour être pro-fibrotiques. C’est la première fois que l’on 

observe l’inhibition de la contraction de fibroblastes par des facteurs sécrétés tumoraux. 

De manière très intéressante également, je confirme ces résultats avec des lignées de cancer du sein. 

Le milieu conditionné d’une lignée peu invasive, les MCF7, maintient la contraction spontanée, et le 

milieu conditionné d’une lignée très invasive, les MDA-MB-231, inhibe la contraction (Fig6E) (Gest et 

al., 2013). Cela montre en plus que l’inhibition de la contraction des LN-F par les facteurs sécrétés de 

cellules invasives n’est pas spécifique du mélanome, mais se retrouve dans au moins un autre cancer 

lymphophile. 
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Il peut sembler paradoxal que le milieu conditionné des mélanomes invasifs active les LN-F (Fig3) et 

inhibent leur contraction en parallèle. Il s’agit cependant d’un processus analogue à l’activation des 

FRC lors d’une réponse immunitaire, qui est associée à leur prolifération, la surexpression de la 

podoplanine, la relaxation cytosquelette actine (Yang et al., 2013 ; Astarita et al., 2015). Cela suggère 

donc  que la relaxation des LN-F est une réponse fonctionnelle des LN-F activés, de la même manière 

que la réponse des FRC aux signaux des cellules dendritiques et des lymphocytes lors de la réponse 

immunitaire. Cela montre également que les milieux conditionnés des cellules prolifératives 

(Mel501) n’ont pas la même capacité à activer les LN-F que les facteurs sécrétés par les mélanomes 

invasifs (1205Lu), ce qui pourrait influencer leurs capacités à métastaser dans le ganglion.  

Un point commun entre la réponse induite par les facteurs sécrétés par les mélanomes invasifs et la 

réponse immunitaire sur la contraction des LN-F est leur caractère réversible. Dans les CAF, 

l’activation des propriétés myofibroblastiques résulte d’un processus de différenciation progressive 

mettant en jeu des marques épigénétiques stables (Albrengues et al., 2015). Dans les FRC, l’inhibition 

de la contraction observée lors de la réponse immunitaire est au contraire transitoire. Elle résulte de 

la rupture de la signalisation entre la PDPN et les protéines de la famille ERM induite par l’interaction 

de la PDPN avec CLEC2. La signalisation PDPN-ERM est rétablie quelques temps après la fin de 

l’interaction notamment grâce à la surexpression de la podoplanine (Astarita et al., 2015). Dans une 

expérience de contraction, j’ai retiré le milieu conditionné de 1205Lu après une exposition de 2, 4 ou 

8 jours. Les LN-F récupèrent le niveau de contraction des LN-F Ctrl quel que soit le temps d’exposition 

(Fig3F), ce qui signifie que l’inhibition de la contraction des LN-F est un phénomène réversible, 

nécessitant la présence des facteurs sécrétés par le mélanome invasif pour être maintenue. On ne 

peut cependant exclure qu’une exposition plus longue provoque une transition phénotypique stable 

par l’apposition de marques épigénétiques. Toutefois, l’inhibition est relativement rapide, et on peut 

observer ses conséquences sur la diminution du diamètre du gel contenant les LN-F dès 24 heures. 

Elle doit donc résulter de la modulation de phénomènes cellulaires précoces, tels que des voies de 

signalisation par modification post-traductionnelle (principalement les mécanismes de 

phosphorylation / déphosphorylation) et/ou de la transcription de gènes au turn-over rapide. 
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Figure 6 : Secreted factors of invasive cancer cells inhibit contractile properties of LN-F 

(A/B) Quantification by qRT-PCR of the expression of MITF and AXL genes in (A) melanoma cell lines 

or (B) short term melanomas isolated from patients (n = 2, in duplicate; mean +/- SEM). 

(C) Representative picture and quantification of LN-F contraction of a 3D collagen gel after 7 days 

culture with Ctrl medium or CM from invasive MITFlow AXLhigh (black) or proliferative MITFhigh AXLlow 

(grey) melanoma cell lines (n = 3, in triplicate; mean +/- SEM; p-Val (***)<0.001, (****)<0.0001). 

(D) LN-F gel contraction after 7 days incubation with CM from invasive MITFlow AXLhigh (black) or 

proliferative MITFhigh AXLlow (grey) short term patient melanomas (n = 3, in triplicate; mean +/- S.E.M; 

p-Val (*)<0.05, (**)<0.01). 

(E) Quantification of LN-F contraction of a 3D collagen gel after 7 days culture with Ctrl medium 

(Ctrl), conditioned medium of a few invasive mammary carcinoma cell line (MCF-7) or conditioned 

medium of a high invasive mammary carcinoma cell line (MDA-MB-231) (in quadruplicate, Mean +/- 

S.E.M) 

(F) Time-lapse analysis of LN-F gel contraction (n = 2, in quadruplicate; mean +/- SEM). The 1205Lu 

CM is replaced by ctrl medium after 2, 4 or 8 days. 
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Les facteurs sécrétés par les mélanomes invasifs inhibent la voie RhoA-

ROCK-actomyosine 
 

Pour identifier les voies moléculaires inhibant la contraction des LN-F , j’ai analysé les résultats de 

puces à ADN comparant le transcriptome des LN-F contrôles et éduqués 2 jours par le milieu 

conditionné des 1205Lu. J’ai sélectionné les 1110 gènes dont l’expression est diminuée avec un 

LogFC ≤ - 0,5 dans les LN-F éduqués par rapport aux LN-F contrôles (Fig7A) et je les ai analysés par 

GSEA (Gene Set Enrichment Analysis). Les voies identifiées concernent la régulation de la 

polymérisation de l’actine, de l’activité des RhoGTPases et des co-activateurs transcriptionnels de la 

mécanotransduction YAP et TEAD2 (Fig7B).  

La contraction de l’actomyosine est le résultat d’interactions au sein d’un réseau complexe d’inter-

régulation entre activateurs et inhibiteurs de la polymérisation de l’actine et de l’activité des 

RhoGTPases. De plus, l’actomyosine est au cœur d’un dialogue entre l’environnement (matrice 

extracellulaire, adhésions cellulaires) et de nombreuses fonctions cellulaires (division cellulaire, mort 

cellulaire, trafic intracellulaire), et permet à la fois à la cellule de modifier son environnement et de 

répondre aux changements qui y ont lieu. Les protéines impliquées dans la contraction des cellules 

non musculaires ont été regroupées sous le nom de contractome dans une étude de 2015 et leurs 

inter-régulations ont été cartographiées (Zaidel-Bar et al., 2015). Nos données de transcriptomique 

ont permis d’identifier des gènes codant pour des protéines du contractome dont l’expression est 

diminuée dans les LN-F éduqués (Fig7C). En accord avec les analyses GSEA, la diminution de 

l’expression de GTPases (comme RhoA) et de plusieurs des ARHGEF et ARHGAP fait partie des 

évènements les plus remarquables. On peut noter la diminution d’expression de ARHGEF2 qui est un 

des principal régulateurs de RhoA et qui a été décrit dans la contraction des LN-F (Acton et al., 2014). 

En figure 7D, les GSEA plot montrent que la diminution d’expression des gènes impliqués dans le 

cytosquelette d’actine et l’organisation du cytosquelette d’actomyosine sont des évènements 

significatifs qui ont lieu dans le transcriptome des LN-F éduqués (GO_Actin_Skeleton : p-value <0.001 

et NES -1.78 ; GO_Actomyosin_Structure_Organization : p-value <0.01 et NES -1.52). Les gènes les 

plus différentiellement dérégulés des voies citées en Fig7B sont également présentés dans la figure 

S4 (Voir Article).  

Pour formellement confirmer la modulation des voies Rho-GTPases et de l’actomyosine, j’ai réalisé 

des tests de contraction de LN-F avec l’inhibiteur de la kinase ROCK (Y-27632), située en aval de RhoA 

et en amont de MLC2. Le Y-27632 inhibe la contraction de LN-F issus de 4 donneurs différents, ce qui 

confirme que cette voie est majeure pour la contraction des LN-F (Fig7E). Dans des LN-F contrôles, 

éduqués avec les milieux conditionnés de Mel501 ou de 1205Lu, ou traités avec du Y-27632, j’ai 

observé par immunofluorescence les fibres de stress d’actine (actine F) marquées à la phalloïdine et 

la phosphorylation de MLC2, qui sont des marqueurs de la contraction du cytosquelette 

d’actomyosine des cellules (Fig7F). La quantité d’actine F et de P-MLC2 dans LN-F traités avec le 

milieu conditionné de Mel501 est semblable à celle des LN-F contrôles, voire un peu plus importante 

pour l’actine F. Cela montre que les facteurs sécrétés d’un mélanome prolifératif ne module pas 

négativement le cytosquelette d’actomyosine. Au contraire, les LN-F éduqués par le milieu 

conditionné de 1205Lu montrent significativement moins de P-MLC2 et d’actine F, de la même 

manière que lorsque les LN-F sont traités avec le Y-27632. Cela démontre que les facteurs sécrétés 

d’un mélanome invasif engendrent la diminution de la polymérisation de l’actine et la désactivation 

des chaînes légères de la myosine II. De manière intéressante, Astarita et al, montrent que le blocage 
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de la contractilité des FRC engendre un changement de morphologie drastique vers l’élongation 

cellulaire. J’ai observé le même phénomène, comme montré par une augmentation de l’index 

morphologique (Fig7F/G).  
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Figure 7: Invasive melanoma secreted factors inhibit the ROCK-actomyosin-mediated LN-F 

contractility 

(A) Microarray comparison of genes expressed in Ctrl and 1205Lu CM-treated LN-F. The most down-

regulated genes in 1205Lu-reprogrammed LN-F (with LogFC ≤ - 0.5) are surrounded. 

(B) Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) of the 1 110 most down-regulated genes in 1205Lu-

reprogrammed LN-F. 

(C) Genes involved in the actomyosin contractility in non-muscle cells (contractome) most 

significantly up- or down-regulated (pVal <0.05) in 1205Lu-reprogrammed LN-F. 

(D) GSEA-Plots quantifying the enrichment of associated genes to actin cytoskeleton and and to 

organization and structure of actomyosin among genes of the microarray. 

(E) Pictures of LN-F from 4 donors embedded in a 3D collagen gel and treated with control medium 

(Ctrl) and the ROCK inhibitor Y-27632 (10µM) for 8 days (left). Quantification of the % gel contraction 

(in quadruplicate; mean +/- SEM; p-Val (****)<0.0001)) (right). 

(F) Immunofluorescence analysis of phalloidin, P-MLC2 and Hoechst in LN-F grown for 7 days with 

1205Lu or 501Mel CM (Scale bar = 100 μm). 

(G) Quantification of  mean fluorescence intensities (MFI) of active pS19 MLC2 (P-MLC2), F-actin 

stress fibers (phalloidin) and the cell shape index (n = 45 cells; median +/- quartiles; p-Val (*)<0.05, 

(***)<0.001, (****)<0.0001). 
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L’inhibition de la contractilité des LN-F est associée à la diminution de 

l’activité de YAP 
 

J’ai voulu également vérifier que les LN-F présentent une diminution de l’activité de YAP comme 

suggéré par les données de GSEA (Fig7B). Plus précisément, il existe des signatures concordantes 

apportées par les analyses GSEA des puces à ADN montrant la diminution de l’expression de gènes 

dépendant de YAP (Fig8A, haut) et de son partenaire transcriptionnel TEAD2 (Fig8B, bas). Les 

signatures GSEA vont donc dans le sens d’une diminution de l’activité de YAP-TEAD dans les LN-F 

éduqués par la lignée invasive 1205Lu. Pour aller plus loin et confirmer que l’activité 

transcriptionnelle de YAP est inhibée par les facteurs sécrétés de mélanomes invasifs, j’ai réalisé des 

expériences de marquage de YAP en immunofluorescence ainsi que RT-qPCR sur les gènes cibles de 

YAP. 

Du fait que YAP soit particulièrement sensible à la rigidité du microenvironnement (Dupont et al., 

2011), j’ai ensemencé les LN-F sur des hydrogels d’acrylamide et de polyacrylamide de rigidité 

contrôlée telle que nous l’avons mesuré sur les ganglions (0,2kPa). Cependant, en 2 dimensions sur 

un hydrogel de 0,2 kPa, l’activité de YAP est réduite et peu variable (Dupont et al., 2011). J’ai donc 

choisi d’étudier les modifications de YAP sur des hydrogels avec une rigidité de 2,8 kPa, qui s’est 

révélée optimale pour mesurer l’activité de YAP, que j’ai évalué en visualisant par 

immunofluorescence les changements de localisation de YAP entre noyau et cytoplasme et en 

analysant par RT-qPCR l’expression de ses gènes cibles. 

Par immunofluorescence, j’ai ainsi constaté que YAP est relocalisé dans le cytoplasme des LN-F 

ensemencés sur hydrogels de 2,8kPa et éduqués par les facteurs sécrétés de lignées invasives 

(1205Lu, WM2032 et WM793), au contraire des LN-F en condition contrôle ou éduqués avec les 

facteurs sécrétés de lignées prolifératives (Mel501, SKMel28) (Fig8B/D). Cette relocalisation de YAP 

est associée à une morphologie cellulaire allongée comme l’indique l’augmentation de l’index 

morphologique des LN-F éduqués avec le milieu conditionné des mélanomes invasifs (Fig8B/C). 

Toujours en accord avec ces résultats, le milieu conditionné de 1205Lu inhibe l’expression des gènes 

cibles de YAP CYR61, CTGF et SDPR. Même s’ils sont moins marqués pour les raisons indiquées plus 

haut, les résultats sont similaires dans les LN-F traités avec le milieu conditionné de 1205Lu sur les 

hydrogels de 0,2kPa (Fig8F/G/H). 

Ces résultats font de YAP un marqueur spécifique de l’état de contraction des LN-F. Afin de montrer 

que YAP contrôle la contraction des FRC, j’ai réalisé un test de contraction avec des LN-F dont 

l’expression de YAP a été diminuée ou éteinte par siARN (siYAP). J’ai vérifié la déplétion de YAP par 

RT-qPCR et Western Blot (Fig8I). Les LN-F déplétés en YAP présentent une contraction quasiment 

abolie (Fig 8J), faisant de YAP un master-gène de la contraction des LN-F. Mes résultats indiquent que 

non seulement YAP est associé à la régulation des propriétés contractiles des LN par les facteurs 

sécrétés de mélanomes invasifs, mais surtout qu’il contrôle directement la contraction spontanée 

des FRC. S’il était déjà montré que YAP contrôle la spécification des cellules précurseurs des FRC dans 

le ganglion lymphatique (Choi et al., 2020), c’est la première fois que l’on montre que YAP contrôle 

les propriétés contractiles basales des LN-F matures.  
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Figure 8. The inhibition of LN-F contraction induced by invasive melanoma CM is associated with 

decreased YAP activity. 

(A) Top genes down-regulated in 1205Lu CM-treated LN-F in the Cordenonsi YAP conserved Signature 

and  (LogFC ≤ - 0.5) (up) and top TEAD2 target genes down-regulated in 1205Lu CM-treated LN-F 

(LogFC ≤ - 0.5, pVal ≤ 0.05) (down). 

(B) Immunofluorescence analysis of YAP and Hoechst localization in LN-F plated on 2.8 kPa hydrogels 

and treated 4 days with ctrl medium, proliferative or invasive melanoma CM. Scale bar = 50 µm. 

(C) Analysis of the cell shape index of LN-F plated on 2.8 kPa hydrogels and treated 4 days with ctrl 

medium, proliferative or invasive melanoma CM (n = 20 cells; median +/- quartiles; p-Val (*)<0.05, 

(**)<0.01). 

(D) Quantification of YAP nuclear and cytosolic localization in LN-F plated on 2.8 kPa hydrogels and 

treated 4 days with ctrl medium, proliferative or invasive melanoma CM (n = 32 cells; median +/- 

quartiles; p-Val (****)<0.0001). 

(E) Quantification by qRT-PCR of the expression of YAP target genes in LN-F plated on 2.8 kPa 

hydrogels and treated 4 days with 501Mel CM or 1205Lu CM (n = 2, in duplicate; mean +/- SEM; p-

Val (***)<0.001, (****)<0.0001) 

(F) Immunofluorescence analysis of YAP and Hoechst localization in LN-F plated on 0.2 kPa hydrogels 

and treated 4 days with 501Mel CM or 1205Lu CM. Scale bar = 50 µM. 

(G) Quantification of YAP nuclear and cytosolic localization in LN-F plated on 0.2 kPa hydrogels and 

treated 4 days with 501Mel CM or 1205Lu CM (n = 15 cells, mean +/- SEM, p-Val (*)<0.05). 

(H) Quantification by qRT-PCR of the expression of YAP target genes by LN-F plated on 0.2 kPa 

hydrogels and treated 4 days with with 501Mel CM or 1205Lu CM (n = 2 in duplicate, mean +/- SEM, 

p-Val (*)<0.05). 

(I) Quantification by qRT-PCR (left) and immunoblot (right) of the extinction of YAP expression by 

siRNA (siYAP) in the experiment shown in J. A ctrl siRNA (siCtrl) is used as a ctrl of transfection (n = 2, 

in duplicate; mean +/- SEM). 

(J) Quantification of 3D Collagen contraction assay of LN-F transfected with siCtrl or siYAP (n = 2, in 

quadruplicate; p-Val (****)<0.0001). 
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La voie JAK1-STAT3 est inhibée par les facteurs sécrétés par les mélanomes 

invasifs et contrôle la contraction spontanée des LN-F 
 

Après avoir identifié que les facteurs sécrétés par les mélanomes invasifs régulent la contraction des 

LN-F en inhibant la signalisation dépendante de ROCK-actomyosine et de YAP, j’ai voulu caractériser 

la voie de signalisation faisant le lien entre les facteurs tumoraux extracellulaires et ces signaux intra-

cellulaires. 

L’une des voies les plus naturelles à étudier est bien entendu la voie CLEC2-PDPN-ERM qui est 

connue pour réguler la contraction des FRC en récapitulant l’ensemble des effets observés sur les LN-

F traités par les milieux conditionnés de mélanomes invasifs : modification de la morphologie 

cellulaire, inhibition de RhoA et des fibres d’actomyosine, relocalisation de YAP (Acton et al., 2014 ; 

Astarita et al. 2015). CLEC2 est le seul ligand connu pour interagir avec la podoplanine et induire ces 

effets. Or, CLEC2 n’est détecté ni à la surface (Fig9A), ni dans le sécrétome (analyse par 

spectrométrie de masse) des mélanomes Mel501 ou 1205Lu. En absence de CLEC2, la podoplanine se 

lie au complexe ERM qui est phosphorylé. J’ai observé par western-blot que la phosphorylation 

d’ERM n’est pas modulée sous l’action des facteurs sécrétés par les Mel501 ou 1205Lu (Fig9B). 

L’absence de CLEC2 et de modulation de la phosphorylation d’ERM supportent l’idée que la voie 

CLEC2-PDPN-ERM n’est pas impliquée dans la modulation des propriétés contractiles des LN-F par les 

facteurs sécrétés tumoraux. Cependant, cette expérience confirme que le milieu conditionné de 

1205Lu augmente les niveaux cellulaires de podoplanine, et diminue ceux de α-SMA. Ces deux 

résultats supportent encore une fois l’idée que les LN-F éduqués par les 1205Lu sont dans un état 

activé dont la réponse physiologique aux facteurs tumoraux est associée à l’inhibition des fibres de 

stress. 

Je me suis alors tourné vers les mécanismes connus pour réguler la contraction des myofibroblastes 

et des CAF. L’activation des propriétés myofibroblastiques des CAF est en particulier induite par le 

TGFβ, dont le récepteur TGFBR1 active la voie SMAD2/4, et les cytokines inflammatoires de la famille 

de l’IL6 (IL6, LIF), dont une sous-unité commune de leurs récepteurs, GP130, permet l’activation de la 

voie JAK1/2-STAT3. Dans le carcinome cutané, la boucle d’activation passe notamment par le TGFβ 

tumoral et le LIF sécrété par les fibroblastes permettant le maintien de la voie JAK1-STAT3 explique 

mieux (Sanz-Moreno et al., 2001 ; Albrengues et al., 2014). Or, le TGFβ, l’IL6 et le LIF sont parmi les 

cytokines les plus différentiellement sécrétées entre les 1205Lu et les Mel501 (Tichet et al., 2015 ; 

Fig11F). 

Pour tester l’implication du TGFβ et des cytokines de la famille de l’IL-6, j’ai réalisé un test de 

contraction avec du TGFβ ou du LIF recombinants. Ces cytokines n’induisent pas de modulation de la 

contractilité des LN-F (Fig9E). On peut donc exclure le rôle de TGFβ ou de LIF exogène comme dans 

parmi les facteurs tumoraux dans la régulation de la contractilité des LN-F. De manière intéressante 

toutefois, j’ai observé en western blot que STAT3 est phosphorylé dans les LN-F quiescents. En 

réalisant une cinétique avec de courtes expositions aux milieux conditionnés (20 minutes) puis plus 

longues (2h, 24h, 4 jours), j’ai constaté que le traitement avec les facteurs sécrétés par les 1205Lu 

induit une forte phosphorylation activatrice de STAT3 dans les premières minutes d’exposition (ici 20 

minutes), qui est ensuite déphosphorylée très rapidement par rapport aux LN-F contrôles ou traités 

avec le milieu conditionné de Mel501. Cette déphosphorylation est visible dès quelques heures (2h, 

24h) et se maintient à long terme au moins pendant 4 jours (Fig9C). La déphosphorylation de STAT3 
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est confirmée avec les milieux conditionnés d’autres lignées invasives, et n’est pas induite par les 

facteurs sécrétés par les lignées prolifératives. (Fig9D). De manière concordante, l’inhibition de 

JAK1/2 par le Ruxolitinib inhibe la contraction de LN-F issus de quatre donneurs comme l’inhibiteur 

de ROCK, mais pas le SB-431542 qui inhibe le TGFβR (Fig9F). L’inhibition de JAK1/2 conduit 

également à la déphosphorylation de MLC2 constatée par Western Blot (Fig9G) et récapitule 

l’inhibition de RhoA par le milieu conditionné de 1205Lu observée en GLISA  (Fig9H). L’activité de 

RhoA semble ainsi être sous le contrôle de JAK. L’immunoblot de P-MLC2 et P-STAT3 permet par 

ailleurs de se rendre compte que la voie JAK-STAT est en amont de la voie ROCK-MLC2 du fait que le 

Y-27632 n’induit pas la déphosphorylation de STAT3 (Fig9G). Ensemble, ces résultats suggèrent que 

le milieu des mélanomes invasifs inhibe la contraction des LN-F en dérégulant dès 2h puis sur le long 

terme l’activité de JAK-STAT3 puis de RhoA-ROCK-MLC2. Ensemble, ces résultats montrent que les 

facteurs sécrétés de 1205Lu inhibent la voie JAK/STAT3, mais aussi que l’inhibition de JAK/STAT3 par 

le Ruxolitinib inhibe la contraction spontanée des FRC. Je montre ainsi que la voie JAK/STAT3 

contrôle la contraction spontanée des FRC, ce qui n’a jusqu’à ici jamais été montré. 

En éteignant l’expression de JAK1 ou JAK2 par siARN, j’ai observé que la contraction des LN-F est 

spécifiquement contrôlée par JAK1 et non par JAK2, ainsi qu’il a été montré pour les CAF de 

carcinome cutané (Albrengues et al., 2014) (Fig9I). La déplétion de STAT3 par la même approche 

inhibe aussi la contraction des LN-F, ce qui confirme qu’il y a bien un contrôle de la contraction par la 

voie des cytokines JAK et STAT (Fig9J). 

Une potentielle explication de la désactivation à long terme de la voie JAK1-STAT3 par le milieu 

conditionné des mélanomes invasifs est une désensibilisation de la voie. Les cellules tumorales 

invasives acquièrent un sécrétome chargé en cytokines, chimiokines et protéases qui favorisent leur 

migration (Karagianis et al., 2010 ; Mathias et al., 2009). Les 1205Lu en particulier sécrètent de 

nombreuses cytokines qui activent la voie JAK-STAT et qui peuvent expliquer la très forte 

augmentation de P-STAT3 observée dans les minutes suivant le début de l’exposition au milieu 

conditionné. Or, l’activation de la voie JAK-STAT induit l’expression ou l’activation de régulateurs 

négatifs parmi lesquels on trouve le microARN miR146a (Ren et al., 2016), les membres de la famille 

des SOCS (Suppressor of Cytokine Signaling) (Starr et al., 1997), les tyrosine-phosphatases dont 

PTPN2 (Shields et al., 2008) et INPP5F (Inositol-Polyphosphate-5-Phosphate F) (Kim et al., 2014). Ce 

n’est pas logique de le présenter comme ça. Parle des résultats GSEA, puis de tes hypothèses. De 

manière remarquable, les données de transcriptomique ne révèlent pas de signature de la voie JAK-

STAT dans les gènes dont l’expression est diminuée dans les LN-F éduqués par les 1205Lu (Fig7B) 

mais on retrouve une surexpression de ces différents régulateurs négatifs dans les LN-F éduqués 

(Fig9K). Les tyrosine-phosphatases étant surtout très régulées au niveau post-traductionnel, j’ai 

voulu savoir si bloquer leur activité à l’aide de l’orthovanadate de sodium permet de rétablir la 

phosphorylation de STAT3 et la contraction des LN-F. C’est effectivement ce que l’on observe (Fig9L), 

suggérant le rôle de tyrosine-phosphatases dans la régulation de la voie JAK-STAT et de la contraction 

des LN-F par les facteurs sécrétés par les 1205Lu. 
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Figure 9 : The JAK1-STAT3 pathway is inhibited by invasive melanoma CM and controls LN-F 

contraction. 

(A) Flow cytometry analysis of CLEC2 expression on Mel501 and 1205Lu membrane surface 

(B) Immunoblotting of PDPN, P-ERM, ERM and ⍺-SMA in LN-F cultured in Ctrl medium, 501Mel CM or 

1205Lu CM for 10 min, 30 min, 1 h, 3 h, 24 h and 96 h. HSP60 is used as a loading control. 

(C) Immunoblotting of P-STAT3 and STAT3 in LN-F cultured in Ctrl medium, 501Mel CM or 1205Lu CM 

for 20 min, 2 h, 24 h and 96 h. HSP60 is used as a loading control. 

(D) Immunoblotting of P-STAT3 and STAT3 in LN-F cultured for 96 h in Ctrl medium or CM from short 

term isolated melanomas (MM074 and MM099) or melanoma cell lines (501Mel, 1205Lu, WM2032). 

HSP60 is used as a loading control. 

(E) Quantification of gel contraction by LN-F treated by Ctrl medium, 501Mel CM, 1205Lu CM, TGF-1 

(2 ng/ml), LIF (2 ng/ml) or Y-27632 (10 µM) for 6 days (n = 3, in triplicate; mean +/- SEM; p-Val 

(****)<0.0001). 

(F) Quantification of gel contraction by LN-F treated by 10 µM of TGF-R1 inhibitor (SB431542) or 

Ruxolitinib for 8 days (n = 3, in quadruplicate; mean +/- SEM; p-Val (****)<0.0001). 

(G) Immunoblotting of P-STAT3, STAT3, P-MLC2 and MLC2 in LN-F treated 4 days by Ruxolitinib 

(10µM) or Y-27632 (10µM). HSP60 is used as a loading control. 

(H) RHOA activity measured by G-LISA assay in cell lysates of LN-F treated 4 days with 501Mel CM, 

1205Lu CM or Ruxolitinib (10µM) (n = 3, in triplicate; mean +/- SEM; p-Val (*)<0.05, (**)<0.01). 

(I) Quantification by qRT-PCR of the extinction of JAK1 and JAK2 expression by siRNAs (siJAK1 and 

siJAK2) (n = 2, in duplicate) (left) and quantification of gel contraction by LN-F transfected with siJAK1 

or siJAK2 (n = 2, in triplicate; mean +/- SEM; p-Val (**)<0.01) (right). A ctrl siRNA (siCtrl) is used as a 

ctrl of transfection. 

(J) Immunoblotting of STAT3 and Tubulin⍺ 2 days after the extinction of STAT3 expression by 2 

siRNAs (siSTAT3#1 and siSTAT3#2) (left). Quantification of gel contraction by LN-F after siRNA-

mediated inhibition of STAT3 (n = 2, in quadruplicate; mean +/- SEM; p-Val (****)<0.0001) (right). 

siCtrl is used as a control of siRNA transfection. 

(K) Differentially expressed genes between Ctrl and 1205Lu CM-treated LN-F identified in the GO 

negative regulation of receptor signaling pathway via STAT. 

(L) Quantification of gel contraction by LN-F embedded in 3D collagen gel treated with control 

medium (Ctrl), Mel501 CM or 1205Lu CM, with or without orthovanadate (n=2; in triplicate). 

Immunoblot of P-STAT3, STAT3 in each of these conditions of LN-F treated during 4 days. Tubulin α is 

used as loading control.  
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L’ensemble de ces résultats font de la voie JAK1-STAT3 un système inédit de régulation de la 

contractilité des FRC et la principale voie régulée par les facteurs sécrétés par les mélanomes invasifs 

dans l’inhibition de la contractilité des FRC.  

J’ai donc identifié deux voies de signalisation qui régulent la contractilité des LN-F: la voie JAK1-STAT3 

et YAP.  

La voie JAK1-STAT3 contrôle YAP et le cytosquelette d’actine 
 

Afin de comprendre les interactions entre la voie JAK1-STAT3, l’activité de YAP et le cytosquelette 

d’actine, j’ai comparé la polymérisation de l’actine et la localisation de YAP en condition d’inhibition 

de JAK1 (siARN JAK1, Ruxolitinib), de STAT3 (siARN STAT3) et de ROCK (Y-27632). Il est connu que 

l’activité de YAP est dépendant de la voie RhoA-ROCK et de la contraction de l’actomyosine (Dupont 

et al., 2011). Cela est bien confirmé par la relocalisation cytoplasmique de YAP (Fig10A/B) associée à 

l’élongation cellulaire (Fig10A/D) et à la formation de fibres de stress (Fig10A/C) observées dans les 

LN-F traités avec le Y-27632. L’effet est le même lorsque JAK1/2 est inhibé par le Ruxolitinib, ou 

lorsque JAK1 est déplété par siARN. JAK1 contrôle donc directement YAP, ou indirectement via ROCK 

et la formation des fibres de stress. La déplétion de STAT3 conduit également à la relocalisation 

cytoplasmique de YAP (Fig10F), la diminution des fibres de stress (Fig10G), et la diminution de la 

transcription des gènes cibles de YAP CYR61 et CTGF de la même manière que la déplétion de YAP lui-

même (Fig10H).  

Ces résultats montrent que dans les LN-F, JAK1 régule via STAT3 l’activité basale de YAP et la 

contraction spontanée du cytosquelette d’actine.  
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Figure 10. The JAK1-STAT3 pathway controls YAP and the polymerization of the actin cytoskeleton.  

(A) Immunofluorescence analysis of YAP, Phalloidin and Hoechst in LN-F treated for 4 days with Ruxolitinib 

(10µM) or Y-27632 (10µM). Scale bar = 100 µM. 

(B) Quantification of YAP localization (n = 13 cells; median +/- quartiles; p-Val (**)<0.01, (****)<0.0001).  

(C) Quantification of F-actin stress fibers (phalloidin integrated density) (n = 15 cells; median +/- quartiles; p-

Val (***)<0.001, (****)<0.0001). 

(D) Quantification of the cell shape index (n = 20 cells; median +/- quartiles; p-Val (**)<0.01, (****)<0.0001). 

(E) Immunofluorescence analysis of YAP, Phalloidin and Hoechst in LN-F depleted from YAP (siYAP) or STAT3 

(siSTAT3) expression by siRNA. The siCtrl siRNA is used as a control of transfection. Scale bar = 100 µM. 

(F) Quantification of YAP localization (n = 50 cells; median +/- quartiles; p-Val (**)<0.01, (****)<0.0001).  

(G) Quantification of F-actin stress fibers (phalloidin integrated density) (n = 44 cells; median +/- quartiles; p-

Val (*)<0.05, (**)<0.01). 

(H) Quantification by qRT-PCR of the expression of YAP target genes (n = 2, in duplicate; mean +/- SEM; p-Val 

(**)<0.01, (****)<0.0001). 

 



162 
 

Les protéines solubles sécrétées par les mélanomes invasifs sont suffisantes 

pour inhiber la contraction des LN-F 
 

Afin d’identifier les facteurs sécrétés par les mélanomes invasifs inhibant la contraction des LN-F, j’ai 

fractionné les différents constituants du milieu conditionné des 1205Lu. Le sécrétome des 

mélanomes se compose en partie de vésicules extracellulaires qui servent de cargo pour un grand 

nombre de molécules, tels que des protéines cytosoliques et membranaires (Peinado et al., 2012, 

Hoshino et al., 2015), des lipides, des micro-ARN (La Shu et al., 2018) ou des fragments d’ADN 

(Karagianis et al., 2010), et participent à l’éducation pré-métastatique en favorisant le recrutement 

de cellules stromales, l’inflammation ou la reprogrammation métabolique de l’environnement. Ils 

transportent notamment des protéines du cytosquelette (actine, myosine) ou des régulateurs de la 

polymérisation (Arp2/3, WASP, RabGTPases, cofilines), qui se retrouvent dans les vésicules au 

moment de leur formation, et qui peuvent être transférées dans les cellules cibles (Colombo et al., 

2014). Leur rôle dans la régulation de la contractilité cellulaire n’est cependant pas établi.  

Pour étudier l’implication des vésicules extracellulaires sécrétées par les cellules 1205Lu dans 

l’inhibition de la contraction des LN-F, je les ai isolées à partir du milieu conditionné de 1205Lu par 

ultracentrifugation. J’ai vérifié leur purification par Western Blot grâce aux marqueurs spécifiques de 

ces vésicules, les tétraspanines CD9, CD63 et CD81, ainsi que la protéine chaperonne HSP70 (Fig11A). 

J’ai ensuite testé la contraction des LN-F en présence du milieu conditionné complet de 1205Lu, du 

milieu conditionné déplété des vésicules ou des vésicules concentrées à 5 µg/mL. La concentration 

réelle des vésicules est de 0,46 µg/mL dans le milieu conditionné. Les LN-F ne réagissent pas aux 

préparations de vésicules concentrées, ils maintiennent le même niveau de contraction que les LN-F 

contrôles. De plus, le milieu conditionné déplété en vésicules induit le même niveau d’inhibition de la 

contraction que le milieu complet (Fig11B). Les milieux conditionnés déplétés en vésicules 

extracellulaires de deux autres lignées invasives (WM2032 et MM099) préservent également leurs 

capacités d’inhibition de la contraction des LN-F (Fig11C). Ces résultats montrent que la fraction 

soluble du milieu conditionné est suffisante pour induire l’inhibition de la contraction des LN-F.  

Je me suis donc intéressé à la fraction soluble, essentiellement composée de protéines et de lipides. 

Afin de savoir si les facteurs tumoraux inhibant la contraction des LN-F sont des protéines, j’ai 

chauffé le milieu conditionné à 95°C pour dénaturer la structure tridimensionnelle des protéines, 

plus sensible à la chaleur que celle des lipides ou j’ai dégradé les protéines du milieu conditionné des 

1205Lu en ajoutant la sérine-protéinase K. Par ailleurs, pour éviter des effets indésirables de la 

protéinase K sur les LN-F, je l’ai ensuite inactivée par le PMSF (PhenylMethylSulfonyl Fluoride). Le 

PMSF est également ajouté au milieu conditionné de 1205Lu non traité par la protéinase K pour 

s’assurer qu’il n’influence pas son inhibition de la contraction des LN-F (Fig11D/E). La dénaturation 

ou la dégradation des protéines conduit dans les deux cas à la perte de la capacité du milieu 

conditionné de 1205Lu à inhiber la contraction des LN-F. Les facteurs tumoraux impliqués sont donc 

des protéines. 

Le nombre de protéines candidates dans le milieu conditionné des cellules 1205Lu est élevé. 

D’autant que le fait que l’inhibition de la contraction des LN-F soit potentiellement induite par la 

désensibilisation de la voie JAK-STAT ne permet pas d’exclure un effet combiné de plusieurs 

cytokines. De fait, les 1205Lu expriment beaucoup plus de cytokines, chimiokines et protéases (qui 

peuvent permettre d’activer ou désactiver d’autres protéines) que les Mel501 (Fig11F). Les 1205Lu 
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expriment de très hauts niveaux de TGFβ, des cytokines inflammatoires tels que IL6 ou LIF, les 

chimiokines IL8, CSF1, CCL2, les inhibiteurs de métalloprotéases TIMP1 et TIMP2, les 

métalloprotéases MMP2 et MMP14, et des protéines de la matrice ou des régulateurs de 

l’assemblage des fibres de collagène. Nombre de ces molécules, et d’autres non citées ici mais 

exprimées par les 1205Lu, activent des récepteurs à activité tyrosine kinase dont les signaux sont 

intégrés par JAK-STAT. 

Afin d’être plus sélectif, j’ai fractionné les protéines du milieu conditionné déplété des vésicules 

extracellulaires en fonction de leur taille sur des colonnes de filtration séparant les fractions 

supérieures ou inférieures à 3kDa, 5kDa, 10kDa, 30kDa, 50kDa ou 100kDa (Fig11G). De manière 

reproductible, les fractions de milieu conditionné de 1205Lu contenant les protéines de taille 

supérieure à 100kDa ou de taille inférieure à 30kDa n’inhibent pas la contraction des LN-F, au 

contraire des fractions contenant les protéines supérieures à 30kDa (Fig 11H). Des résultats 

semblables sont obtenus avec le milieu conditionné de WM2032 entre 50kDa et 100kDa (Fig11I). La 

séparation n’étant pas de précision exacte, on peut néanmoins supposer qu’un ou plusieurs facteurs 

de taille comprise entre 30kDa et 100kDa sont nécessaires pour inhiber la contraction des LN-F.  

En utilisant la base de données Uni-Prot réunissant les tailles théoriques des protéines et leur 

localisation intracellulaire, membranaire ou extracellulaire, j’ai établi une liste de protéines 

candidates concordante avec ces poids moléculaires. Le graphe présenté en figure 11J montre 

l’expression relative des protéines détectées dans le milieu conditionné de 1205Lu de taille théorique 

supérieure à 50kDa et inférieure à 100kDa et parmi celles-ci, les protéines déjà décrites comme 

sécrétées. L’exclusion des protéines de taille supérieure à 100kDa permet de rejeter l’hypothèse d’un 

rôle de grosses protéines ou de gros complexes protéiques, comme les protéines et fibres de la 

matrice extracellulaire. De même, l’exclusion des protéines de petites tailles fait que l’on ne retrouve 

pas de cytokines ou de de chimiokines dans la liste de potentiels candidats. On retrouve cependant 

un certain nombre d’enzymes, des protéines du complément, et des protéines du choc thermique. 

Nous évoquerons le rôle de ces protéines en discussion. 

Cependant il y a plusieurs écueils : (1, concernant la taille) les protéines peuvent être associées entre 

elles, et il se peut que de plus petites protéines soient impliquées et qu’elles soient filtrées avec des 

protéines plus grosses ; et (2, concernant la localisation) les cellules tumorales en culture peuvent 

émettre de petites vésicules libérant leur contenu dans le milieu alors que ce contenu est décrit 

comme intracellulaire. Le milieu conditionné de Mel501 et de 1205Lu analysé en spectrométrie de 

masse était complet, c’est-à-dire qu’il comprenait encore des vésicules extracellulaires. Pour aller 

plus loin, l’objectif serait de comparer en spectrométrie de masse des milieux conditionnés 

ultracentrifugés et concentrés (Voir conclusion et perspectives). 
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Figure 11. Soluble proteins secreted by invasive melanoma inhibit LN-F contraction. 

(A) Extravesicles (EVs) were isolated from the 1205Lu CM. The immunoblot shows the Evs-specific 

markers CD9, CD63, CD81 and HSP70 increased in 1205Lu EVs (15 µg) compared to the 1205Lu cell 

lysate (15 µg), and absent from the EV-depleted 1205Lu CM. FN is present in all samples and is used 

as a loading control. 

(B) Time-lapse gel contraction of LN-F incubated with ctrl medium or samples immunoblotted in A, 

i.e. 1205Lu CM, EV-depleted 1205Lu CM, and 1205Lu EVs (5 µg/ml) (n = 2, in quadruplicate; mean +/- 

SEM; p-Val (**)<0.01, (***)<0.001). 

(C) Gel contraction assay of LN-F treated with EV-depleted conditioned medium of three proliferative 

(grey) and invasive (black) melanomas. 

(D) Gel contraction assay of LN-F treated with 1205Lu CM or 95°C heated 1205Lu CM (n = 3, in 

quadruplicate; mean +/- SEM; p-Val (**)<0.01). 

(E) Gel contraction assay of LN-F treated with Ctrl medium, 1205Lu CM or 1205Lu CM treated with 

Proteinase K (PK). The proteases were inactivated in the three conditions with phenylmethylsulfonyl 

fluoride (PMSF) before incubation with LN-F (n = 2, in triplicate; mean +/- SEM; p-Val (*)<0.05). 

(F) Log10 fold expression in mass spectrometry analysis between 1205Lu and 501Mel CM of some 

cytokines, chemokines, enzymes or matrix components involved in the tumor microenvironment 

remodeling (Tichet et al., 2015).  

(G) The 1205Lu CM was fractionated by centrifugation using 30 kDa or 100 kDa cutoff membranes. 

The 1205Lu CM fractions with 1205Lu factors bellow 30 kDa (< 30 kDa), above 30 kDa (> 30 kDa) and 

above 100 kDa (> 100 kDa) were harvested and tested in the gel contraction assay shown in H. 

(H) Gel contraction assay of LN-F treated with the full 1205Lu CM or 1205Lu-CM fractions bellow 30 

kDa (< 30 kDa), above 30 kDa (> 30 kDa) and above 100 kDa (> 100 kDa) (n = 4, in quadruplicate; 

mean +/- SEM; p-Val (**)<0.01). 

Gel contraction assay of LN-F treated with the full WM2032 CM or WM2032-CM fractions bellow 50 

kDa (< 50 kDa), above 50 kDa (> 50 kDa), bellow 100 kDa (< 100 kDa) and above 100 kDa (> 100 kDa) 

(in quadruplicate; mean +/- SEM; p-Val (**)<0.01). 

(J) Log2 Fold expression in mass spectrometry between 1205Lu CM and Mel501 CM of proteins up-

secreted with theoretical MW>50kDa (left), and among them proteins with indicated known 

reported secretion or localization in the extracellular compartment (right). Mass spectrometry raw 

data from Tichet et al., 2015. Database informations on proteins from Uniprot. 
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Figure. 12 Melanoma-derived cues educate the draining LN.  

a Control medium or Yumm1.7-secreted-factors were injected in each ear of syngenic mice and 

control (Ctrl) and educated (Educ) draining LN were harvested and analysed.  

b Weight and size of Ctrl and Educ LN (n = 6, *p < 0.05; Two-tailed Wilcoxon matched-pairs signed 

rank test). 

c Atomic force microscopic (AFM) analysis of Ctrl and Educ LN stiffness (10 µM-thick LN section). 

Violin plot showing median and quartiles represents one of two independent experiments (n > 120 

measures) (****p < 0.0001; Unpaired Mann–Whitney test).  

d Immunohistofluorescence staining of Ctrl and Educ LN sections showing T cell (CD3) and B cell 

(B220) localization. 
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Les FRC sont des myofibroblastes avec des caractéristiques proches des CAF. 
 

J’ai montré au cours de ma thèse, pour la première fois, que les FRC humains partagent des 

propriétés de myofibroblastes similaires à la description des FRC murins dans la littérature (Malhotra 

et al., 2012 ; Acton et al., 2014 ; Astarita et al., 2015). Les FRC sont également très semblables aux 

CAF. Ils maintiennent un état contractile basal, et sécrètent une matrice abondante. Les FRC 

expriment fortement la PDPN (Fig3A), comme les CAF des tumeurs agressives du mélanome (Kan et 

al., 2014), ainsi que d’autres marqueurs caractéristiques des CAF de profil myofibroblastique (FAP, α-

SMA), et notamment des fibres et protéines matricellulaires (EDA-FN, SPARC) (Fig 1J/K, Fig 5E/F). 

Ensemble ces molécules soutiennent l’invasion tumorale. En effet, dans les CAF, la formation de 

fibres de stress d’actomyosine est renforcée par α-SMA (Tomasek et al., 2002) et la PDPN, cette 

dernière agissant via la voie RHO-ROCK pour diriger le remodelage de la matrice en faisceaux de 

collagène et favoriser la progression tumorale (Neri et al., 2015). Dans les FRC, la PDPN contrôle 

également la contraction via la voie ERM-RHO-ROCK et le dépôt de la matrice via les microtubules et 

les intégrines (Acton et al., 2014 ; Astarita et al., 2015 ; Martinez et al., 2019). 

L’identification inédite des voies JAK1/STAT3 et YAP dans le contrôle de la 

contraction des FRC. 

  

Mes résultats montrent de manière inédite que les voies JAK1/STAT3 et YAP coopèrent et contrôlent 

la contraction des FRC (Fig8/9/10). Jusqu’à présent, le facteur de transcription YAP était 

essentiellement décrit dans les FRC comme un marqueur de l’état de tension intracellulaire induit 

par la contraction du squelette d’actomyosine (Astarita et al., 2015). Dans les CAF, YAP et la voie 

RHO-ROCK interagissent et s’entre-régulent, contrôlant ainsi le cytosquelette d’actomyosine (Calvo 

et al., 2013). Plus précisément, l’activité de YAP est permise par l’association des facteurs de 

transcription TEAD, et résulte d’un dialogue entre le stress mécanique extérieur et le remodelage du 

cytosquelette (Foster et al., 2017). Dans les FRC, j’ai retrouvé une signature d’expression génique 

caractéristique de YAP et TEAD2. De plus, l’activité de YAP a récemment été décrite dans la 

spécification des propriétés myofibroblastiques chez les précurseurs des FRC pendant le 

développement embryonnaire (Choi et al., 2020). Cependant, le contrôle de l’activité de YAP dans les 

FRC matures n’était pas connu. 

Par des approches de déplétion avec des siARN et l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques, j’ai 

constaté que l’activité de YAP est contrôlée par la voie de signalisation JAK1-STAT3 (Fig10) dont 

l’activité est maintenue à un état basal dans les FRC (Fig9C/D). Les FRC maintiennent probablement 

cette activité basale de manière autocrine, comme le suggèrent mes résultats montrant que les FRC 

sécrètent du LIF et de l’IL6 (Fig2J/K/L). De manière intéressante, il a été décrit dans les CAF que cette 

voie contrôle la contraction via RhoA-ROCK-MLC2 et que la contraction de l’actomyosine permet en 

retour l’activité de STAT3 (Sanz-Moreno et al., 2011). Il y a donc une communauté d’acteurs dans le 

contrôle de la contraction par YAP et par JAK1/STAT3. Mes résultats ne permettent pas cependant 

d’élucider la séquence complète de la signalisation contrôlant la contraction du cytosquelette 

d’actomyosine des FRC. Il n’est pas clair si JAK1/STAT3 active en parallèle les deux voies YAP et 

RhoA/ROCK, ou si JAK1/STAT3 active l’une ou l’autre de ces voies qui ensuite régule la troisième, 

alors même qu’il est connu que YAP et RhoA/ROCK se régulent réciproquement (Dupont et al., 2011). 
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Dans les CAF, l’activité JAK1/STAT3 est soutenue par la sécrétion autocrine de LIF induite par le TGFβ 

tumoral (Albrengues et al., 2014). Cela soutient l’idée d’un maintien de la voie JAK1/STAT3 par les 

cytokines ou facteurs de croissance produits par les FRC eux-mêmes, qui conduirait au maintien de la 

contraction. Le TGFβ et le LIF recombinant n’induisent toutefois pas la modulation de la contraction 

des FRC (Fig9E), indiquant soit que ce ne sont pas ces cytokines qui induisent la voie JAK1/STAT3, soit 

que leur niveau d’expression endogène est suffisant pour induire la contraction maximale des FRC.  

Pris ensemble, ces résultats montrent que la contractilité des FRC est contrôlée non seulement par la 

voie PDPN-ERM, mais aussi par la voie JAK1/STAT3 commune aux CAF qui aboutissent toutes à 

l’activation de la voie RhoA-ROCK-MLC2 et la formation des fibres de stress. 

Les facteurs sécrétés par les mélanomes invasifs éduquent les FRC  
 

L’action des facteurs sécrétés par les mélanomes invasifs est surprenante. J’ai identifié que les 

facteurs sécrétés par les mélanomes décrits comme invasifs, avec une signature MITFlow AXLhigh, 

indépendemment de leur mutation inhibent la capacité des FRC à contracter la matrice des gels de 

collagène 3D (Fig6C/D). J’ai montré que cette propriété des sécrétomes tumoraux invasifs se 

reproduit avec des cellules invasives d’un autre cancer lymphophiles. Les facteurs sécrétés des 

mélanomes invasifs inhibent la voie JAK-STAT3 (Fig 9C/D), l’activité transcriptionnelle de YAP (Fig8) 

et la voie RhoA/ROCK/MLC2 (Fig9H ; Fig6D/G). Paradoxalement, ils induisent aussi une réponse 

d’activation des FRC, qui surexpriment la podoplanine et FAP (Fig 3A/2B), prolifèrent davantage (Fig 

3B), sécrètent une matrice plus riche en collagène et en fibronectine (Fig5M), et plus de cytokines 

inflammatoires (Fig 4E/F/G/H), amenant les FRC vers un phénotype pro-tumoral qui se traduit par 

l’augmentation des propriétés pro-chimiotactiques du sécrétome et la matrice extracellulaire envers 

les cellules tumorales (Fig 4B et 5A). 

De plus, les FRC éduqués produisent un sécrétome qui augmente la migration des cellules tumorales 

et immunitaires (Fig4B/C). Dans ce sécrétome, on retrouve des cytokines et des chimiokines (CXCL1, 

IL6, CXCL8) qui favorisent le recrutement de cellules immunitaires immunosuppressives comme des 

neutrophiles ou des MDSC (Monteran et Erez, 2019). Je montre aussi que les FRC produisent une 

matrice pro-tumorale, composée entre autre de fibronectine et de ténascine C connues pour 

favoriser l’invasion tumorale (Attieh et al., 2017 ; Lowy et al., 2015), phénomène que l’on confirme 

avec la migration de 1205Lu augmentée avec la matrice des FRC éduqués (Fig 5A). Par contre, la 

matrice des FRC éduqués n’améliore ni ne contraint davantage la migration des cellules immunitaires 

par rapport à la matrice des FRC naïfs (Fig 5B). Je montre ainsi que les FRC éduqués favorisent le 

recrutement de cellules tumorales invasives, et produisent un sécrétome favorable à la migration de 

cellules immunitaires pro-tumorales. L’examen plus précis des populations lymphocytaires et 

myéloïdes recrutées par le sécrétome des FRC éduqués permettrait de mieux comprendre l’impact 

de cette éducation sur le profil immunosuppressif de la niche pré-métastatique. Par ailleurs, le rôle 

de l’inhibition de la contraction et de la prolifération des FRC dans l’invasion tumorale n’est pas clair 

et doit être testée in vivo, ce sont toutefois deux modifications permettant de relâcher la tension 

interne dans le ganglion lymphatique, et permettre l’entrée de davantage de cellules tout en 

maintenant l’intégrité de l’organe. C’est ce phénomène qui permet le recrutement massif de 

lymphocytes et leur expansion clonale dans le ganglion pendant la réponse immunitaire tout en 

préservant la microstructure du ganglion (Acton et al., 2014).  
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De manière intéressante, cette activation cellulaire paradoxale associant perte de la contraction, 

augmentation de la prolifération et de la production de la matrice a été décrite dans l’éducation pré-

métastatique des péricytes (Murgai et al., 2017). Des phénomènes analogues à mes résultats sur les 

FRC éduqués par le mélanome ont lieu, comme la perte de α-SMA (voir Fig 9B) ou l’augmentation de 

la sécrétion de fibronectine (Fig 5N). Cela suggère que l’éducation pré-métastatique des FRC pourrait 

être une transition phénotypique associée à l’inhibition des propriétés contractiles, l’activation de la 

prolifération et la sécrétion de matrice et de cytokines inflammatoires. Mes résultats suggèrent par 

ailleurs que cette transition phénotypique est réversible et nécessite le maintien de l’exposition aux 

facteurs sécrétés de mélanome. En effet, traiter des FRC contrôles avec le milieu conditionné de FRC 

éduqués par le mélanome ne permet pas d’inhiber la contraction des FRC contrôles (résultats non 

montrés). De plus, les FRC reviennent à un état contractile même après huit jours d’exposition aux 

facteurs tumoraux (Fig 6F). Cela montre que les facteurs sécrétés de mélanome invasif induisent des 

effets directs et temporaires reposant sur des cascades de phosphorylation et des modifications 

rapides du cytosquelette et de l’expression génique qui nécessitent le maintien de l’exposition 

directe aux facteurs tumoraux. Cela signifie également que l’état naïf des FRC est plus stable que 

celui des FRC éduqués, au moins sur la durée d’exposition aux facteurs sécrétés testés au laboratoire. 

Il se peut cependant qu'une exposition plus longue provoque des changements plus profonds d’ordre 

épigénétique. 

L’éducation des FRC résulte donc d’un ensemble de modifications induites par le sécrétome des 

mélanomes invasifs. Le sécrétome de ces cellules invasives peut par ailleurs permettre de 

comprendre comment cette éducation paradoxale des FRC est induite, entre inhibition des voies de 

la contraction d’un côté, et activation des FRC de l’autre. Les mélanomes invasifs sécrètent en 

abondance des facteurs de croissance dont le TGFβ, des cytokines de la famille de l’IL-6, qui sont 

largement décrits dans l’activation des myofibroblastes et l’augmentation de la contractilité de 

l’actomyosine (Tomasek et al., 2002 ; Kalluri, 2016). La plupart de ces molécules activent des 

récepteurs dont les signaux sont intégrés par la voie JAK-STAT. La voie JAK-STAT peut, en effet, être 

activée par un large panel de facteurs de croissance activant des récepteurs à activité tyrosine kinase. 

Si, comme je l’ai présenté plus haut, l’ajout de TGFβ et le LIF ne module pas la contraction des FRC, ils 

peuvent cependant avoir d’autres effets sur les FRC. Par exemple, mes résultats suggèrent que la 

prolifération des FRC est induite par les facteurs tumoraux de manière dépendante de JAK et peut-

être induite par l’ajout de LIF (Fig 3C/D). De fait, la voie JAK-STAT est fortement activée par l’ajout 

des facteurs sécrétés par les cellules 1205Lu sur un laps de temps très court puis est rapidement 

inhibée au-delà de deux heures (Fig 9C). Le TGFβ est également connu dans les CAF pour induire 

l’expression de facteurs de croissance ou de cytokines comme l’IL6 et CXCL12 (Derynck et al., 2020), 

qui sont effectivement davantage sécrétés par les FRC éduqués (Fig 4E/F). Le TGFβ est aussi décrit 

pour favoriser dans les myofibroblastes la production de collagène (Wei et al., 2017). En accord avec 

cela, les facteurs tumoraux des cellules invasives induisent un assemblage plus important et plus 

organisé des faisceaux de collagène et de fibronectine dans la matrice extracellulaire des FRC (Fig 

5C), ainsi que la sécrétion de protéines matricellulaires comme la ténascine C (Fig 5E/F), cette 

dernière étant connue pour favoriser en retour la signalisation du TGFβ (Carey et al., 2009). Le rôle 

de ces cytokines dans l’activation des FRC n’est donc pas à exclure.  

L’activation des FRC se traduit également par la surexpression de la podoplanine (Fig3A), 

caractéristique de l’activation des FRC pendant la réponse immunitaire (Yang et al., 2014 ; Astarita et 

al., 2015). De manière intéressante, la surexpression de la podoplanine été montrée comme 
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conjointement induite par la voie TGFβ-SMAD et par la voie JAK-STAT dans les kératinocytes durant 

la cicatrisation (Honma et al., 2012). Le rôle de la podoplanine dans l’inhibition de la contraction des 

FRC n’est d’ailleurs pas complètement exclu. En effet, les facteurs sécrétés par les mélanomes 

invasifs induisent les mêmes effets que l’interaction de CLEC2 avec la podoplanine, c’est-à-dire un 

blocage ou une invalidation de la podoplanine (Acton et al., 2014 ; Astarita et al., 2015). On retrouve 

des phénomènes analogues, tels que l’élongation cellulaire, la diminution des fibres de stress (Fig6G), 

la relocalisation de YAP vers le cytoplasme (Fig 7), l’augmentation de la prolifération (Fig3B) et de 

l’expression de la podoplanine (Fig 3A).  

Or, le récepteur des facteurs tumoraux induisant les effets intracellulaires que l’on observe 

(inhibition de JAK1/STAT3, relocation de YAP, inhibition de la contraction des FRC) n’est pas connu. 

L’absence de CLEC2 sécrété par les mélanomes (Fig9A) et de modulation dans la phosphorylation de 

ERM (Fig9B) permet d’exclure l’axe CLEC2-ERM-PDPN. Cependant la similarité des effets induits par 

les facteurs tumoraux avec la ceux induits par la liaison CLEC2/PDPN ou le blocage de la podoplanine 

permet de soulever au moins deux hypothèses : 

- Soit le récepteur (récepteur de cytokines, de chimiokines ou de facteurs de croissance) et les effets 

intracellulaires que l’on observe sont indépendants de la podoplanine. La similarité constatée dans 

ces effets n’est donc lié qu’à la convergence des mécanismes plus tard dans la signalisation, avec la 

désactivation de l’axe RhoA-ROCK-MLC2 et la relocation de YAP. 

- Soit le récepteur est la podoplanine ou l’un de ses partenaires. L’hypothèse que le récepteur soit la 

podoplanine est soutenue par le fait que JAK1 possède un domaine FERM, le même domaine qui 

permet aux protéines ERM de se lier à la podoplanine. L’hypothèse que ce soit l’un de ses partenaires 

est soutenue justement par le fait que la podoplanine dispose d’un grand nombre de partenaires, 

notamment membranaires, qui varient beaucoup selon les types cellulaires (CD44, CD9, …) et 

induisent des effets divers sur le cytosquelette d’actine et la migration cellulaire (Astarita et aL, 

2012). Par ailleurs, Astarita et al., 2015 suggèrent que l’inhibition de la voie PDPN-ERM par la liaison 

de CLEC2 est due à la liaison de la podoplanine avec l’un de ces partenaires et la séquestration de la 

podoplanine dans des radeaux lipidiques. Il serait dès lors possible que les facteurs sécrétés par le 

mélanome augmentent l’expression de la protéine partenaire, active la podoplanine ou au contraire 

la séquestre dans un domaine l’empêchant d’interagir avec ses seconds messagers intra-cellulaires, 

possiblement JAK1. Un tel mécanisme pourrait faire le lien entre la podoplanine, seul récepteur 

membranaire à avoir été décrite pour contrôler la contraction des FRC jusqu’ici, et la voie JAK1-STAT3 

que j’ai identifié également pour cette fonction. 

Finalement, mes résultats suggèrent que le sécrétome des mélanomes invasifs comprend un grand 

nombre de molécules induisant des effets variés. Il reste à déterminer si les diverses modifications 

induites par l’éducation des FRC résultent des mêmes facteurs et des mêmes récepteurs. Or, mes 

résultats tendent à montrer que les FRC réagissent à un ensemble de facteurs qui induisent leur 

activation et l’inhibition des voies associées à la contraction spontanée des FRC, ainsi que cela se 

passe lors de la réponse immunitaire. Plus précisément, je montre ici que les facteurs sécrétés de 

mélanomes invasifs contiennent des cytokines et des facteurs de croissance (IL6, LIF, TGFβ) qui 

permettent d’expliquer les modifications de prolifération et de sécrétome dans les FRC éduqués. Le 

rôle de ces molécules reste toutefois à être démontré formellement. Et je montre aussi que ces 

cytokines ne sont pas impliquées dans la modulation des propriétés contractiles FRC par les facteurs 
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tumoraux (Fig9E), mais que la voie JAK1/STAT3 est modulée par le sécrétome des mélanomes 

invasifs (Fig9C/D) et contrôle la contraction spontanée des FRC (Fig9I/J). Pour faire le lien, il s’agit 

d’identifier le récepteur liant JAK1 tout en amont de la signalisation intracellulaire. Une hypothèse 

porterait à impliquer la podoplanine ou l’un de ses partenaires dans la modulation de l’activité de 

JAK1. Une autre serait d’impliquer des facteurs différents agissant via un récepteur inconnu (RTK, 

récepteurs liés aux protéines G) dont la signalisation dépendante résulte dans la désactivation de 

JAK1/STAT3. Une meilleure compréhension de ces mécanismes nécessite (1) de mieux comprendre 

l’ordre dans lequel les inhibitions des diverses voies de signalisation de la contraction des FRC 

interagissent ; et (2) d’identifier le ou les facteurs tumoraux impliqués dans l’inhibition de la 

contraction des FRC. 

Les facteurs tumoraux impliqués dans l’inhibition de la contraction des FRC  
 

Dans le but d’identifier ces facteurs impliqués dans l’inhibition de la contraction des FRC, j’ai 

récupéré l’analyse des données de spectrométrie de masse du milieu conditionné des deux lignées 

les plus représentatives des profils prolifératifs et invasifs (Mel501 et 1205Lu) (Tichet et al., 2015). A 

partir de cette analyse, j’ai listé les protéines les plus exprimées dans le sécrétome des 1205Lu par 

rapport à celui des Mel501. Cela m’a permis de valider que la lignée invasive 1205Lu sécrète plus de 

facteurs de croissance, plus de cytokines et de chimiokines inflammatoires et plus de protéases. Cela 

a été observé pour plusieurs cancers, à savoir que la transition phénotypique tumorale induit une 

profonde recomposition du sécrétome des cellules invasives, qui sécrètent plus de molécules qui 

favorisent l’invasion tumorale (Mathias et al., 2009 ; Karagianis et al., 2010). Dans le mélanome, les 

cytokines inflammatoires (IL6, TGFβ) et les facteurs de croissance (PDGF, Midkine) favorisent la 

tumorigenèse, l’invasion tumorale (Melnikova et al., 2009) et les métastases ganglionnaires (Olmeda 

et al., 2017). Parmi ces cytokines, le TGFβ et celles de la famille de l’IL6 sont des candidats qui 

pourraient induire l’activation d’un certain nombre de propriétés des FRC (prolifération, matrice et 

sécrétome) mais qui ne sont pas impliquées dans la régulation de la contraction (Fig9E).  

Les vésicules extracellulaires sécrétées par les tumeurs sont décrites pour jouer un rôle majeur dans 

le remodelage du stroma ganglionnaire, en favorisant la lymphangiogenèse, l’angiogenèse et le 

recrutement de cellules dérivées de la moelle osseuse (Hood et al., 2011 ; Peinado et al., 2012). 

Cependant, j’ai montré grâce à l’ultracentrifugation des milieux conditionnés que les vésicules 

extracellulaires ne sont pas impliquées dans l’inhibition de la contraction des FRC (Fig11A-C). J’ai par 

ailleurs identifié que les facteurs sécrétés impliqués sont des protéines solubles d’une taille comprise 

entre 30 et 100 kDa (Fig11D-I).  

Dans l’analyse des données de spectrométrie de masse, je retrouve beaucoup de protéines décrites 

comme intracellulaires ou membranaires, qui peuvent être issues des vésicules extracellulaires 

conservées dans les milieux analysés. Parmi les protéines décrites comme sécrétées, on trouve des 

cytokines (IL6, IL8), des chimiokines (CCL2, GROA, CSF1), des protéines du complément (C1S, C1R), 

des enzymes impliquées dans le remodelage de la matrice (LOXL2, TPA, MMP1, MMP2, QSOX1), ou 

dans le métabolisme des lipides (SAP, BTD), des protéines chaperonnes dont les protéines de choc 

thermiques qui favorisent l’invasion tumorale (HSP90) (Santos et al., 2017) ou encore des protéines 

matricielles (Fig11F). 

En tenant compte de la taille théorique minimale et maximale des isoformes de chaque protéine de 

quelles protéines, j’ai identifié plus d’une cinquantaine de candidats (Fig11J, Gauche). Afin de 
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raccourcir la liste, j’ai sélectionné les protéines décrites comme étant extracellulaires ou sécrétées. 

J’obtiens une liste d’une trentaine de candidats parmi lesquels on retrouve C1S, C1R, HSP90, TPA, 

QSOX1, SAP, BTD. Les cytokines en sont exclues car elles sont trop petites (en général autour de 

20kDa), de la même manière que les grosses protéines matricielles comme les ténascines, les 

thrombospondines, la fibronectine ou le collagène. Cependant, cette approche a des limites. Les 

protéines impliquées dans l’inhibition de la contraction des FRC peuvent être associées à d’autres 

molécules, et donc la taille théorique de ces protéines peut être très différente de celle que j’ai 

identifiée expérimentalement entre 30 et 100 kDa. Elles peuvent aussi être des fragments de 

protéines clivées par les enzymes peptidases qui sont elles-mêmes davantage sécrétées. De plus, je 

conserve dans cette analyse des protéines contenues potentiellement dans les vésicules 

extracellulaires. 

Afin de palier à ce problème, j’ai collecté les milieux conditionnés de trois lignées prolifératives 

(Mel501, Mewo, MM074) et trois lignées invasives (1205Lu, WM2032, MM099), que j’ai déplétés en 

vésicules extracellulaires, et dont j’ai concentré les protéines avec un poids moléculaire supérieur à 

30 kDa. L’analyse par spectrométrie de masse de ces échantillons (collaboration Stéphane Audebert, 

CRCM, Marseille), permettra de sélectionner les protéines systématiquement surexprimées dans le 

milieu conditionné des trois lignées de mélanome invasives par rapport aux trois lignées 

prolifératives. L’objectif est de réduire la liste des protéines candidates, tout en s’affranchissant des 

limites issues de poids théorique, à un nombre compatible avec la déplétion de chaque candidat par 

siRNA ou par immunoprécipitation, et valider ainsi les candidats en test de contraction (Voir 

conclusion et perspectives).  

La plasticité phénotypique des mélanomes ne se réduit pas à la bipartition 

proliférative/invasive 
 

J’ai montré ainsi au cours de ma thèse que les facteurs sécrétés par les mélanomes de profil invasif 

avec une signature MITFlow AXLhigh activent les FRC et inhibent leur contraction spontanée. Cet effet 

est spécifique du profil invasif car il n’est pas induit par les facteurs sécrétés des mélanomes 

prolifératifs MITFhigh AXLlow. Je n’ai cependant caractérisé que les marqueurs de ces deux profils 

établis par Hoek et al., 2008. La question reste ouverte de savoir à quel moment les cellules 

tumorales acquièrent un profil de sécrétion apte à induire ces effets, même si les évidences 

s’accumulent que les cellules qui acquièrent un phénotype invasif sécrètent un ensemble de 

cytokines, facteurs de croissance et enzymes lui permettant d’envahir le tissu environnant. On sait 

cependant que dans le mélanome cette transition d’un phénotype différencié et peu invasif vers un 

phénotype dédifférencié et invasif est un processus progressif qui passe par des états intermédiaires, 

qui sont bien mis en évidence dans les modèles de résistance (Tsoi et al.,2018 ; Rambow et al., 2019), 

et en particulier par un état caractéristique du stade embryonnaire des mélanocytes, de type crête 

neural, notamment induit par des signaux inflammatoires (Tsoi et al., 2018). Il faudrait donc 

caractériser plus finement les lignées du laboratoire en fonction des marqueurs de ces signatures de 

profils intermédiaires. Cela permettrait d’inclure plus de lignées pour avoir un échantillon 

représentatif de chaque stade (voir Conclusion et perspectives). Tsoi et al., 2018 distingue les 

cellules mélanocytiques différenciées MITFhigh CTNNB1high SOX10high SOX9low SMAD3low AXLlow NGFRlow 

EGFRlow ERBB3high ; les cellules transitoires MITFhigh CTNNB1int SOX10high SOX9low SMAD3low/Int AXLInt 

NGFRInt EGFRlow ERBB3high ; les cellules de type crête neurale MITFlow CTNNB1low SOX10high SOX9low/Int 

SMAD3highAXLhigh NGFRhigh EGFRInt ERBB3high ; et les cellules dédifférenciées MITFlow CTNNB1low 
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SOX10low SOX9high SMAD3highAXLhigh NGFRInt EGFRhigh ERBB3low (Voir Introduction – Partie II). 

Caractériser les lignées de mélanome avec davantage de marqueurs peut ainsi permettre de mieux 

appréhender l’influence de l’hétérogénéité intratumorale et de la transition phénotypique sur la 

capacité de ces cellules à modifier les propriétés contractiles des FRC.  

L’éducation des FRC in vitro permet d’expliquer les modifications architecturales 

du ganglion pré-métastatique 
 

Nous avons mis au point dans l’équipe un modèle d’éducation pré-métastatique chez la souris. Nous 

avons analysé la structure de ganglions lymphatiques drainants l’injection de milieu conditionné de la 

lignée de mélanome Yumm1.7, de signature invasive MITFlow (Fig12A). Ces ganglions sont plus gros 

(Fig12B) et montrent une architecture remodelée avec la perte de compartimentalisation des lobules 

internes. Ces observations sont validées dans d’autres modèles d’éducation pré-métastatique (Riedel 

et al., 2016). En particulier les zones B infiltrent les zones T, et la frontière entre le cortex et le 

paracortex disparaît (Fig12D). Les propriétés biomécaniques du ganglion lymphatique sont 

également modifiées. Ainsi, les ganglions drainants l’injection de milieu conditionné sont plus 

élastiques, ainsi que démontré par microscopie à force atomique (Plateforme MICA, Sabrina Pisano, 

IRCAN) et nanoindentation (Fig12C).  

Ces résultats sont concordants avec les résultats que j’ai obtenus in vitro sur des FRC humains : les 

facteurs sécrétés par les mélanomes invasifs inhibent leur contraction et stimulent leur prolifération. 

Ces deux mécanismes permettent le gonflement rapide du ganglion lors de la réponse immunitaire 

(Yang et al., 2014 ; Acton et al., 2014 ; Astarita et al., 2015). Le gonflement du ganglion est un 

phénomène que l’on observe dans les ganglions sentinelles en diagnostic (Sleeman et al., 2015) et 

qui est validé dans les modèles murins expérimentaux de niche pré-métastatique étudiés par 

d’autres équipes (Commerford et al., 2018 ; Riedel et al., 2016). Riedel et al., 2016 montre également 

la perte de la compartimentalisation des lobules internes entre zones B et T dans le ganglion 

drainant. Je confirme également dans les FRC in vitro plusieurs des phénomènes observés par ces 

auteurs dans les ganglions drainants de tumeurs, tels que la prolifération des FRC et la modification 

de leur sécrétome et de leur matrice. Je montre en particulier l’augmentation de la sécrétion de 

chimiokines, comme CXCL12, dont le récepteur CXCR4 est partagé par les lymphocytes B et les 

lymphocytes T, ce qui peut expliquer la perte de compartimentalisation interne. Riedel et al., 2016 

constatent cependant que le milieu conditionné de la lignée murine de mélanome proliférative 

B16.F10 MITFhigh induit davantage de contraction des FRC murins dans les gels de collagène. Cela 

reste toutefois concordant avec ce que j’observe pour les FRC humains traités dans les gels de 

collagène  avec le milieu conditionné de la plupart des lignées prolifératives humaines. 

Afin de valider les modifications observées in vitro, j’ai commencé à mettre au point au cours de ma 

thèse un marquage en immunofluorescence permettant de rendre compte à la fois de l’activité de 

STAT3 (marquage P-STAT3), de YAP et de l’actine afin de pouvoir comparer les FRC d’un ganglion 

éduqué et d’un ganglion naïf sur ces trois paramètres. Ce modèle servira à valider l’effet du milieu 

conditionné des mélanomes invasifs et prolifératifs in vivo. Ce modèle pourrait également servir à 

tester des milieux conditionnés d’autres lignées ou déplétés d’un ou de plusieurs candidats, des 

protéines recombinantes ou des molécules (anticorps / inhibiteurs) qui bloquent les voies impliqués 

dans la régulation de la contraction des FRC. 
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Une autre question porte sur les conséquences de l’éducation pré-métastatique des FRC sur 

l’invasion ganglionnaire des cellules tumorales. Nos résultats suggèrent que l’inhibition de la 

contraction des FRC par les facteurs sécrétés de mélanomes invasifs augmente l’élasticité du réseau 

de FRC et permettrait le gonflement du ganglion et la diminution de sa rigidité interne. Or, les 

cellules tumorales qui arrivent dans le ganglion lymphatiques sont des cellules invasives issues de la 

tumeur primaire, cependant les travaux de divers équipes suggèrent que la formation de macro-

métastases suite à l’extravasation nécessite un retour des cellules tumorales vers un profil 

prolifératif (Kim et al., 2012). Or, le profil phénotypique des cellules de mélanome dépend des 

signaux mécaniques que les cellules tumorales perçoivent, un environnement rigide favorisant un 

profil invasif (Butcher et al., 2009). Cela suggère que le ganglion éduqué, plus élastique, pourrait 

favoriser ce retour des cellules tumorales vers un profil prolifératif et favoriser ainsi le 

développement de macro-métastases ganglionnaires. Un autre point est que la réorganisation 

architecturale des FRC modifie la circulation des lymphocytes naïfs (Riedel et al., 2016), ce qui 

pourrait affecter la génération d’une réponse anti-tumorale efficace même si cela reste à 

déterminer. Les FRC éduqués semblent toutefois acquérir un profil pro-tolérogénique, avec la 

sécrétion de cytokines (Fig4) (IL6, IL8) décrites pour permettre la différenciation ou le recrutement 

de cellules immunitaires immunosuppressives. Les facteurs sécrétés des FRC éduqués permettent 

d’ailleurs un recrutement accru de cellules tumorales (Fig4). Il serait intéressant de valider ces 

résultats in vivo en réalisant par exemple un marquage des ganglions par immunofluorescence ou ex 

vivo avec un marquage en cytométrie de flux contre les cytokines et chimiokines. Une autre option 

serait d’associer le marquage en immunofluorescence des FRC de l’activité de P-STAT3, de YAP ou de 

l’actine, avec un marquage sur la répartition des cellules immunitaires (Tregs, T CD8+). 
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Dans le but de mieux appréhender les processus précoces de métastase du mélanome, j’ai 

cherché à comprendre pendant ma thèse si, et comment, les facteurs sécrétés par le mélanome 

modulent les propriétés des FRC de la niche pré-métastatique du ganglion lymphatique. Dans un 

premier temps, j’ai montré que les facteurs sécrétés par les mélanomes avec une signature 

dédifférenciée-invasive (MITFlow AXLhigh) reprogramment profondément les FRC humains in vitro, au 

contraire des mélanomes avec une signature différentiée-proliférative (MITFhigh AXLlow). Ces facteurs 

tumoraux activent les FRC, augmentent leur prolifération, inhibent leur contraction spontanée, et 

induisent une reprogrammation de leur sécrétome ainsi que le remodelage de leur matrice 

extracellulaire (Schéma-bilan, C). 

Dans le ganglion naïf, les FRC forment des conduits de matrice extracellulaire et sécrètent 

cytokines et chimiokines qui permettent le recrutement et la survie des lymphocytes (Fletcher et al., 

2015). Ils régulent également l’activation des lymphocytes T et maintiennent la tolérance 

périphérique (Knoblich et al., 2018 ; Turley et al., 2010). Les FRC éduqués sécrètent plus de cytokines 

et chimiokines inflammatoires, ainsi qu’une matrice plus riche en fibronectine, en collagène et en 

matriprotéines telles que la TNC ou SPARC, favorisant la migration des cellules tumorales invasives. 

Les chimiokines sécrétées par les FRC éduqués permettent également l’attraction de davantage de 

lymphocytes et de cellules myéloïdes. Les facteurs sécrétés par les mélanomes invasifs, ceux 

capables de former des métastases, reprogramment donc les FRC vers un phénotype activé et pro-

tumoral in vitro. Je n’ai cependant pas poussé l’étude de ces propriétés-là davantage. Afin de mieux 

comprendre comment la modulation du sécrétome des FRC éduqués influence l’installation d’un 

environnement pro-tumoral, une analyse plus détaillée des sous-populations lymphocytaires ou 

myéloïdes recrutées peut être réalisée. Un environnement immunosuppressif est en effet 

caractéristique des ganglions sentinelles (Cochran et al., 2006). Un autre projet est d’ailleurs en 

développement au laboratoire afin de comprendre si le sécrétome des FRC éduqués régule l’activité 

des lymphocytes et oriente ces cellules vers un profil immunotolérant. 

Après avoir établi que les FRC étaient reprogrammés par le sécrétome de mélanome, j’ai 

choisi de focaliser mon attention sur la caractérisation des mécanismes moléculaires de la régulation 

de la contraction des FRC par le mélanome. L’inhibition de la contraction des FRC humains par des 

facteurs tumoraux est un phénomène inédit et qui peut sembler paradoxal au premier abord. En 

effet, les facteurs tumoraux décrits jusqu’à présent induisent la contractilité et l’activation des 

fibroblastes, ainsi que leur différenciation en CAF (Sanz-Moreno et al., 2011 ; Albrengues et al., 

2014). Cependant, j’ai montré qu’à l’état basal les FRC diffèrent des fibroblastes d’autres tissus, 

comme le derme, et qu’ils partagent les propriétés myofibroblastiques, les marqueurs d’activation et 

la capacité à produire et assembler une matrice extracellulaire riche et organisée comme les CAF. 

C’est notamment la première fois que l’on montre que les FRC humains sont eux-aussi contractiles, 

les travaux précédents ayant été réalisés chez la souris. Je montre que les facteurs sécrétés par les 

mélanomes invasifs activent les FRC, ce qui se traduit par une augmentation de leur prolifération et 

de leur expression de la podoplanine. Je montre également que l’inhibition de la contraction des FRC 

est un phénomène réversible. La réaction des FRC aux facteurs tumoraux est ainsi semblable à celle 

qui se déroule lors de la réponse immunitaire et la dilatation du ganglion lymphatique, durant 

laquelle les FRC se relâchent temporairement, puis prolifèrent et surexpriment la podoplanine pour 

permettre un retour à l’homéostasie (Acton et al., 2014 ; Astarita et al., 2015).  
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En me basant sur les précédents travaux réalisés sur les mécanismes de la contraction des 

CAF (Calvo et al., 2013 ; Foster et al., 2017 ; Albrengues et al., 2014, 2015), j’ai pu montrer de 

manière inédite que la contraction des FRC est contrôlée par YAP et la voie JAK1-STAT3. Mes travaux 

de thèse m’ont permis d’identifier les mécanismes moléculaires conduisant à l’inhibition de la 

contraction des FRC. J’ai découvert que les facteurs sécrétés par les mélanomes invasifs inhibent 

justement la voie JAK1-STAT3, l’activité transcriptionnelle de YAP et l’axe RhoA-ROCK-MCL2 

conduisant à la contraction des fibres d’actomyosine (Schéma-Bilan, B). Les voies YAP et RhoA-ROCK-

MCL2 sont connues pour s’entre-réguler (Dupont et al., 2011) et il sera intéressant de déterminer la 

séquence exacte des inhibitions qui conduisent à l’arrêt de la contraction des FRC.  

Pour cela, il reste à déterminer si JAK1-STAT3 active en parallèle YAP et RhoA, ou si JAK1-

STAT3 active YAP ou RhoA et que YAP et RhoA s’entre-régulent ensuite. Concrètement, il s’agit de 

comprendre si la relocalisation de YAP est une étape intermédiaire entre la dérégulation de la voie 

JAK1-STAT3 ou bien une conséquence du relâchement de la tension intracellulaire dans le FRC. La 

surexpression d’une forme constitutivement active de YAP dans les FRC permettra de répondre à 

cette question. Il reste également à déterminer le (ou les) récepteur(s) membranaire(s) qui lient 

JAK1, donc  le point en amont de la voie de signalisation induite par les facteurs tumoraux, et 

comment ce signal est inhibé par les facteurs sécrétés du mélanome. Nous pourrons faire une IP de 

JAK1 pour identifier ses récepteurs partenaires. Par western blot, nous pourrons tester s’il s’agit de la 

podoplanine ou de l’un de ses partenaires, et par spectrométrie de masse tous les récepteurs 

partenaires de JAK1. 

J’ai également identifié que les facteurs tumoraux qui inhibent la contraction des FRC sont 

des protéines solubles, ou des complexes protéiques, de poids moléculaire compris entre 30kDa et 

100kDa sécrétées par les mélanomes invasifs. Les vésicules extracellulaires ne sont donc pas 

impliquées, bien qu’elles soient particulièrement décrites dans la préparation de la niche pré-

métastatique (Hood et al., 2011 ; Peinado et al., 2017). Cette fourchette de taille m’a permis de 

déterminer une liste de candidats potentiels parmi les facteurs sécrétés par la lignée de mélanome 

invasive 1205Lu et la lignée proliférative Mel501 identifiés précédemment par spectrométrie de 

masse (Tichet et al., 2015), en sélectionnant les protéines les plus surexprimées dans le sécrétome 

des 1205Lu. Pour restreindre la liste des protéines candidates, les milieux conditionnés de trois 

lignées de mélanomes prolifératives et de trois lignées invasives, déplétés en vésicules 

extracellulaires, seront analysés par spectrométrie de masse. Cela permettra de tester le rôle de ces 

protéines sur l’inhibition de la contraction des FRC par des approches de siARN pour identifier le (ou 

les) facteur tumoral(/aux) impliqué(s). 

Le fait que seuls les mélanomes invasifs produisent un sécrétome inhibant la contraction des 

FRC renforce le concept développé ces dernières années par plusieurs équipes (Kim et al., 2012 ; 

Maurus et al., 2017 ; Rambow et al., 2018), montrant qu’une transition phénotypique des cellules de 

mélanome est nécessaire à la progression métastatique. Notre équipe a déjà montré que le 

sécrétome des cellules invasives favorise la migration métastatique du mélanome (Tichet et al., 

2015 ; Rathore et al., 2019), et je complète ces données en montrant que le sécrétome de 

mélanomes invasifs permet de préparer la niche pré-métastatique. Cependant, les données de la 

littérature montrent que la plasticité du mélanome ne se résume pas à deux phénotypes, prolifératif 

et invasif, et des profils intermédiaires ou associés à la résistance thérapeutique ont été décrits (Tsoi 

et al., 2018 ; Rambow et al., 2018). L’éducation des FRC et la modulation de leurs propriétés 
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contractiles par des mélanomes présentant ces différents profils seront donc étudiées en 

caractérisant plus finement les mélanomes disponibles au laboratoire, ou en induisant la transition 

phénotypique d’une lignée de mélanome proliférative par une exposition aux thérapies ciblées ou la 

surexpression de certaines protéines (LOXL2, SPARC) dont le rôle dans la transition phénotypique est 

à l’étude au laboratoire. Ces expériences permettront de mieux comprendre comment les cellules 

tumorales acquièrent la capacité à préparer la niche pré-métastatique. 

L’ensemble des données obtenues sur les FRC humains in vitro permettent d’expliquer un 

certain nombre de modifications que nous avons observées dans un modèle murin syngénique 

d’éducation pré-métastatique du ganglion lymphatique. L’inhibition de la contraction des FRC et leur 

prolifération permet d’expliquer la dilatation et l’augmentation de l’élasticité du ganglion drainant 

les facteurs tumoraux d’une lignée murine de mélanome invasif (Yumm1.7). La modification du 

sécrétome des FRC dans le ganglion drainant la tumeur, par exemple la surexpression de CXCL12, est 

également en accord avec le bouleversement de la microarchitecture ganglionnaire, et la rupture 

partielle de la compartimentalisation des lobules internes entre les zones T et B. En particulier, 

CXCL12 favorise les propriétés chimiotactiques d’un grand nombre de cellules, dont les lymphocytes 

T et B. Ces résultats sont aussi en accord avec d’autres études développant des modèles 

expérimentaux d’éducation pré-métastatique du ganglion. Nous confirmons ainsi que l’éducation des 

FRC dans le ganglion drainant la tumeur conduit à leur prolifération, la modification de leur 

sécrétome et la composition de leur matrice (Riedel et al., 2016). Riedel et al., montrent par contre 

que les FRC traités avec le milieu conditionné de la lignée de mélanome proliférative B16.F10 

contractent davantage les gels de collagène, mais cela reste en accord avec ce que j’obtiens avec le 

milieu conditionné de certaines lignées prolifératives humaines. Mes résultats suggèrent que les 

mélanomes invasifs éduquent les FRC à distance pour créer une niche biomécanique qui favorise les 

métastases. 

Pour confirmer les résultats que j’ai obtenus sur la modification des propriétés contractiles 

des FRC in vitro dans notre modèle murin syngénique in vivo, nous pourrons comparer l’activité 

contractile des FRC dans les ganglions drainants, l’expression des fibres de stress d’actine, la 

localisation cellulaire de YAP et la phosphorylation de STAT3 et de MLC2, qui seront analysées par 

microscopie. Si ces résultats sont validés, ils pourraient servir de nouveaux marqueurs précoces de 

l’éducation pré-métastatique. D’autres marqueurs déjà rapportés dans la littérature, que j’ai 

confirmés in vitro, peuvent être vérifiés sur notre modèle murin syngénique in vivo, comme la 

prolifération des FRC et la surexpression de la podoplanine. Le modèle murin servira également à 

valider la protéine tumorale responsable de la relaxation du cytosquelette des FRC identifiée in vitro. 

Enfin, il faudra analyser dans le modèle murin si la modification des propriétés contractiles des FRC 

dans le ganglion pré-métastatique favorise l’implantation tumorale dans le ganglion lymphatique, en 

traitant les souris avec du milieu conditionné de mélanomes invasifs ou en utilisant des inhibiteurs de 

JAK (Ruxolitinib) ou de YAP (Verteporfine). 

A plus long terme, mes résultats pourraient permettre d’établir de nouveaux marqueurs ou 

de nouvelles cibles thérapeutiques. Les marqueurs (surexpression de la podoplanine, relocalisation 

de YAP, diminution des fibres d’actine) pourraient permettre d’identifier des modifications précoces 

dans le ganglion pré-métastatique, peut-être même avant les marqueurs déjà utilisés qui repèrent la 

lymphangiogenèse. Cela permettrait d’orienter rapidement les patients dont les ganglions régionaux 

présentent ces modifications vers des thérapies plus adaptées. De nouveaux traitements adjuvants, 



180 
 

dont les inhibiteurs de JAK (Ruxolitinib) et de YAP (Verteporfine) déjà utilisés dans le traitement 

d’autres pathologies, pourraient ainsi être développés ou redéployés pour bloquer la communication 

à distance entre les mélanomes invasifs et les FRC, ce qui empêcherait la formation de la niche 

biomécanique et immunologique dans le ganglion pré-métastatique et donc les métastases. Ces 

nouvelles stratégies permettraient de prévenir les métastases loco-régionales et permettre à 

davantage de patients de ne pas développer des métastases distantes encore trop souvent mortelles. 

 

Schéma bilan 

(A) Modèle proposé de l’éducation pré-métastatique. Les cellules tumorales de profil invasif 

sécrètent des facteurs qui gagnent le ganglion lymphatique et induisent des changements 

dans sa taille (dilatation), ses propriétés biomécaniques (augmentation de l’élasticité), et le 

démantèlement de sa microarchitecture interne. 

(B) Le contrôle de la contraction en situation naïve. Les FRC sécrètent des facteurs qui 

maintiennent l’activité de JAK1-STAT3. La podoplanine active également les protéines ERM. 

L’activation de ces voies aboutissent à l’activation de la voie RhoA-ROCK-MLC2 et la 

contraction des fibres d’actomyosine. La contraction est également maintenue par l’activité 

transcriptionnelle de YAP. 
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(C) Les facteurs sécrétés de mélanomes invasifs activent les FRC et inhibent leur contraction 

spontanée. Les facteurs sécrétés des mélanomes invasifs induisent la prolifération des FRC, 

et la sécrétion de matrice, de cytokines et de chimiokines favorisant la migration tumorale. 

Ils induisent également l’inhibition de la contraction des FRC via une ou plusieurs protéines 

ou complexes de protéines de taille comprise entre 30kDa et 100kDa inhibent la voie 

JAK1/STAT3 via un récepteur inconnu, qui peut être soit un récepteur des cytokines, soit la 

podoplanine ou l’un de ses partenaires, soit un autre récepteur. Ils induisent l’arrêt de la 

signalisation RhoA-ROCK-MLC2. Ces mêmes protéines ou d’autres molécules induisent 

l’activation des FRC qui prolifèrent davantage et expriment plus de podoplanine en surface. 

Le lien entre la voie podoplanine et la voie JAK1-STAT3 n’est pas connu s’il existe. La 

désactivation de JAK1-STAT3 peut également résulter de l’engagement de protéines 

inhibitrices comme des tyrosine-phosphatases ou bien les SOCS. Dans cette cascade de 

modifications, YAP est transloqué vers le cytoplasme. Savoir s’il s’agit d’un évènement 

précoce participant à l’inhibition de la contraction ou bien s’il s’agit d’une conséquence de 

l’inhibition du squelette reste une question non élucidée. 
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Abstract 

Fibroblastic reticular cells (FRCs) are immunologically specialized myofibroblasts of the 

lymph node (LN) controlling the size and microarchitecture of the lymphoid organ, partly 

through their contractile properties. LN swelling is a hallmark of tumor-draining LN in 

lymphophilic cancers such as cutaneous melanoma, a very aggressive and heterogeneous 

tumor with high risk of early metastasis. Melanoma cells can dynamically shift between 

proliferative melanocytic phenotypes and invasive dedifferentiated phenotypes, which are 

characterized by distinct transcriptionnal signatures. Secretion of multiple factors by tumor 

cells, such as extracellular vesicles (EVs), soluble growth factors or proinflammatory 

cytokines promotes LN stroma remodeling and metastatic spreading. But how FRCs 

integrate these pro-metastatic signals and modulate their contractile functions remains poorly 

characterized. Here, we show that factors secreted by invasive melanoma cells, but not by 

proliferative cells, strongly inhibit FRC actomyosin-dependent contractile forces by 

decreasing the activity of the RHOA-RHO-kinase (ROCK) pathway and of the mechano-

responsive transcriptional co-activator YAP, leading to a decrease in F-actin stress fibers and 

cell elongation. Transcriptional profiling and biochemical analyses indicate that FRCs 

actomyosin cytoskeleton relaxation is driven by inhibition of JAK1 and its downstream 

transcription factor STAT3 and is associated with increased FRCs proliferation and 

activation. Interestingly, invasive melanoma cells reduce FRC contractility in vitro 

independently of EVs secretion. These data show that FRCs are specifically modulated by 

proteins secreted by invasive dedifferentiated melanoma cells and suggest that melanoma-

derived cues could modulate the biomechanical properties of distant LN before metastatic 

invasion. They also highlight that JAK1-STAT3 and YAP signaling pathways contribute to the 

maintenance of the resting potential of spontaneous contractile human FRCs. 
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Introduction 

Melanoma is a very aggressive skin cancer due to its high propensity to metastasis 

and cellular plasticity. Melanomas comprise phenotypically and functionally 

heterogeneous cancer cells. Melanoma cells are highly plastic and during metastatic 

progression they are able to dynamically shift between different phenotypic 

behaviors. These phenotypes are defined by distinct transcriptional profiles, which 

relate to different differentiation states ranging from a proliferative melanocytic to a 

mesenchymal invasive dedifferentiated phenotype (1-5). The proliferative state is 

characterized by high expression of the melanocyte lineage-specific transcription 

factor MITF and low expression of the tyrosine kinase receptor AXL, whereas the 

invasive state show low expression of MITF and high expression of AXL. Melanoma 

cells harboring the invasive MITFlow AXLhigh signature display a mesenchymal and 

mechanical phenotype associated with intrinsic drug resistance (6-8). Whether the 

proliferative and invasive melanoma cell phenotypes differ in their ability to 

communicate with the metastatic stromal host niche remains poorly understood.   

Cutaneous melanoma is a cancer with an inherent potential for lymph node (LN) 

colonization, an event that has been shown to contribute to systemic metastasis 

(9,10). Melanoma cells secrete extracellular vesicles (EVs) (11,12) and soluble 

factors (13) migrating to the pre-metastatic LN and conditioning immune cells (14), 

lymphatic endothelial cells (13,15) and fibroblastic reticular cells (FRCs) (16). This 

reprogramming of the LN microenvironment creates a favorable niche to support 

metastatic growth and development (17).   

FRCs are immunospecialized myofibroblasts of lymphoid organs. They express 

podoplanin (PDPN, also known as GP38), but not the endothelial CD31 marker (also 

known as PECAM1). Several subsets have been identified by single cell RNA 

sequencing (18,19). FRCs form a network in close contact with T cells and dendritic 

cells (DCs) in the LN paracortical area and regulate immune cell recruitment, survival 

and activation (20). With a notable spontaneous contractibility (21-23) and the 

secretion and remodeling of a dense reticular network of conduits (23-25), FRCs 

control the elasticity and the microarchitecture of the LN. PDPN was shown to drive 

the actomyosin contractility of FRCs through the binding of proteins from the ezrin, 

radixin and moesin (ERM) family, leading to the activation of RHOA (21,22,26,27). 
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During an immune response, migratory DCs with high expression of C-type lectin-like 

receptor 2 (CLEC2) are recruited to the LN. CLEC2 binding to PDPN on FRCs 

dismantles the PDPN-ERM interaction, inhibiting actomyosin contractility and 

resulting in FRC stretching allowing rapid LN expansion (21,22).  

In other tissues, like the skin, quiescent fibroblasts are not spontaneously contractile 

but are activated to myofibroblasts by factors secreted during wound healing or tumor 

progression, such as TGF-β and IL-6 family cytokines (28). Factors secreted by 

tumor cells transform fibroblasts in the tumor vicinity to cancer associated fibroblasts 

(CAFs) (29). CAFs are characterized by a contractile phenotype and the high 

expression of markers like α-smooth muscle actin (α-SMA, also known as ACTA2), 

platelet derived growth factor receptor-α (PDGFR-α) and PDGFR-β, fibroblast 

activation protein α (FAP), fibroblast-specific protein-1 (FSP1, also known as 

S100A4), fibronectin (FN) and an isoform of FN containing the EDA domain (EDA-

FN), vimentin (VIM) or secreted protein acidic and cysteine rich (SPARC) (29). In 

CAFs, actomyosin contractility is generated by RHO and RHO-kinase (ROCK) 

signaling, leading to increased phosphorylation of the myosin light-chain 2 (MLC2) 

(30), and by the activation of the mechano-responsive transcriptional co-activator 

yes-activated protein (YAP) (31,32). Cytokines from the IL6 family (IL6, LIF, OSM) 

have been shown to induce RHO-ROCK-dependent CAF contractility through the 

GP130-JAK1-STAT3 pathway (33,34). TGF-β increases actomyosin contractility in 

fibroblasts by promoting LIF expression, which subsequently epigenetically activates 

JAK-STAT signaling (35). Actomyosin contraction in CAFs is associated with cell 

shape remodeling, increased F-actin stress fibers and drives force-mediated matrix 

remodeling (30,31). 

Malignant LN colonization is preceded by pre-metastatic LN swelling (15,16), but it 

remains incompletely understood whether (and how) tumor-derived cues alter FRCs 

specific contractile properties during pre-metastatic LN reprogramming. In this study, 

we characterized the modulation of the actomyosin contractility of isolated human 

FRCs treated with factors secreted by proliferative or invasive melanoma cells and 

investigated the underlying signaling pathways and the nature of the tumoral factor(s) 

responsible. 
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Results 

 

Lymph node fibroblasts harbor a CAF-like phenotype associated with 

spontaneous cell contraction 

To investigate the interactions between melanoma cells and FRCs, we used primary 

fibroblasts isolated from human LNs. Because several mesenchymal subsets have 

been described in the LN (19,23), we performed a characterization of LN fibroblasts 

(LN-F) used in our study using microarray profiling, qRT-PCR and flow cytometry 

analysis (Fig. S1). We found that genes expressed by LN-F were typical of FRCs 

(PECAM1- / PDPN+ / CR2- / MADCAM1-), the most abundant mesenchymal subset. 

Flow cytometry analysis validated in LN-F the PDPN+CD31-CD35- FRCs identity 

markers. In accordance with other studies performed on cultured human FRCs, we 

noticed that the FRC-specific chemokines CCL19 and CCL21 were poorly expressed 

in LN-F (36,37) (Fig. S1).  

LN FRCs are specialized myofibroblasts with spontaneous contractile properties (21-

23). Indeed, when embedded in a collagen-based three-dimensional (3D) matrix, LN-

F isolated from 4 different donors all demonstrated basal force-mediated matrix 

remodeling, driven by the ROCK-actomyosin pathway and inhibited by the ROCK 

inhibitor Y-27632 (Fig. 1A). LN-F displayed the same high propensity to drive 3D 

collagen matrix remodeling than primary CAFs isolated from skin or LN melanomas 

(Fig. 1B). However, primary skin fibroblasts (skin-F) were not able to contract the 3D 

collagen matrix unless activated to a CAF-like phenotype with TGF-β. LN-F 

spontaneous contraction was not modulated by TGF-β, but the contractile properties 

of LN-F, TGF-β-activated skin-F and CAFs were all dependent of the ROCK-

actomyosin pathway and inhibited by the ROCK inhibitor Y-27632. In CAFs, 

contractile activity was associated with formation of F-actin stress fibers and YAP re-

localization to the nucleus (31). In agreement with the 3D matrix remodeling results, 

LN-F had enhanced basal levels of F-actin stress fibers and YAP nuclear localization 

than skin-F (Fig. 1C, D). In contrast to TGF-β-activated skin-F, F-actin stress fibers 

and YAP nuclear localization were not increased by TGF-β treatment in LN-F. qRT-

PCR analysis revealed that expression of several CAF markers like ACTA2 (α-SMA), 
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FAP, EDA-FN or SPARC was much higher in LN-F compared to skin-F, suggesting 

that resting FRCs share many properties with CAFs (Fig. 1E). Immunoblot analysis 

also showed TGF-β-independent high expression of FN, PDGFR-β, FAP and α-SMA 

in resting LN-F, to levels equivalent or higher to TGF-β-activated skin-F (Fig. 1F). 

This is consistent with the notion that high α-SMA expression was associated with 

fibroblast contractility (38). Collectively, these results validate the FRC signature of 

LN-F and reveal that quiescent LN-F display some phenotypic and functional 

properties of CAFs. Our aim was then to investigate whether, and how, melanoma 

cells modulate fibroblast contractile properties of the LN metastatic niche. 

 

Factors secreted by invasive dedifferentiated melanoma cells with a MITFlow 

AXLhigh
 signature inhibit LN-F contraction 

To recapitulate the melanoma distant reprogramming of FRCs in the pre-metastatic 

LN, we treated LN-F with conditioned medium (CM) harvested from several 

melanoma cell line cultures. This CM contained all the factors secreted by melanoma 

cells. We used 3D collagen matrix assays to assess the effect of melanoma CM on 

LN-F cell contraction. Factors secreted by tumor cells, like TGF-β, are known to 

induce fibroblast actomyosin contraction, as during CAF differentiation. Strikingly, we 

observed that CM secreted by a set of melanoma cell lines (1205Lu, WM793, 

WM2032, SBCl2) drastically inhibited LN-F spontaneous contraction, while another 

set (501Mel, MeWo, SK-MEL-28, WM164) showed have any effect (Fig. 2A). 

Melanoma cells are highly plastic, harboring phenotypes going from proliferative-

melanocytic, with MITFhigh AXLlow expression, to invasive-dedifferentiated with 

MITFlow AXLhigh expression (1-5). This prompted us to analyze the ability of these two 

subsets of melanoma cell populations to modulate LN-F contractile function. We 

analyzed MITF and AXL gene expression levels in the different melanoma cell lines 

by qRT-PCR and discovered that all melanoma cell lines inhibiting LN-F contraction 

had an invasive-dedifferentiated MITFlow AXLhigh signature (Fig S2A). We confirmed 

our observation with short-term patient melanoma cultures as we observed that CM 

from the invasive MNC1, MM029 and MM099 melanomas inhibited LN-F cell 

contraction, but not the CM from the proliferative MM074 melanoma cells (Fig. 2B 
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and S2B). Our results demonstrate that the ability to modulate LN-F contraction is 

part of the invasive signature of melanoma cells. 

To get a more comprehensive view of the effect of factors secreted by invasive and 

proliferative melanomas on LN-F reprogramming, we carried out the study with two 

representative melanoma cell lines displaying the proliferative MITFhigh AXLlow 

phenotype (501Mel) or the invasive-dedifferentiated MITFlow AXLhigh phenotype 

(1205Lu). During a LN immune response, FRC activation is associated with 

proliferation, up-regulation of PDPN and other markers of fibroblast activation, and 

disruption of the RHOA-ROCK-mediated actomyosin cytoskeleton contraction due to 

the interaction of PDPN with CLEC2 (21,22,39). Similarly, 1205Lu-derived CM 

(1205Lu CM) stimulated the proliferation of LN-F (Fig. 2C) and increased the surface 

expression of PDPN observed by flow cytometry whereas 501Mel CM had no effect 

(Fig. 2D). The gene expression of several markers of activation like PDPN, FAP, 

CXCL12, LIF and TNC was also increased by 1205Lu CM, but S100A4 (FSP1) and 

ACTA2 (α-SMA) were not affected (Fig. S3A). Mass spectrometry (MS) analysis also 

revealed that 1205Lu-activated LN-F produced more extracellular matrix proteins 

(TNC, FN) and secreted more IL-6, validating the functional activation of LN-F (Fig. 

S3B). These results indicate that inhibition of contractile activity of FRCs induced by 

invasive dedifferentiated melanoma CM is a functional response of activated LN-F, 

rather than an inhibition, and is similar to the FRCs behavior observed during 

immune challenge. Importantly, our observations suggest that factors secreted by 

invasive and proliferative melanoma do not share the same abilities to reprogram LN-

F (Fig. S3A). 

The ability of fibroblasts to contract a collagen gel matrix is regulated by forces 

generated by the actomyosin cytoskeleton (30,31). To gain more insights about the 

modulation of LN-F contraction by invasive melanoma CM, we examined F-actin 

organization and phosphorylation of the ROCK substrate MLC2 in control or LN-F 

treated with 501Mel CM or 1205Lu CM by fluorescence staining. Y-27632, a drug 

inhibiting ROCK-mediated actomyosin contraction was used as control (Fig. 2E, F). 

We observed similar changes related to the inhibition of actomyosin contraction (31) 

in LN-F treated with Y-27632 or 1205Lu CM, like decreased MLC2 S19 

phosphorylation, less F-actin stress fibers and the remodeling of the cell morphology 
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from a stellate to a fusiform shape. Tumor cells drive the conversion of fibroblasts 

into CAFs with myofibroblast properties through epigenetic modifications (35,40,41). 

However, when the 1205Lu CM was removed from LN-F cultures in 3D collagen 

matrix assays, LN-F recovered their spontaneous contractile ability and were able to 

contract collagen to the same level as resting LN-F (Fig. 2G). Thus, melanoma-

induced inhibition of LN-F contraction is a reversible process and requires the 

presence of invasive melanoma cells secreted factors to be maintained. 

In order to identify molecular pathways responsible for inhibition of LN-F contraction 

by invasive melanoma CM, we performed microarray-based gene expression 

profiling on LN-F cultured in control conditions or in presence of 1205Lu CM (Fig. 

2H). From the 25 000 most expressed genes in LN-F, we selected genes 

differentially expressed (DEGs) with an absolute LogFC ≥ 0.5 and an adjusted 

pValue ≤ 0.6. We identified a set of 1 113 DEGs up-regulated in 1205Lu CM-treated 

LN-F compared to ctrl LN-F, and a set of 1 110 DEGs down-regulated, validating the 

transcriptional reprogramming of LN-F by the CM from invasive melanoma cells. 

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) of the 1 110 down-regulated genes validated 

the inhibition of pathways related to actin cytoskeleton polymerization, RHOA 

GTPase activity and also pointed towards the regulation of the mechano-responsive 

transcriptional co-activator YAP and its co-transcription factor TEAD2 in 1205Lu-

reprogrammed LN-F (Fig. 2I and S4). However, only few DEGs were found 

significantly enriched in the “contractome” pathway, a set of genes controlling 

actomyosin contractility in non-muscle cells (42) (Fig. 2J). From these DEGs, several 

GTPase-activating proteins (GAPs) and guanine nucleotide exchange factors (GEFs) 

regulating Rho GTPases were identified, such as ARHGEF2 (GEF-H1), which is 

required for RHO-mediated PDPN-induced contractility of FRCs (21). 

 

1205Lu CM-mediated suppression of LN-F contraction is associated with 

impaired YAP activity 

To validate the inhibition of the YAP signature pathway identified by GSEA (Fig. 2I 

and 3A), we investigated the effect of invasive and proliferative melanoma CM on 

YAP nuclear localization and activation. YAP is sensitive to the cell microenvironment 
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stiffness (32). The LN stiffness in the paracortical area was measured to 0.2 kPa by 

nanoindentation, and was similar to the one of 3D collagen gels used to assess the 

LN-F contraction (data not shown). However, in 2D cell culture conditions YAP 

activity is reduced in such soft hydrogel (32) we thus decided to examine the effect of 

melanoma cell CM on stiffer hydrogels (2.8 kPa), allowing the optimal visualization of 

changes in YAP localization and activity.  

In agreement with the inhibition of LN-F actomyosin-dependent contraction induced 

by invasive melanoma secreted factors, we observed by immunofluorescence that 

LN-F incubated with CM from the MITFlow AXLhigh invasive 1205Lu, WM793 or 

WM2032 cells displayed an elongated shape (Fig. 3B, C) with more cytosolic YAP 

compared to control LN-F (Fig. 3B, D). On the contrary, CM prepared from MITFhigh 

AXLlow proliferative 501Mel or SK-MEL-28 cells induced no significant change on 

YAP nuclear localization and cell elongation. Consistently, we revealed by qRT-PCR 

decreased levels of YAP target genes CYR61, CTGF and SDPR induced by the 

1205Lu-CM (Fig. 3E). We also noticed a decreased expression of genes regulated 

by the YAP co-transcription factor TEAD2 in LN-F treated with CM from MITFlow 

AXLhigh invasive 1205Lu cells  (Fig. 3F). Although less pronounced, results were 

similar in LN-F treated with 1205Lu CM on 0.2 kPa hydrogels (Fig. S5A-C).  

To address the contribution of YAP in LN-F actomyosin-dependent contraction, a 

siRNA approach was used to target YAP in LN-F (Fig. 3G). The spontaneous LN-F 

contraction in a 3D collagen assay was suppressed by YAP knockdown, revealing 

that YAP was not only a marker of the cell contraction state, but actively controlled 

LN-F contraction (Fig. 3H). Note that depletion of YAP by siRNA had no effect on LN-

F proliferation (Fig. S6B). Together, our data suggest that relaxation of the FRCs 

actomyosin network induced by factors secreted by invasive melanoma cells is 

associated with inhibition of YAP-TEAD2 transcriptional activity. 

 

The JAK1-STAT3 pathway is inhibited by invasive melanoma CM and controls LN-F 

contraction. 
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Next, we sought to determine signaling pathways linking relaxation of the actomyosin 

cytoskeleton and YAP inhibition induced by melanoma secreted factors in LN-F. Previous 

studies have demonstrated that PDPN drives the actomyosin contraction of FRCs through 

binding to proteins from the ERM family, which link membrane proteins to the cytoskeleton 

(26,27). Binding of PDPN to its only known ligand, CLEC2, dismantled the PDPN-ERM 

interaction and inhibited ERM phosphorylation and PDPN-driven actomyosin contraction 

(21,22). Our first series of data excluded the contribution of the CLEC2-PDPN-ERM pathway 

in melanoma-induced LN-F relaxation. Indeed, no significant expression of CLEC2 was 

detected in 1205Lu melanoma cells (data not shown) and immunoblot analysis showed that 

ERM phosphorylation was not modulated in 1205Lu CM-treated LN-F (Fig. 4A). However, 

1205Lu CM increased PDPN expression, as already shown by flow cytometry in Fig. 2D, and 

inhibited α-SMA, in agreement with LN-F activation and the inhibition of F-actin stress fiber 

formation. 

 

Because cytokines from the TGF-β and the IL6 family are known to regulate ROCK-mediated 

actomyosin contraction in myofibroblasts and CAFs (33,34,43), we reasoned that the TGF-β 

Receptor 1 (TGF-βR1)-SMAD pathway or the glycoprotein 130 (GP130)-JAK1-STAT3 

pathway should be involved in LN-F contractility. We previously identified by MS analysis that 

TGF-β, IL-6 and LIF were highly produced by 1205Lu cells compared to 501Mel melanoma 

cells (44). In agreement with these data, STAT3 phosphorylation was strongly induced 20 

min after stimulation of LN-F with 1205Lu CM, but decreased rapidly afterwards and 

remained inhibited 96 h later (Fig. 4B). This indicates that the JAK-STAT3 pathway was 

specifically and consistently inhibited by the CM from the invasive melanoma cell sub-

population. On the contrary, compared with basal STAT3 phosphorylation observed in LN-F 

before the addition of fresh medium (time 0), STAT3 phosphorylation was decreased after 

the addition of Ctrl medium or 501Mel CM (20 min), but was back to basal levels in 2 h. 

These results suggest that resting LN-F activated an autocrine JAK-STAT3 loop, which was 

interrupted when the LN-F supernatant was replaced by fresh medium. Indeed, we identified 

by MS that resting LN-F secrete basal levels of IL6 and LIF (Fig. S3B and data not shown). 

Sustained inhibition of STAT3 phosphorylation was also observed after 4 days treatment with 

CM prepared from other MITFlow AXLhigh invasive melanoma cells, such as the WM2032 cell 

line or the short-term MM099 cells, while LN-F STAT3 phosphorylation was back to basal 

levels with CM from the MITFhigh AXLlow proliferative short- term MM074 melanoma cultures 

(Fig. 4C). 
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In order to validate that the JAK-STAT3 inhibition by 1205Lu CM could inhibit LN-F 

actomyosin contraction, we next investigated the consequences of the modulation of the 

TGF-βR1-SMAD and GP130-JAK-STAT3 pathways on spontaneous LN-F contractility. We 

observed that the spontaneous LN-F contractile properties were not modulated by addition of 

TGF-β or LIF (Fig. 4D), nor by inhibition of the TGF-βR1 signaling by SB431542 (Fig. 4E). 

However, the JAK1/2 inhibitor Ruxolitinib strongly inhibited the spontaneous contraction of 

LN-F isolated from 4 different donors. This likely represents another yet to be defined 

pathway regulating FRC contraction, independently of autocrine LIF (Fig. 4E). Importantly, 

immunoblot analysis revealed that Ruxolitinib inhibited both STAT3 and MLC2 

phosphorylation, linking the JAK-STAT pathway to actomyosin contraction in LN-F (Fig. 4F). 

Indeed, similar to the effect of 1205Lu CM, but not 501Mel CM, Ruxolitinib inhibited RHOA 

activity in LN-F, suggesting that suppression of actomyosin contraction induced by 1205Lu 

CM was mediated through RHOA inhibition by the JAK-STAT pathway (Fig. 4G). It is known 

that Ruxolitinib inhibits both JAK1 and JAK2 kinase activities. Thus, we used siRNAs against 

JAK1 (siJAK1) and JAK2 (siJAK2) to discriminate which JAK kinase(s) was involved in LN-F 

contraction. Because JAK1 depletion, and not JAK2, inhibited LN-F-mediated 3D collagen 

matrix contraction, we identified JAK1 as the main JAK involved in LN-F contraction (Fig 4H). 

Those results were further confirmed with the observation that extinction of STAT3 

expression by siRNAs inhibited LN-F gel contraction, suggesting that JAK1 controls LN-F 

contraction through STAT3 (Fig. 4I). Looking back to the GSEA analysis of genes down-

regulated in 1205Lu CM-treated LN-F compared to Ctrl LN-F (Fig 2H, I), it seemed surprising 

to us that the JAK-STAT pathway modulation could not be identified. So we repeated the 

GSEA analysis with the 25 000 more differentially expressed genes from the microarray. 

Indeed, several genes strongly up-regulated in 1205Lu CM-treated LN-F were related to the 

negative regulation of the JAK-STAT pathway, such as the MIR146A microRNA (45), 

members of the SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling) family (46) and the phosphatases 

PTPN2 (Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 2) (47) and INPP5F (Inositol 

Polyphosphate-5-Phosphatase F) (48) (Fig. 4I). Together, our results reveal the contribution 

of JAK1-STAT3 signaling pathway in 1205Lu-mediated suppression of LN-F contraction. Our 

aim was then to find the link between JAK1-STAT3, YAP and ROCK-MLC2-actomyosin 

contraction. 

 

The JAK1-STAT3 pathway controls YAP activity and the actin cytoskeleton 

polymerization. 
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To identify the role played by JAK1-STAT3 inhibition on YAP function and actin 

cytoskeleton remodeling, we compared LN-F treated with the JAK1/2 inhibitor 

Ruxolitinib and the ROCK inhibitor Y-27632 (Fig. 5A). In agreement with the role of 

the RHOA-ROCK pathway in YAP activity and actomyosin polymerization (32), we 

found that pharmacological inhibition of ROCK  induced YAP cytosolic relocation 

(Fig. 5B), decreased F-actin stress fibers (Fig. 5C) and caused LN-F to stretch (Fig. 

5D). Similar observations were made when cells were treated with Ruxolitinib, 

suggesting that JAK1 could also maintain YAP activity and actomyosin network. This 

notion was confirmed by the observation that the extinction of JAK1 expression by 

siRNA (siJAK1) induced YAP cytosolic relocation and inhibited the formation of F-

actin stress fibers (Fig. 5E-G). Since the same effects were observed after the 

extinction of STAT3 expression (siSTAT3), we conclude that the JAK1 effects on 

YAP and actomyosin are mediated by STAT3. Indeed, the transcription of the YAP 

target genes CTGF and CYR61 was inhibited when  expression of YAP or STAT3 

was depleted by siRNA (Fig. 5H).  

Therefore, after deciphering the signaling pathway linking factors secreted by 

invasive melanomas to the relaxation of the LN-F actomyosin cytoskeleton, we 

focused our attention on the nature of these tumoral cues. 

Invasive melanoma cells release soluble proteins that inhibit LN-F contractility. 

The CM contains all the factors secreted by melanoma cells. This includes soluble 

proteins or lipids and extracellular vesicles (EVs) such as exosomes or microvesicles. 

EVs are known to promote distal metastatic tumor growth through fibroblast-

dependent niche formation (49). Knowing that 1205Lu cells actually secreted much 

more EVs than 501Mel cells (data not shown), we first investigated if EVs had any 

effect on the contraction of LN-F actomyosin cytoskeleton. The 1205Lu CM was 

depleted from EVs by ultracentrifugation and analyzed by immunoblot to control the 

enrichment of the EVs-specific tetraspanins CD9, CD63 and CD81 and the 

chaperone protein HSP70 in the EVs fraction and their absence in the EV-depleted 

1205Lu CM fraction (Fig. 6A). As shown in Fig. 6B, the 3D gel contraction by LN-F 

was inhibited to similar levels after incubation with the EV-depleted 1205Lu CM or the 

complete 1205Lu CM, while the incubation with concentrated 1205Lu EVs (5 µg/ml) 

didn’t modulated the spontaneous LN-F contraction. These results suggest any 
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involvement of melanoma EVs in the regulation of LN-F contraction. Then, we turned 

our attention towards proteins and lipids secreted independently from EVs. Proteins 

are more sensitive to heat than lipids. So, because the 1205Lu CM heated to 95°C 

for 5 min partly lost its ability to inhibit LN-F cell contraction, we hypothesized that 

proteins, rather lipids, were responsible for the 1205Lu CM-inhibition of LN-F 

contraction (Fig. 6C). To validate this idea, we treated the 1205Lu CM by the broad-

spectrum serine protease proteinase K (PK) to degrade proteins and then inactivated 

PK with the serine protease inhibitor PMSF (PhenylMethylSulfonyl Fluoride) before 

adding the 1205Lu CM on LN-F. The 1205Lu CM with impaired proteins due to PK 

treatment was not able anymore to decrease LN-F gel contraction, further confirming 

the contribution of soluble melanoma-derived proteins in suppression of LN-F 

contraction (Fig. 6D). In addition, to identify more precisely the set of candidate 

proteins mediating this effect, the 1205Lu CM was filtrated through different 

membranes with molecular weight (MW) cut-offs ranging from 100 kDa to 3 kDa to 

fractionate the proteins according to their size (Fig. 6E). 1205Lu secreted proteins 

selected by cut-offs bellow 30 kDa and above 100 kDa did not modify LN-F 

contraction while proteins selected by cut-offs above 30 kDa retained the ability to 

inhibit LN-F contraction (Fig. 6F). We thus restricted the factors secreted by 1205Lu 

able to regulate the LN-F actomyosin polymerization to EVs-free proteins with a MW 

ranging from 30 kDa to 100 kDa.  

 

Discussion 

To our best of knowledge, our study shows for the first time that human FRCs are 

contractile cells similar to murine FRCs (21-23). With their myofibroblast-like 

phenotype and high expression of PDPN and other markers like FAP or α-SMA, 

quiescent FRCs share many properties with CAFs suggesting that they could play a 

similar supportive role in the LN metastatic microenvironment. Indeed, PDPN was 

identified as a marker of CAFs in a variety of malignancies and is associated with 

metastasis and poor prognosis (50,51). PDPN expression on CAFs favors force-

mediated matrix remodeling through the high activity of the RHO‐ROCK pathway and 

promotes cancer cell invasion (51).  
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Focusing on the signaling pathway(s) driving the actomyosin contractility of FRCs, we 

identified that the spontaneous contraction of quiescent FRCs relies on a basal level 

of YAP and JAK1-STAT3 activation, and not only on the PDPN-ERM pathway as 

previously identified in mouse FRCs. YAP activation was known to reflect the 

actomyosin contractile status of FRCs (22) and CAFs (31), and to regulate FRC 

differentiation during LN development (52). However, we demonstrated that YAP is 

not only a marker but controls the actomyosin contractility of differentiated FRCs. 

YAP and the RHO-ROCK pathway are intimately linked, regulating each other and 

controlling the contraction of the actomyosin cytoskeleton (31,32). We have also 

shown that the inhibition of JAK1 or STAT3 reduced the actomyosin contractility of 

FRCs and lead to the inhibition of RHOA and YAP activities. Previous studies have 

shown that the activation of JAK1-STAT3 signaling increases ROCK-mediated 

actomyosin contractility in CAFs, and that ROCK signaling induces STAT3 

phosphorylation and transcriptional responses. Thus, JAK1-STAT3 and RHO-ROCK 

are interdependent and cross-regulate each other (34). However, it is still unclear if 

JAK1-STAT3 controls both YAP and RHOA pathways or if it controls only YAP or 

RHOA, which then regulate other(s) pathway(s). In CAFs the activation of JAK1-

STAT3 relies on TGF-β or IL6 family cytokines (33,34). While TGF-β, IL6 and LIF are 

highly secreted by 1205Lu cells (44), the addition of recombinant TGF-β or LIF did 

not modulate FRC contractility, suggesting that the JAK1-STAT3 signaling is 

independent from the TGF-β and IL6 family cytokines. Collectively, our results 

support the notion that the RHO-ROCK-driven contractility of human FRCs is not only 

controlled by the PDPN-ERM pathway, but also by signaling pathways common to 

CAFs. 

Tumors secrete inflammatory factors, such as cytokines from the TGF-β or IL6 

family, inducing the activation of myofibroblasts and CAF transformation, both 

processes associated with an increased actomyosin contractility. Importantly, we 

discovered here that melanomas with an invasive dedifferentiated signature (MITFlow 

AXLhigh) secrete factors drastically suppressing force-driven matrix remodeling by 

FRCs. Factors secreted by invasive melanoma cells but not by proliferative 

melanoma cells, inhibited JAK1-STAT3 signaling, which decreases RHO-ROCK-

MLC2 signaling and YAP activity. These pathways are interconnected and may be 

regulated through feedback mechanisms. The JAK-STAT pathway is a major 
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signaling mechanism for a wide array of cytokines and growth factor receptors. 

Further investigations are required to identify  receptor(s) involved in actomyosin 

relaxation of FRCs treated with factors secreted by invasive melanomas. 

Because CAF activation by tumoral cues is associated with the acquisition of 

contractile properties, the inhibition of FRC contractility in presence of melanoma CM 

was unexpected. However, it is part of the activation process of FRC, like during an 

immune response (21,22). Indeed we demonstrated that FRCs stimulated with 

invasive melanoma CM are activated. They proliferated more, up-regulated some 

markers of activation (FAP, PDPN), and increased the secretion of matrix proteins 

(FN, TNC) and cytokines (IL6). Changes in cell contractile potential alters fibroblast 

proliferation, and inflammation is known to trigger FRC proliferation and PDPN 

expression, while the specific underlying mechanisms remain unknown (21,22,39). 

Thus, the increased proliferation that we observed in presence of invasive melanoma 

secreted factors might have stemmed from dysregulated tension or be independently 

due to some factors secreted by invasive melanoma cells. 

Culture of FRCs with factors secreted by invasive melanoma cells strikingly 

phenocopied the prevention of  PDPN signaling by the provision of CLEC2, antibody 

blockade or genetic deficiency (21,22). It induced similar morphological changes with 

an elongated cell shape, smaller cell area, less protrusions, decreased stress fibers, 

less YAP nuclear activation, but also increased proliferation and PDPN expression. 

So while we excluded  the modulation of ERM phosphorylation by melanoma CM, the 

implication of PDPN in the inhibition of FRC contractility mediated by melanoma CM 

is still an open question. PDPN can activate the FRC actomyosin machinery 

independently of the binding of its cytoplasmic tail to ERM proteins, by engaging a 

neighboring transmembrane protein (22). Our hypothesis is that this unknown 

transmembrane protein may drive JAK1 signaling and that binding to its ligand 

secreted by invasive melanomas could dissociate such interaction. An alternative 

could be that JAK1 may directly bind to the PDPN cytoplasmic tail. Indeed, JAK1 

contains a FERM domain in its N-terminal portion, like ERM proteins, and this domain 

is responsible for direct binding to the cytoplasmic tail of integral membrane proteins 

(53). Indeed, the range of physiological effects downstream of PDPN, such as cell 

contraction, migration, proliferation or differentiation may be due to different protein 
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interactions in diverse cell types (51). Several binding partners such as CD9 (54) and 

CD44 (55) have already been identified and regulate PDPN signaling.  

We also observed that the CM produced by 1205Lu-activated FRCs was unable to 

suppress the contraction of control FRCs (data not shown), indicating that the 

inhibition of FRC contraction is directly induced by a paracrine melanoma factor, and 

not by the activation of an autocrine signaling loop in FRC. This is consistent with the 

fact that up to 8 days stimulation with melanoma CM provided a reversible signal to 

FRCs (Fig. 2G). Indeed, a 7-days stimulation with TGF-β or LIF is sufficient to induce 

sustained CAF activation through the induction of epigenetic mechanisms and 

autocrine regulatory loops (33,35), while we cannot exclude the possibility that similar 

process could take longer in FRCs. 

It is established that paracrine secretion of multiples molecules, including TGF-β, growth 

factors, and proinflammatory molecules such as IL6 family cytokines, by melanoma cells, 

promotes tumorigenesis (56) and LN metastasis (13). Melanoma EVs have been particularly 

described as potent inducers of LN pre-metastatic niches (11,12). However, EVs from 

1205Lu cells didn’t induce gel remodeling by FRCs and thus we focused our attention on 

melanoma soluble factors, and particularly on proteins. Indeed, 1205Lu CM with heat- or PK-

degraded proteins lost its ability to inhibit FRC contraction. In previous studies, we analyzed 

by MS the proteins secreted by invasive 1205Lu and proliferative 501Mel cell lines. We 

identified that 1205Lu cells secreted higher levels of cytokines, chemokines, growth factors 

but also matricellular proteins (44,57). The factors known to affect fibroblast actomyosin 

contraction, and secreted more abundantly by 1205Lu cells (TGF-β, IL6, LIF) didn’t affect 

FRC contractility. We fractionated the 1205Lu CM proteins according to their MW and 

restrained the candidate proteins to molecules between 30kDa and 100kDa, excluding small 

peptides or high MW matricellular proteins such as FN, TNC or Thrombospondins. In the 

light of the melanoma signatures identified (1-5), a detailed analysis of the factors secreted 

by invasive and proliferative melanomas is necessary to better apprehend their different 

interactions with the microenvironment and identify those controlling FRC actomyosin 

contractility. 

FRC contractile phenotype regulates LN swelling and tunes LN immunity (21,22). 

Factors secreted by melanoma in the skin may thus account for LN swelling 

observed in melanoma draining LN (15,16). One study analyzed in mice the 

reprogramming of FRC in the melanoma pre-metastatic LN using the proliferative 
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B16.F10 cell line (16). It showed an increased RHO signaling in B16.F10-draining 

pre-metastatic LN, and the enhanced capacity of cultured FRCs treated with B16.F10 

CM to contract collagen gels. These results are consistent with the increased FRC 

contractility that we observed in vitro with some proliferative human melanomas (Fig. 

2A), but doesn’t enable to conclude on the effect of invasive melanoma on FRC 

contractility in vivo.  

LNs from wild-type mice are significantly less stiff and more deformable after 

immunization or following antibody blockade of PDPN (22), demonstrating that FRC 

contractility affects LN stiffness. Microenvironment clues such as tissue stiffness (58) 

control the back and forth switches of melanoma cells between proliferative and 

invasive states to drive disease progression (1,59). A softer pre-metastatic LN 

microenvironment could then favor the switch of invasive melanoma cells reaching 

the LN to proliferative cells able to nucleate a new metastasis. The increased 

elasticity of the reticular FRC network conferred by actomyosin relaxation could also 

allow more LN stretching to give space for metastatic development without LN 

breakdown. 

Loss of FRC contractility also led to significant changes in the homeostasis and 

spacing of FRCs and T cells, with profound consequences for the LN 

microarchitecture and the population expansion of antigen-specific T cells following 

immunization. FRC controls immune cell survival and proliferation through cell 

contacts and secretion of immunoregulatory molecules (20). Spacing of FRC and 

invading metastatic cells may also regulate tumoral development with similar 

mechanisms. Loss of FRC contractility thus profoundly reprogram the biomechanical 

properties and the immune response of the LN and may be essential for the survival 

and development of metastatic melanoma cells in the LN niche. 

Our findings illustrate that FRC activation and actomyosin relaxation in LN might be a 

prognostic marker of the melanoma invasive capacities, suggesting that the 

microarchitecture of the FRC reticular network and PDPN expression could be examined in 

LN at diagnosis. Blocking the distant communication between invasive melanoma and FRC 

may inhibit the formation of a permissive biomechanical and immunological niche in the pre-

metastatic LN, thereby impinging on LN metastasis. We propose that FDA-approved 
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therapeutic agents such as the JAK inhibitor Ruxolitinib, or inhibitors of STAT3 activity, may 

be useful agents to prevent cancer dissemination through lymphatics. 

 

Material and methods 

Isolation and culture of primary fibroblasts and CAFs 

Primary human LN-F were purchased from ScienCell Research Laboratories. LN-F 

were amplified in Fibroblast Medium (ScienCell) supplemented with 1% Fibroblast 

Growth Supplement (ScienCell), 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco) and 100 

µg/ml Penicillin/Streptomycin solution (P/S, Gibco). Skin F were isolated as described 

previously (63). Melanoma skin or LN clinical specimens (n= 9) were obtained with 

written informed consent from patients and the study was approved by local ethic 

committees (Nice Hospital Center and University Côte d’Azur). Briefly, the sample 

was cut into small pieces and digested with collagenase and dispase. Following 

filtration of large debris, the solution was serial centrifuged and the final pellet was re-

suspended in Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% 

FBS and seeded in a tissue culture dish. After 30 min, CAFs have adhered to the 

dish whilst other cellular types in suspension were discarded. The identity of CAFs 

was validated by the expression of classical markers by qRT-PCR and flow 

cytometry. Skin F and CAFs were cultured in DMEM with 100 µg/ml P/S and 10% 

FBS. All fibroblasts were starved for 5 to 7 days in DMEM 0.5% FBS (control 

medium) before any experiment and were then stimulated every two days with 

control medium or melanoma CM supplemented with 0.5% FBS. They were used 

until passage 10. In some experiments, cells were treated with 2 µg/ml rh-TGF-β1 

(ImmunoTools), 2 µg/ml rh-LIF (Biotechne) or 10 µM Ruxolitinib (Euromedex), Y-

27632 or SB431542 (Selleckchem). 

Melanoma cell culture 

Melanoma cell lines were obtained as previously described (44,57,62,64). Short-term 

cultures of patient melanoma cells MM029, MM074 and MM099 were kindly provided by J.-

C. Marine and were described elsewhere (3). Patient melanoma cells (MNC1) were the gift of 

Robert Ballotti and described previously (65). Cell lines were authentified for mutations by 
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PCR and transcriptional profile by qRT-PCR and Immunoblotting. Cells were cultured in 

DMEM supplemented with 7% FBS and P/S. All melanoma cells were routinely tested for the 

absence of mycoplasma by PCR. 

Preparation of conditioned medium (CM) 

Melanoma cells were grown until 80% confluent in full growth medium. Then, cells were 

washed with PBS and cultured for 24h in medium without FBS. The culture supernatant was 

harvested and filtered (0.45 µM) to eliminate cellular debris. In some experiments, EVs and 

EV-depleted CM were prepared by differential ultracentrifugation as described (44), CM was 

incubated for 5 min at 95°C, or treated with 100 µg/ml Proteinase K (ThermoFisher) 

overnight to degrade proteins and then with 1 mM of PhenylMethylSulfonyl Fluoride (PMSF) 

(Sigma) to inactivate the Proteinase K. In other experiments, CM was filtrated through 

different membranes with MW cut-offs of 100, 50, 30, 10 and 3 kDa (Amicon Ultra-4, 

Millipore) to fractionate the proteins according to their size. Resulting CM, or EVs, were 

aliquoted and frozen at -80°C until used. 

Matrix remodeling assay 

Fibroblasts (7.5x103 cells) were embedded in 30 µl of a collagen (Corning) - matrigel (Sigma) 

mix and seeded in glass-bottom 96-well plate (MatTek). Once the gel was set (1 h at 37°C), it 

was overlaid with 100 µl control medium or CM supplemented with 0.5% FBS (with vehicle, 

cytokines or inhibitors). The gel was photographed every 1 to 3 days. The respective 

diameters of the well and gel were measured using ImageJ software. The percentage of gel 

contraction was calculated as followed: 100 - 100 x (gel area / well area) (33,62). 

Proliferation assay 

Proliferation was measured by a MTS conversion assay using the CellTiter 96 Aqueous Non-

Radioactive Cell Proliferation kit (Promega) according to the manufacturer's instructions, or 

by cell counting. We validated that all drugs and siRNAs tested in matrix remodeling assays 

didn’t affect LN-F survival (Fig. S6). 

RNAi studies 

The siRNAs targeting STAT3#1 (HA13744330), STAT3#2 (HA13744332), JAK1 

(SASI_Hs01_00174612) (Sigma), JAK2 (145131) and YAP (HSS115942) (ThermoFisher) 

were used with the respective control siRNAs: MISSION siRNA Universal Negative 

Control#1 (Sigma) and a siRNA against the Luciferase Reporter (sense: 
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CGUACGCGGAAUACUUCGATT, antisense: UCGAAGUAUUCCGCGUAC GTT) 

(ThermoFisher). Transfection of siRNAs was carried out using Lipofectamine RNAiMAX 

(ThermoFisher) at a final concentration of 50 nM. LN-F were assayed at 2 days post 

transfection. 

Real-time quantitative PCR 

Total RNA was extracted using NucleoSpin RNA Plus kit (Macherey-Nagel). Reverse 

transcription was performed with the High capacity cDNA Reverse Transcription kit 

(Life Technologies). Quantitative PCR was performed using the Platinum SYBR 

Green qPCR Supermix (Life Technologies) with the StepOnePlus System (Applied 

Biosystems). Relative mRNA levels were determined using the 2ΔΔCt method and 

ACTB, GAPDH, HPRT and PPIA as housekeeping genes. 

Microarray experiment 

For RNA analysis, LN-F were cultured for 48h with control medium or 1205Lu CM. RNAs 

from 4 different experiments (biological quadruplicate) were extracted as described above 

and analyzed on SurePrint G3 Human Gene Expression 8x60K v2 Microarrays (Agilent 

Technologies) as previously described (66). Data analyses were performed using R. We 

used the Bioconductor package array QualityMetrics and custom R scripts for quality control. 

Additional analyses were done using Bioconductor package Limma. Data were normalized 

using the quantile method. A linear modeling approach was used to calculate log ratios, 

moderated t-statistics, and P-values for each comparison of interest. P-values were adjusted 

for multiple testing using the Benjamini–Hochberg method that controls the false discovery 

rate. 

 

Analysis of functional enrichment in gene signatures in microarray data 

 

After raw data processing, we analyzed the 25 000 genes more expressed in LN-F (average 

mean expression ≥ 6). To identify pathways down-regulated by 1205Lu CM treatment, we 

selected the genes down-regulated with LogFC ≤ -0.5 in 1205Lu-reprogrammed LN-F and 

submitted these genes to Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). To analyze genes involved 

in the regulation of the STAT3 pathway, we identified genes common to the “GO negative 

regulation of receptor signaling pathway via stat” pathway, and differentially expressed with 
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an absolute LogFC ≥ 0.4. Results were presented in heatmaps generated with Prism 8 

(Graphpad) or Phantasus (https://genome.ifmo.ru/phantasus) softwares. 

Immunoblot and immunoprecipitation  

Cell lysates were prepared using RIPA buffer (Millipore) supplemented with protease 

and phosphatase inhibitors (Pierce). Proteins were separated by SDS-PAGE and 

were transferred onto PVDF membranes (GE Healthcare) for immunoblot analysis. 

Membranes were incubated with the primary antibody overnight, washed and then 

incubated with the peroxidase-conjugated secondary antibody for 1h. The following 

primary antibodies were used (diluted 1:1,000): α-SMA (Abcam), CD9, CD63, CD81, 

CAV1, ITGB1, PDGFR-β, FAP, ERM, P-ERM (T567/T564/T558), P-MLC2 (S19), 

STAT3, P-STAT3 (Y705) (Cell Signaling Technology), FN, HSP60, HSP70, MLC2, 

YAP (Santa Cruz Biotechnology) and PDPN (Biolegend). Blots were developed with 

a chemiluminescence system (ECL, GE Healthcare). For IP assays, cells lysed as 

described above were incubated in lysis buffer containing Protein G Sepharose 

beads (Merck) and a JAK1 antibody (Santa Cruz Biotechnology) overnight at 4°C 

with rocking. Beads were then washed three times with 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 

10% Glycerol, 0.1% Triton X- 100 supplemented with protease and phosphatase 

inhibitors. IP products were separated by SDS-PAGE and subjected to immunoblot 

analysis. 

RHOA assay 

RHOA activity was measured on LN-F lysates using the RHOA G-LISA Activation Assay kit 

(Cytoskeleton). Data are the mean ± SEM of arbitrary units of RHOA activity.  

Immunofluorescence analysis 

LN-F were grown 4 days on coverslips coated with collagen or on synthetic hydrogels 

of 2.8 kDa or 0.2 kDa stiffness made as described (67). Then, cells were fixed in 4% 

paraformaldehyde, permeabilized in PBS 0.3% Triton for 20 min, blocked in PBS 

0.1% Triton, 5% Goat Serum for 1h and stained overnight at 4°C with YAP (Santa 

Cruz Biotechnology) and P-MLC2 (S19) (Cell Signaling Technology) primary 

antibodies diluted 1:100 in PBS 0.1% Triton, 2% Goat Serum. Following 1h 

incubation with Alexa Fluor-conjugated secondary antibodies (1:1000, ThermoFisher) 
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and Texas Red- or Alexa Fluor 488-conjugated Phalloidin (1:200, ThermoFisher), 

nuclei were stained with Hoechst and coverslips were mounted in Prolong antifade 

(ThermoFisher). Images were acquired on a wide-field microscope (Leica DM5500B, 

40X magnification) or a confocal microscope (Nikon Eclipse Ti, 20X or 40X 

magnification). Images were analyzed with the Fiji software to quantify the cell shape 

index, the mean fluorescence per cell (Integrated density) and the nuclear/cytosolic 

ratio of YAP, assessed with the fluorescence intensity of nucleus (delimited by 

Hoechst staining) and cytosol. 

Generation and analysis of cell-derived ECM (Figures du manuscrit) 

 

To study the composition and properties of the matrix, FRC were plated on gelatin culture 

dishes for 7 days and lysed with PBS 1% Triton 100X PBS 20µM NH4OH. Matrices were 

then gently washed several times with PBS.  

For immunofluorescence analysis, matrices were incubated overnight at 4°C with anti-

fibronectin (1:100, BD Biosciences) and anti-collagen-I (1:500, Abcam). Matrices were 

observed by confocal microscopy (Eclipse Ti, Nikon), generating z-stack from top to bottom 

of the matrix. Fluorescence intensity was measured on the 3D reconstitution of the Matric 

(NIS – Elements Advanced Research, Nikon) and thickness was measured on the 2d 

projection of the 3D reconstitution.  

For immunoblot analysis, the matrices were recovered in Laemmli (Fisher Scientific) and the 

western blot was done as described above. The following antibodies were used: Tenascin C 

(AF3358, RD), SPARC (AF941, RD) and LOXL2 (AF2639, RD). 

Flow cytometry 

Cells were washed in PBS and incubated at 4°C for 30 minutes in PBS 2% FBS, 2 mM 

EDTA with CD31-FITC, CD35-PE and GP38/PDPN-APC or control isotypes antibodies 

(Biolegend). Then, cells were washed in PBS and analyzed with BD FACSCANTO II 

cytometer (BD Biosciences) and the FlowJo software. 

Migration assay (Figures du manuscrit) 

 

Cell migration was studied with Boyden chamber of 8µm porosity for melanoma cells and 

5µm porosity of PBMC (Corning). Inserts were equilibrated for 1h at 37°C with DMEM in the 
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lower and the uper chamber. For PBMC migration, the upper chamber was incubated with 

100 μg/ml fibronectin overnight at 4°C before equilibration. For invasion assay with matrices, 

the upper chamber was prepared as described above with gelatin. After this preparation 

process, 1205Lu cells migrated for 4 hours and PBMC for 90 minutes. The migrated 1205Lu 

were stained on the lower part of the membrane with DAPI and counted on pictures taken 

with epifluorescence microscope EVOS. The migrated PBMC were counted by flow 

cytometry. 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using Prism 8 (GraphPad). Unpaired two-tailed Mann-

Whitney tests were used for statistical comparisons between two groups and Kruskal-Wallis 

tests with Dunn’s post-tests or two-way analysis of variance (ANOVA) tests with Sidak’s 

post-tests to compare three or more groups. Histogram plots and curves represent mean ± 

SEM and Violin plots represent median +/- quartiles. P values ≤ 0.05 were considered 

statistically significant. 

Data availability  

The experimental data from microarray have been deposited in the NCBI Gene Expression 

Omnibus (GEO) database under SuperSerie GSEX containing 2 distinct datasets. 
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Abstract  

 

Resistance to BRAF and MEK inhibitors in BRAFV600E mutant melanomas remains a major 

obstacle that limits patient benefit. Microenvironment components including the extracellular 

matrix (ECM) can support tumor cell adaptation and tolerance to targeted therapies, however 

the underlying mechanisms remain poorly understood. Here, we investigated the process of 

matrix-mediated drug resistance (MM-DR) in response to BRAF inhibition in melanoma. We 

demonstrate that physical and structural cues from fibroblast-derived ECM abrogate anti-

proliferative responses to BRAF/MEK inhibition. MM-DR is mediated by the drug-induced 

clustering of DDR1 and DDR2, two tyrosine kinase collagen receptors. Genetic depletion and 

pharmacological inhibition of DDR1 and DDR2 overcome ECM-mediated resistance to BRAF 

inhibition. In melanoma xenografts, targeting DDRs by Imatinib enhances BRAF inhibitor 

efficacy, counteracts drug-induced collagen remodeling and delays tumor relapse. 

Mechanistically, DDR-mediated MM-DR fosters a targetable pro-survival NIK/IKKα/NF-κB2 

pathway. Our study reveals a novel role of collagen-rich matrix and DDRs in tumor cell 

adaptation and therapy resistance, thus providing important insights into environment-

mediated drug resistance and a pre-clinical rationale for targeting DDR1/2 signaling in 

combination with BRAF-targeted therapy in melanoma. 
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Introduction 

 

One of the hallmarks of cancer cells is their remarkable ability to adapt to microenvironmental 

influences such as the nature of the stroma, including the extracellular matrix (ECM) and 

therapeutic stress (Pickup et al., 2014). This is particularly true for malignant skin melanoma, 

which is one of the most aggressive human cancers and refractory diseases (Shain & Bastian, 

2016a). Approximately 50% of skin melanomas carry activating mutations in the BRAF 

oncogene, leading to the activation of the mitogen-activated protein kinase (MAPK)/ERK 

pathway. Inhibition of the BRAFV600E/K oncoprotein by BRAF inhibitors (BRAFi) such as 

Vemurafenib has markedly improved clinical outcome of patients (Flaherty et al., 2012). 

Despite this, durable responses are rare, and most patients relapse within a year of beginning 

the treatment. Significant prolonged benefit can be achieved by combining BRAFi and MEK 

(MAPK/ERK kinase) inhibitors (MEKi) such as Trametinib, yet the development of drug 

resistance remains the most common clinical outcome (Robert et al., 2019). Acquired 

resistance to targeted drugs involves mostly genetic alterations of key intracellular regulators of 

the MAPK signaling pathway, leading to restoration of the pathway and non-genetic alterations 

that are commonly associated with transcriptional reprogramming and phenotype switching 

from a “proliferative” to an “invasive” cell state characterized by low expression of MITF and 

SOX10 and high levels of AXL (Rambow et al., 2019). Such adaptive responses to BRAF pathway 

inhibition are thought to precede mutation-driven acquired resistance (Smith et al., 2016).  

However, in addition to mechanisms of resistance intrinsic to the cancer cell, dynamic, de novo 

mechanisms exist, which are orchestrated by the tumor microenvironment and occur during 

cell adaptation to therapy. Environment-mediated drug resistance (EM-DR) thus appears as an 

important contributor of cancer cell escape to therapies (Meads et al., 2009). This process has 

initially been described in multiple myeloma and other hematopoietic malignancies and has 

been related to minimal residual disease. This phenomenon is gaining importance in the field of 

melanoma with several studies reporting the involvement of stroma-derived factors in adaptive 

response and resistance to targeted therapies (Fedorenko et al., 2015, Hirata et al., 2015, Kaur 

et al., 2016, Straussman et al., 2012, Young et al., 2017). Given the key role of EM-DR enabling 

the emergence of genetic resistance, an understanding and further identification of EM-DR 

mechanisms in melanoma may help to develop more effective therapeutic strategies, thereby 

increasing the efficacy of targeted therapies.  



 4 

Tumors are complex and adaptive ecosystems that are affected by numerous stromal 

components that enhance tumor phenotypes and therapy resistance. Cancer-associated 

fibroblasts (CAFs) are activated fibroblasts and the primary producers of ECM, a highly dynamic 

structural framework of macromolecules, providing both biochemical and biomechanical cues 

required for tumor progression (Kalluri, 2016). The ECM is primarily composed of fibrillar and 

non-fibrillar collagens, hyaluronic acid, proteoglycans, and adhesive glycoproteins such as 

fibronectin, thrombospondins and SPARC. The ECM also contains matrix-remodeling enzymes 

and other ECM-associated proteins and acts as a reservoir for cytokines and growth factors. 

Interactions between cells and ECM elicit intracellular signaling pathways and regulate gene 

transcription, mainly through cell-surface adhesion receptors including integrins and discoidin 

domain receptors (DDRs). DDR1 and DDR2 constitute of a unique subfamily of receptor tyrosine 

kinases and have been identified as non-integrin collagen receptors (Leitinger, 2014, 

Shrivastava et al., 1997, Vogel et al., 1997). DDR1 and DDR2 are differentiated from each other 

by their relative affinity for different types of collagens. DDR1 is activated by both fibrillar and 

non-fibrillar collagens, whereas DDR2 is activated only by fibrillar collagens. Furthermore, their 

expression and function is associated with fibrotic diseases and cancers.  DDR1 or DDR2 are 

known to control tumor cell proliferation, and invasion, depending on the tumor type and the 

nature of the microenvironment (Valiathan et al., 2012). However, the functional role of DDR1 

or DDR2 kinase activity in mediating sensitivity to anti-cancer therapies and tumor resistance is 

poorly documented.  

Adhesion of tumor cells to ECM is one of the components of EM-DR. However, the influence of 

matrix-mediated drug resistance (MM-DR) in response to targeted therapies and the nature of 

ECM receptors driving the MM-DR phenotype in melanoma have not been addressed in detail. 

To model the contribution of the ECM in melanoma cell responses to BRAF and MEK inhibition, 

we generated fibroblast-derived 3D ECM from fibroblasts isolated from patient-derived 

biopsies (melanoma-associated fibroblasts, MAF) and analyzed the process of MM-DR with the 

aim to identify novel opportunities for microenvironment-targeted therapies. We show that 

through the pro-survival non-canonical NF-κB2 pathway DDR1 and DDR2 are key mediators of 

MM-DR in melanoma. Our findings reveal a previously unidentified role of these collagen-

activated tyrosine kinase receptors in mediating BRAF inhibitor tolerance and support the 

rationale to inhibit DDR1 and DDR2 signaling, which disrupts the therapy-resisting properties of 

the matrix microenvironment. The use of DDR1/2 inhibitors in a novel combinatorial 
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therapeutic strategy may be beneficial for melanoma patients in overcoming resistance to 

BRAF-targeted therapy.  

 

Results  

 

Fibroblast-derived 3D ECM confers drug-protective action to melanoma cells against anti-

BRAFV600E therapies 

To investigate the potential contribution of MM-DR to targeted therapies in BRAF-mutated 

melanoma cells, we employed an in vitro model of de-cellularized cell-derived 3D ECMs to 

generate native-like matrices that mimic many structural and biomolecular features typically 

found in vivo (Cukierma et al., 2001). We selected human primary fibroblasts obtained from 

healthy individuals or purified from patient metastatic melanoma biopsies (melanoma 

associated fibroblasts, MAFs) and originating from the skin or lymph nodes (LN). The different 

fibroblast cultures were functionally tested in a 3D collagen matrix contraction assay, which 

showed that unlike human dermal fibroblasts (HDF), skin and LN MAFs displayed actomyosin 

contractile activity. Similarly to MAFS, LN normal fibroblasts known as fibroblastic reticular cells 

(FRC) are myofibroblast-like cells (Fletcher et al., 2015) that showed high propensity to contract 

collagen (Fig 1A). Cell-derived matrices were then generated denuded of cells and their 

composition, architecture and rigidity were analyzed using proteomic and microscopic 

approaches. In our experimental conditions, compared to HDFs, MAFs and FRCs produced and 

assembled a dense 3D ECM composed of oriented collagen and fibronectin fibers, as shown by 

picrosirus red and immunofluorescence staining of the ECMs (Fig 1B). Proteomic analysis of the 

different fibroblast-derived ECMs further documented the molecular composition of these 

matrices, showing enrichment for several types of collagens (Fig. 1C) and core matrisome 

components including glycoproteins, proteoglycans as well as ECM regulators and ECM-

associated proteins (Supplementary Fig S1). Atomic force microscopy (AFM) analysis of ECM 

stiffness, revealed values for MAF and HDF matrices that were within range of previous 

observations (Kaukonen et al., 2016) (Fig 1D). We noticed that matrices generated from FRCs 

and MAFs were stiffer than HDF-derived ECM. Collectively, these observations validate the use 

of our experimentally derived matrices for functional studies. Next, we tested the effectiveness 

of the different fibroblast-derived ECMs to protect BRAFV600E-mutated melanoma cells against 
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the anti-proliferative effect of BRAF oncogenic pathway inhibition. We therefore developed a 

drug protection assay based on the culture of melanoma cells stably expressing a fluorescent 

nuclear label cultured on fibroblast-derived matrices (Fig 2A). Tumor cells were then treated 

with different drugs targeting the mutant BRAF/MAPK pathway (Fig 2B). Cell proliferation was 

monitored using live cell time-lapse imaging and quantified by counting the number of 

fluorescent nuclei. Cell growth inhibition induced by BRAFi was abrogated when 501MEL 

melanoma cells were cultured on MAF-derived ECM, in sharp contrast to standard cell culture 

conditions where cells were plated either on plastic or on purified collagen I (Fig 2C). Thus, MM-

DR relies on the topological and molecular features of the ECM. In line with the organization of 

the 3D matrices depicted in Fig 1, drug protection assays against Vemurafenib revealed that 

MAF- and FRC-derived matrices display higher protective abilities compared to HDF-derived 

ECM conferred protection (Fig 2D). Note that throughout the rest of this study we used either 

FRC- or MAF-derived matrices that exhibit similar functional drug protective activity. 

Importantly, FRC-derived ECM competently protected 1205Lu cells from the combination of 

Vemurafenib and Trametinib, which represents the current standard treatment for mutant 

BRAF melanoma cells (Fig 2E). Cell cycle analysis further showed that experimentally produced 

ECM from FRCs prevented the G0/G1 cell cycle arrest, induced by the targeted therapy in 

contrast to the cell culture conditions on plastic (Fig 2F). The ECM therefore transmits signals 

that prevent the cytostatic action of MAPK pathway inhibitors. At the molecular level, ECM-

mediated therapeutic escape of 1205Lu cells from BRAF inhibition was associated with 

sustained levels of the proliferation markers phosphorylated Rb and E2F1, the survival protein 

Survivin, and low levels of the cell cycle inhibitor p27KIP1, together with decreased 

phosphorylation of MEK1/2 and ERK1/2 in presence of the drugs (Fig 2G). Matrices generated 

by MAFs in addition significantly prevented the inhibitory effect of the dual RAF/MEK inhibitor 

RO5126766, compared to 501MEL cells on plastic conditions, depicted by the maintained levels 

of phosphorylated Rb and Survivin and low levels of p27KIP1 (Fig 2H). Upregulation of the pro-

apoptotic protein BIM observed in response to RO5126766 was also abrogated in cells plated 

on fibroblast-derived ECM. Notably, levels of BAX, another pro-apoptotic protein, remained 

unchanged in the different experimental settings. Similar protective effects were observed 

when short-term cultures of melanoma cells were plated on FRC- or MAF-derived ECM in 

presence of Vemurafenib (Fig 2I). Together, these results indicate that fibroblasts assembled 
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and remodeled matrices that provide a drug tolerant environment for BRAF mutant melanoma 

cell lines and short-term cultures.  

 

Expression of the collagen receptors DDR1 and DDR2 in melanoma  

Previous studies have demonstrated the critical role of ECM receptors belonging to the integrin 

family in drug resistance (Seguin et al., 2015). Moreover, BRAF inhibition has been described to 

generate a drug protective mesenchymal stroma with high β1 integrin/FAK signaling, as a result 

of the paradoxical action of BRAFi on MAFs (Hirata et al., 2015). Yet, in our experimental 

settings, we were unable to demonstrate a significant implication of the β1 integrin /FAK axis in 

drug protection conferred by fibroblast- derived ECMs. Indeed, addition of blocking β1 integrin 

antibodies or depletion of FAK both failed to prevent the protective property of fibroblast-

derived ECM against the growth and survival inhibitory signals induced by BRAFi 

(Supplementary Fig S2). 

This prompted us to interrogate the contribution of other ECM receptors in drug tolerance. 

Keeping in mind the elevated levels of fibrillar collagens found in fibroblast matrices (Fig 1C), 

we examined the functional implication of the collagen tyrosine kinase receptors DDR1 and 

DDR2 (Shrivastava et al., 1997, Vogel et al., 1997). The analysis of TCGA datasets for cutaneous 

melanoma showed that DDR1 and DDR2 genes were genetically altered in 20% and 13% of 

melanoma cases, respectively. Interestingly, a significant fraction of melanomas was found to 

be associated with high mRNA levels of DDR1 and DDR2 (respectively 11% and 7%), consistent 

with the notion that these collagen receptors may play an important role in the pathogenicity 

of melanoma (Fig 3A). Immunohistochemical analysis of DDR1 and DDR2 expression in benign 

(naevus) and malignant melanocytic skin lesions (primary and metastatic), further showed that 

DDR1 and DDR2 levels significantly increased during melanoma progression, indicating that 

DDR1 and DDR2 may represent novel prognostic factors in melanoma (Fig 3B). Tumor cell 

plasticity is critical during melanoma progression and therapeutic response (Arozarena & 

Wellbrock, 2019). We thus examined the levels of DDR1 and DDR2 in a collection of melanoma 

cell lines and short-term melanoma cultures, according to cell state differentiation markers. 

Both DDR1 and DDR2 were expressed in “classic” melanoma cell lines. Notably, high levels of 

DDR2 were found associated with low levels of melanocytic markers MITF and SOX10 and high 

levels of the invasive marker AXL in metastatic 1205Lu cells (Fig 3C) and in BRAFi-resistant 

M229R and M238R cells (Fig 3D). In short-term melanoma cultures, both DDR1 and DDR2 were 
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detected in MM099 and MM029 cells with the MITFlow, SOX10low and AXLhigh invasive phenotype 

signature (Fig 3E). The examination of additional public gene expression datasets confirmed 

that DDR2 levels were significantly linked to an AXLhigh melanoma invasive cell population 

across the Mannheim, Philadelphia and Zurich cohorts (GSE4843, GSE4841 and GSE4840), 

whereas DDR1 expression was similarly detected both in MITFlow proliferative and AXLhigh 

invasive cell phenotypes (Fig 3F) (Widmer et al., 2012). Together, these observations associate 

DDR1 and DDR2 expression with melanoma progression and link DDR2 to the invasive and 

therapy-resistant melanoma cell sub-population.  

 

Targeting DDR1 and DDR2 impairs ECM-mediated resistance to oncogenic BRAF pathway 

inhibition 

To address the contribution of DDR1 and DDR2 in MM-DR, a siRNA approach was used to target 

DDR1, DDR2 or both in melanoma cells cultured on fibroblast-derived ECM, in presence of BRAF 

and/or MEK inhibitors. Immunoblot analysis showed specific DDR1 and DDR2 protein reduction 

after siRNA transfection in BRAFi-treated 1205Lu cells (Fig 4A) and in BRAFi/MEKi-treated 

MM099 cells (Fig 4B). Compared to the single knockdown, the simultaneous knockdown of 

DDR1 and DDR2 overcame MM-DR to BRAF targeted therapy as revealed by decreased levels of 

phospho-Rb and Survivin in 1205Lu cells (Fig 4A). Similar results were obtained using a second 

combination of DDR1/2-targeting siRNA sequences (Supplementary Fig S3A). In addition, the 

depletion of both DDR1 and DDR2 enhanced the cytotoxic activity of BRAF/MEK co-targeting as 

shown by the increased cleavage of apoptotic Caspase 3 that was detected in MM099 cells (Fig 

4B). DDRs are druggable receptors, which are targeted by Imatinib, a tyrosine kinase inhibitor 

(TKI) developed as an ABL inhibitor but was later shown to inhibit DDR1 and DDR2 kinase 

activities with high efficacy (Day et al., 2008). Imatinib belongs to therapeutic molecules used in 

the clinic for the treatment of chronic myeloid leukemia (CML) and acute lymphoblastic 

leukemia (ALL) with the Philadelphia chromosome (Druker et al., 2001). Enzymatic activities of 

DDR1 and DDR2 were also inhibited by other small molecules including DDR1-IN-1 (Kim et al., 

2013). We first confirmed that Imatinib and DDR1-IN-1 efficiently inhibited type I collagen-

induced DDR1 and DDR2 tyrosine phosphorylation in 1205Lu cells (Fig 4C). Inhibition of DDR1/2 

kinases by Imatinib or DDR1-IN-1 suppressed the protective action of MAF-derived ECM against 

Vemurafenib treatment as evidenced by the strong decrease in cell proliferation observed in 

1205Lu cells co-treated with Vemurafenib and DDR1/2 inhibitors (Fig 4D). Similar potentializing 
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effects of DDR1/2 inhibitors were observed in drug-protection assays performed on FRC-

derived matrices (Supplementary Fig S3B). Mutant BRAF and DDR1/2 co-targeting in melanoma 

cells plated on MAF-derived ECM decreased levels of phosphorylated Rb and Survivin, and 

induced Caspase 3 cleavage (Fig 4E). Similar biochemical events were promoted by BRAFi or the 

combination BRAFi/MEKi in the presence of Nilotinib, a next-generation BCR-ABL inhibitor 

approved for the treatment of Imatinib-resistant patients and targeting DDR1/2 (Day et al., 

2008) (Supplementary Fig S3C). Induction of apoptosis in co-treated melanoma cells was 

further confirmed using flow cytometry analysis of cell death markers (Fig 4F).  

Recent studies have described that collagen binding to DDR1 and DDR2 leads to their activation 

and clustering and into filamentous membrane structures associated with collagen fibrils 

(Yeung et al., 2019). We thus examined the spatial distribution of DDR1/2 in melanoma cells 

plated on collagen I coated plastic dishes or on fibroblast-derived ECM. Immunofluorescence 

staining of phosphorylated DDR1 and DDR2 revealed that cells cultivated on purified collagen I 

displayed a globular dot-like distribution of the two receptors, whereas cells seeded on 3D ECM 

exhibited a significant fraction of DRR1/2 distributed into linear membrane clusters (Fig 5A and 

B). Interestingly, cell exposure to Vemurafenib dramatically increased the proportion of 

DDR1/2-containing linear clusters on 3D ECM (Fig 5A and B). Concomitantly, melanoma cell 

spreading was increased upon BRAF inhibition albeit to lesser extent on 3D ECM (Fig 5C). These 

data suggests that BRAFi-induced cytoskeletal changes drive the clustering of DDRs along 

collagen fibers and subsequent MM-DR (Fig 5D).   

Together, these findings suggest that DDR1 and DDR2 determine BRAF mutant melanoma cell 

responsiveness to targeted therapies and that the drug-tolerance action of DDRs is dependent 

to their enzymatic activities and plasma membrane distribution. 

 

Pharmacological inhibition of DDR1/2 by Imatinib improves BRAFi efficacy, counteracts drug-

induced collagen remodeling and delays tumor relapse 

The anti-tumor activity of Imatinib combined with Vemurafenib was next assessed in a pre-

clinical xenograft model of melanoma. BRAF-mutated melanoma cells 1205Lu were 

subcutaneously xenografted into nude mice (CDX model), which were exposed to Vemurafenib, 

Imatinib or Vemurafenib plus Imatinib (Fig 6A). As expected, BRAF inhibition induced a rapid 

tumor reduction, whereas Imatinib alone did not display a significant anti-melanoma effect (Fig 

6B). However, after 12 days, tumors treated with BRAFi alone had resumed growth, whereas 
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the combination with Imatinib markedly delayed tumor relapse and led to a significant 

reduction of tumor volume (Fig 6B and D) and weight (Fig 6C). Immunohistochemical analysis of 

tumor samples further documented that in comparison to single regimens, the combined 

treatment with Vemurafenib and Imatinib dramatically reduced cell proliferation and led to 

apoptotic tumor cell death as shown by in situ expression of cleaved Caspase 3 and decreased 

Ki67 (Fig 6D). Consistently, the Vemurafenib/Imatinib combination significantly increased the 

survival of melanoma-bearing mice (Fig 6E) treated for 30 days without apparent body weight 

loss or signs of toxicity throughout the study (Fig 6F). Increased collagen deposition has 

previously been described in melanoma xenografts upon treatment with Vemurafenib (Jenkins 

et al., 2015). We next investigated collagen content and fiber organization in tumor tissues 

from mice treated with the mono- or combo-therapy. Histochemical analysis showed that 

Vemurafenib treatment triggered a profound remodeling of the melanoma ECM stroma (Fig 

7A), with marked increase of the collagen fibers’ area and thickness, which was suppressed by 

Imatinib. Collagen color analysis under polarized light showed a decrease of mature orange and 

red fibers in tumors treated with the combined regimen compared to the single-agent 

treatment (Fig 7B). Finally, tumor imaging with second harmonic generation (SHG) confirmed 

the fibrillar nature of the collagen network that was rearranged upon Vemurafenib treatment 

but not upon the combined Vemurafenib/Imatinib treatment (Fig 7A and C). These data suggest 

that treatment with Imatinib counteracts the adverse effect of targeted agents on aberrant 

collagen deposition and organization, a process potentially contributing to drug resistance and 

relapse.  

 

DDR1/2-mediated MM-DR involves a targetable pro-survival NIK-IKK-NFκB2 pathway 

Finally, we wished to better characterize at the molecular level the MM-DR process that is 

promoted by collagen receptors DDR1 and DDR2. In order to identify MM-DR-related signaling 

pathways triggered by their tyrosine kinase activity, we performed phospho-kinase screening 

with protein extracts from melanoma cells cultured on fibroblast-derived matrices or plastic, in 

the presence of Vemurafenib. Unfortunately, this approach did not reveal any significantly 

augmented kinase activity or increased phosphorylation of kinase substrates (Supplementary 

Fig S4). Moreover, consistent with the results of the phospho-kinase screening, we failed to 

observe by immunoblot analysis any changes in the activity of the AKT survival pathway in 

1205Lu and 501MEL cells cultured under MM-DR conditions (Supplementary Fig S5). On the 
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contrary, biochemical analysis revealed that unlike single-agent treatment, the combined 

treatment with Vemurafenib and Imatinib dramatically reduced the levels of RelB and 

phosphorylated p65 in ECM-stimulated melanoma cells following 96 h (Fig 8A). RelA (p65) and 

RelB are components of the canonical and non-canonical NFκB pathway, respectively (Taniguchi 

& Karin, 2018). Previous studies have linked the NFκB pathway to melanoma invasion (Rathore, 

Girard et al., 2019) and growth (De Donatis et al., 2016), as well as intrinsic and environment-

mediated drug resistance to MAPK pathway inhibitors (Konieczkowski et al., 2014, Smith et al., 

2014, Young et al., 2017). Consistently, siRNA-mediated concomitant depletion of DDR1 and 

DDR2, which impaired melanoma MM-DR by triggering cell cycle arrest and apoptosis, 

decreased the expression of RelB, NFκB2 precursor protein p100 and NFκB2 p52 processed 

form in melanoma cells cultured in MM-DR conditions (Fig 8B). The non-canonical NFκB2/p52-

RelB pathway is activated by the upstream kinases NIK (NFκB inducing kinase) and IKKα (IκB 

kinase) (Fig 8C). Using a pan-IKK inhibitor BMS345541 (Fig 8D) and a recently developed NIK 

inhibitor (NIKi) (Mondragon et al., 2019) (Fig 8E), we confirmed the implication of the NFκB2 

pathway in melanoma MM-DR, as illustrated by decreased cell cycle markers and increased 

apoptotic markers in BRAFi-treated ECM-stimulated melanoma cells. Similar inhibition of p52 

and RelB was found in melanoma cells transfected with DDR1/2-targeting siRNA after exposure 

to Vemurafenib and Trametinib (Supplementary Fig S6A). Finally, comparable decreased levels 

of RelB, p100 and p52 were observed following pharmacological targeting of DDR1/2 and NIK in 

MM-DR conditions (Supplementary Fig S6B). Together, our findings suggest that melanoma cell 

adaptation to BRAFi/MEKi treatment involves the interaction of tumor cells with the 

mesenchymal stroma enriched in fibrillar collagen, thereby promoting DDR1/2-dependent 

activation of the NFκB2-RelB pathway (Fig 9).  

Discussion 

Preventing melanoma resistance and relapse to therapies targeting the BRAF oncogenic 

pathway remains a significant challenge in successful disease management. Emerging evidence 

suggests that stromal components of the tumor microenvironment including the ECM play a 

key role in establishing resistant niches by allowing melanoma cells to rapidly adapt and 

tolerate therapeutic drugs before mutation-driven resistance mechanisms are acquired (Meads 

et al., 2009, Rambow et al., 2019, Smith et al., 2016). We describe here a novel mechanism of 
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adaptation and tolerance to oncogenic BRAF pathway inhibition involving dynamic interaction 

of melanoma cells with the ECM. ECM molecular composition, fiber orientation and physical 

characteristics are profoundly altered in the vast majority of solid tumors (Pickup et al., 2014). 

By comparing cell-derived matrices produced by normal fibroblast and MAFs, we find that 

biochemical and mechanical properties of experimentally derived matrices differ remarkably 

depending on fibroblast origin. MAF-derived ECMs exhibit a high level of fiber organization and 

increased stiffness compared with ECMs generated by normal dermal fibroblasts. This is in 

agreement with that has been demonstrated in other studies (Gopal et al., 2017, Kaukonen et 

al., 2017). Interestingly, we disclose that FRCs, which are resident fibroblasts of the lymph node 

harbor some phenotypic and functional properties of MAFs. Similar to MAFs, FRCs produce and 

remodel a stiff ECM enriched in fibrillar collagens. Consistent with this, MAF- and FRC-derived 

matrices display higher drug protective efficacy to melanoma cells than ECM generated from 

dermal fibroblasts. However, it is important to note that HDF-derived ECM can confer 

protection against BRAF inhibition in contrast to classic 2D culture conditions, indicating that 

MM-DR is dependent of the structural organization of the ECM. Importantly, MM-DR was 

described with several BRAF mutant melanoma cells, regardless their transcriptional 

phenotypic signature. FRCs play key role in lymph node immune homeostasis (Fletcher et al., 

2015). Our in vitro data further indicate that similar to MAFs they have the ability to build a 

protective ECM niche, which might have potential implications for tumor cell behavior and drug 

tolerance within the lymphatic metastatic site.  

Functionally, we demonstrate that collagen receptors DDR1 and DDR2 mediate MM-DR to 

oncogenic BRAF targeted therapies through a pro-survival NIK-IKKα-NFκB2 pathway. DDR1 and 

DDR2 are unique among the receptor tyrosine kinases family as they represent non-integrin 

collagen receptors (Leitinger, 2014, Shrivastava et al., 1997, Vogel et al., 1997). Their role 

during embryonic development, wound healing and fibrosis is well described (Cario, 2018, 

Leitinger, 2014). On the contrary, their function during cancer development is less clear as they 

can act either as tumor-promoters or tumor-suppressors, according to the tissue of origin 

(Valiathan et al., 2012). Moreover, the functional implication of DDR1 or DDR2 kinase activity in 

mediating sensitivity to anti-cancer therapies remains poorly defined. DDR1 and DDR2 are both 

expressed at different levels in skin (Cario, 2018), particularly in the epidermis from which 

cutaneous melanomas originate, following the malignant transformation of melanocytes (Shain 

& Bastian, 2016b). Overlapping functions have been attributed to DDR1 and DDR2 in melanoma 
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development with regards to cancer cell growth and invasiveness. A recent study correlated 

high DDR1 expression in melanoma lesions with poor prognosis and showed that DDR1 controls 

melanoma cell invasion and survival in vitro and in a xenograft melanoma model (Reger de 

Moura et al., 2019). Other studies have reported that DDR2 depletion in melanoma cell lines 

reduces their invasive and metastatic abilities (Badiola et al., 2011, Poudel et al., 2015). In line 

with these observations, analysis of clinical samples representative of melanoma progression 

displays augmented DDR1 and DDR2 during malignant transition from benign melanocytic 

lesions to metastatic melanoma. However, examination of melanoma TCGA datasets also 

indicates a trend towards mutual exclusivity according to high levels of DDR1 or DDR2 mRNA 

expression, suggesting that their individual function may be coupled to different melanoma 

phenotypic states. Consistently, analysis of DDRs expression in melanoma cells indicate that 

high levels of DDR2, but not DDR1, is associated with the AXLhigh invasive signature also found in 

therapy-resistant melanoma cells (Muller et al., 2014, Nazarian et al., 2010, Rathore et al., 

2019). Whether DDR1 and/or DDR2 expression and signaling contribute to the late phase of 

acquired resistance remains an open question. 

Tumor cell phenotypic switching, which leads to melanoma intra-tumor heterogeneity is 

currently viewed as a major source of therapeutic escape and relapse (Rambow et al., 2019). In 

this context, collagen abundance has recently been identified as an important contributor to 

melanoma phenotype switching through lineage-specific microenvironment sensing (Miskolczi 

et al., 2018). Moreover, consistent with our observations on BRAFi-treated melanoma tumors, 

MAPK pathway blockade was shown to increase collagen synthesis in vitro (Jenkins et al., 2015, 

Titz et al., 2016) and collagen deposition in vivo, in mutant BRAF cells (Jenkins et al., 2015). We 

provide evidence for a role of DDR1 and DDR2 during the adaptive phase of tolerance to 

targeted therapies through MM-DR. Indeed it is tempting to propose that the collagen 

receptors DDRs represent a major component of the microenvironment-sensing arsenal, driving 

tumor cell phenotypic plasticity and drug adaptation. Interestingly, β1 integrin, another ECM 

receptor that plays a major role in EM-DR (Seguin et al., 2015), has also been linked to adaptive 

responses to BRAF inhibition via fibronectin-mediated activation of FAK, leading to MAPK 

pathway reactivation (Fedorenko et al., 2015, Hirata et al., 2015). Contrary to β1 integrin, 

engagement of DDRs by fibrillar collagens mediates drug tolerance in the absence of the 

reactivation of the MAPK pathway. This suggests that DDR1 and DDR2 participate in the early 

response to BRAF inhibition through a pathway distinct from β1 integrin engagement.  
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Although DDR1 and DDR2 display different affinities for collagens, DDR1 is activated by both 

fibrillar and non-fibrillar collagens whereas DDR2 is activated only by fibrillar collagens 

(Valiathan et al., 2012). The ECM produced by different types of fibroblasts was found enriched 

in various matrisome components, including fibrillar and non-fibrillar collagens that activate 

DDR1/2 clustering into linear membrane structures in melanoma cells, resembling those 

described in other studies (Agarwal et al., 2007, Yeung et al., 2019). Importantly, receptor 

clustering on collagen-rich matrices is enhanced upon melanoma cell treatment with BRAFi, 

thus making the involvement of this process during the early phase of drug adaptation very 

probable. The exact mechanism underlying the induction of DDR1/2 clustering following MAPK 

pathway inhibition is however currently unknown. Intriguingly, melanoma cells with acquired 

resistance to BRAFi exhibit increased actomyosin tension involved in YAP-mediated drug 

resistance (Kim et al., 2016). It is therefore possible that similarly to acquired resistance the 

adaptive response of melanoma cells to BRAF inhibition implicates a mechanical remodeling of 

the actomyosin cytoskeleton. This would result in the assembly of DDR1/2 into supramolecular 

membrane structures associated with collagen fibrils. Supporting this hypothesis, DDR1 

clustering has been shown to involve interactions with collagen and myosin IIA in mice 

periodontal tissues (Coelho et al., 2017).  

As mentioned above, we and others (Jenkins et al., 2015, Titz et al., 2016) have shown that 

increased collagen deposition is an early response to BRAF inhibition. Our results further 

revealed that BRAFi treatment increased collagen fiber deposition (Fig 7) and tumor stiffening 

in vivo (data not shown). This supports the notion that DDR1/2 could mediate mechanical 

signaling from MAF- or FRC-derived stiff ECM, influencing melanoma drug resistance through 

the creation of a protective niche. Together, these observations support a model in which BRAF 

targeted drugs fuel a self-feeding mechanism involving collagen-bound DDR1/2 signaling 

platforms, responsible for collagen network compaction and drug tolerance. We show that 

DDR1/2 knockdown or the inhibition of their catalytic activity impairs drug tolerance. It would 

thus be interesting to examine how genetic or pharmacological inhibition of the two receptors 

affects the assembly of their signaling platforms on melanoma cells. Another important issue 

revealed by our in vivo model of melanoma drug response is the possible implication of stromal 

DDR1/2 in the therapeutic response. Consistent with this a major role of CAF-derived DDR2 for 

the organization of collagen fibers and breast cancer metastasis has been reported (Corsa et al., 
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2016). DDR1/2 signaling might therefore influence both cancer and stromal cells during tumor 

adaptation to BRAF inhibition.  

To gain insight into DDR1/2-related signaling pathways, we performed a biochemical screen to 

identify tyrosine kinases or kinase substrates potentially involved in the MM-DR process. 

Unfortunately, this approach failed probably due to the lack of regulators of the NFκB pathway 

in the phospho-antibody array employed. Subsequent biochemical studies revealed that 

fibroblast-derived matrices enhanced the activation of the non-canonical-NFκB pathway that 

accounted for most of melanoma cell tolerance to BRAF inhibition. The NFκB2/p52-RelB 

pathway represents a major alternative route of NFκB signaling (Taniguchi & Karin, 2018), that 

has been involved in cell adhesion-mediated drug resistance (CAM-DR) in myeloma (Landowski 

et al., 2003) and in drug resistance in prostate cancer (Nadiminty, Tummala et al., 2013). In 

melanoma, the NFκB2 pathway is upregulated compared to melanocytes and prevents 

melanoma senescence through increase expression of the Polycomb-group protein EZH2 (De 

Donatis et al., 2016). Here we show that suppression of DDR1/2 signaling impaired MM-DR by 

reducing the expression of NFκB2/p52. Interestingly, the siRNA approach indicated that DDR1 

and DDR2 compensate for one another, as we observed that both collagen receptors must be 

knock-downed to fully prevent MM-DR. Consistently, DDR1/2 inhibition by the clinically 

approved TKI Imatinib improved the action of BRAFi on melanoma treatment by delaying tumor 

relapse, normalizing collagen network and increasing mice survival. Thus, this combination 

strategy could be effective in a clinical application as it allows the suppression of the stromal 

fibrotic reaction induced by oncogenic BRAF pathway inhibition and prevents tumor relapse. In 

addition, we observe that the inhibition of NIK or IKK, two upstream activators of the non-

canonical NFkB pathway (Taniguchi & Karin, 2018), also abrogated ECM-mediated resistance to 

BRAFi. How DDR1/2 connect to the NIK-IKK-NFκB2/p52 pathway is currently unknown. 

However, it is likely that the DDR1/2 signaling platforms that were identified are implicated. 

The nature of the NFκB2/p52 target genes that mediate MM-DR in melanoma is also under 

investigation.  

Finally, our work adds to the emerging notion that DDR1 and DDR2 are becoming attractive 

targets in anti-cancer therapies. Inhibiting DDR1 or DDR2 with Nilotinib (Jeitany et al., 2018), 

Dasatinib (Hammerman et al., 2011, von Massenhausen et al., 2016), or other non-approved 

inhibitors (Ambrogio et al., 2016, Grither & Longmore, 2018) has been shown to decrease 

tumorigenicity, invasion or metastasis of several types of carcinomas (Corsa et al., 2016) 
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Importantly, a recent study in melanoma and other solid tumors reported that targeting DDR2 

with Dasatinib enhances tumor response to anti-PD-1 immunotherapy (Tu et al., 2019). 

Together this later study and our study point to the critical role of these collagen receptors in 

regulating the immune and mesenchyme tumor stroma in melanoma.  

In summary, our findings reveal that DDR1/2-mediated MM-DR favors the persistence of drug-

tolerant tumor cells during the initial phase of adaptation to MAPK-targeting therapies. We also 

provide evidence that targeting MM-DR with clinically approved DDR inhibitors may represent 

an attractive salvage strategy to overcome resistance to oncogenic BRAF inhibition. This 

combinatorial approach may thus be beneficial for melanoma patients on targeted therapies.  

 

Materials and Methods 

 

Melanoma cells, reagents and antibodies 

Melanoma cell lines were obtained as previously described (Didier et al., 2018, Rathore et al., 

2019, Tichet et al., 2015). Isogenic pairs of Vemurafenib-sensitive (P) and resistant (R) cells 

(M229, M238, M249) were provided by R.S. Lo (Nazarian et al., 2010). Short-term cultures of 

patient melanoma cells MM034, MM074, MM029, MM099 were kindly provided by J.-C. 

Marine and were described elsewhere (Verfaillie, Imrichova et al., 2015). Melanoma cells were 

cultured in Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM) supplemented with 7% fetal bovine 

serum (FBS) (HyClone) and 1% penicillin/streptomycin solution. Cell lines were used within 6 

months between resuscitation and experimentation. To guarantee cell line authenticity, cells 

were expanded and frozen at low passage after their receipt from original stocks, used for a 

limited number of passages after thawing and routinely tested for the expression of 

melanocyte lineage proteins such as MITF. All cell lines were routinely tested for the absence of 

mycoplasma by PCR. For live imaging and red nuclear labeling 501Mel and 1205Lu cells were 

transduced with NucLight Red lentivirus reagent (Essen Bioscience) and selected with 

puromycin (1 μg/ml, Sigma Aldrich).  

Culture reagents were purchased from Thermo Fisher Scientific. BRAFi (PLX4032, Vemurafenib), 

MEKi (GSK1120212, Trametinib), dual RAFi/MEKi (RO5126766), DDR1-IN-1, Nilotinib, and IKK 

inhibitor BMS345541 were from Selleckchem. Imatinib mesylate was from Enzo Lifescience. NIK 

inhibitor (NIKi) was described before (Mondragon et al., 2019). FAK inhibitor PF573228 was 
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from Tocris Bioscience. An equal amount of DMSO was used as vehicle control. Collagen I was 

from Thermo Fisher Scientific. All other reagents were obtained from Sigma-Aldrich unless 

stated otherwise. β1 Integrin blocking antibody (clone AIIB2) and control isotype were from 

Merck Millipore. Information on antibodies used in this study is provided in Supplementary 

Table 1.  

 

Isolation and culture of primary fibroblasts and MAFs  

Human dermal fibroblasts (HDFs) were isolated and maintained as described previously 

(Robert, Gaggioli et al., 2006). Human lymphatic fibroblasts (FRC#1 and #2) were purchased 

from ScienCell Research Laboratories. Metastatic melanoma clinical specimens were obtained 

with written informed consent from each patient and the study was approved by the hospital 

ethic committee (Nice Hospital Center and University Côte d’Azur). Briefly, the sample was cut 

into small pieces and digested using collagenase/dispase. Following filtration of the large 

debris, the solution was serial centrifuged and the final pellet was re-suspended in DMEM 

supplemented with 10% FBS and seeded in a tissue culture dish.  After 30 min, the fibroblasts 

adhered to the dish whilst other cellular types remained in suspension. Fibroblasts were 

cultured in fibroblast medium (ScienCell) supplemented with 10% FBS and 1% fibroblast growth 

supplement (FGS) plus 1% penicillin/streptomycin solution. All experiments were performed 

with fibroblasts until passage 10. Verification of the identity of MAFs was determined by flow 

cytometry using classical markers.  

 

Fibroblast-derived 3D ECM and MM-DR assay 

3D de-cellularized ECMs were generated as previously described (Beacham et al., 2007). Briefly, 

gelatin-coated tissue culture dishes were seeded with fibroblasts and cultured for 8 days in 

complete medium, supplemented with 50 μg/ml ascorbic acid every 48 h. Cells were then 

washed with PBS and matrices were de-cellularized using a pre-warmed extraction buffer for 2 

minutes (PBS 0.5% Triton X-100, 20 mM NH4OH). Matrices were then gently washed several 

times with PBS.  

For matrix-mediated drug-resistance (MM-DR) assays, melanoma cells were seeded ontop of 

the de-cellularized 3D matrices for 48 h at 37°C in 5% CO2, and cultured in complete medium 

for a further 48 to 96h in the presence of the various inhibitors, as indicated in the figure 
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legends. Cells were detached and fixed in 80% ethanol or lysed in lysis buffer for cell cycle and 

immunoblot analysis, respectively.  

 

Matrix remodeling assay. 5 × 104 fibroblasts were embedded in 100 µl of collagen I/Matrigel 

and seeded in a glass bottom 96-well plate (MatTek) and maintained in DMEM supplemented 

with 10% FBS. Gel contraction was monitored until day 6. The gel area was measured using 

ImageJ software and the contraction was calculated using the formula 100 × (well diameter−gel 

diameter)/well diameter as previously described (Albrengues et al., 2014).  

 

RNAi studies 

Non-targeting control, DDR1#1 (VHS50139), DDR1#2 (HSS187878), DDR2#1 (HSS107350), 

DDR2#2 (HSS107352) and FAK (PTK2) siRNA duplexes were purchased from Thermo Fisher 

Scientific. Transfection of siRNA was carried out using Lipofectamine RNAi MAX (Thermo Fisher 

Scientific), at a final concentration of 50 nM. Unless stated otherwise, cells were assayed at 2 or 

4 days post transfection.  

 

Immunoblot and immunoprecipitation  

Whole-cell lysates were prepared using lysis buffer containing 50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1.5 

mM MgCl2, 1 mM EDTA, 10% Glycerol, 1% Triton X-100 supplemented with protease and 

phosphatase inhibitors (Pierce) and briefly sonicated. Proteins were separated by SDS-PAGE 

and were transferred onto PVDF membranes (GE Healthcare Life sciences) for immunoblot 

analysis. Membranes were incubated with the primary antibody overnight, washed and then 

incubated with the peroxidase-conjugated secondary antibody. Antibodies and working dilution 

used are listed in Supplementary Table 1. Blots were developed with a chemiluminescence 

system (GE Healthcare Life Sciences).  

For IP assays, cells treated with 10 μg/ml of collagen I for 18 h with the indicated inhibitors 

were lysed as described above, then incubated in lysis buffer containing Protein G Sepharose 

beads (Merck) and an antibody directed against DDR2 overnight at 4°C with rocking. Beads 

were then washed three times with 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 10% Glycerol, 0.1% Triton X-

100 supplemented with protease and phosphatase inhibitors. IP products were separated by 

SDS-PAGE and subjected to immunoblot analysis. 
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Proliferation assay 

For real time analysis of cell growth using the IncuCyteTM ZOOM imaging system (Essen 

Bioscience), cells stably expressing the nuclear fluorescent label red NucLight reagent were 

plated in quadruplicate in complete medium (5 x 103 cells/well for 501MEL and 15 x 103 

cells/well for 1205Lu cells) in coated (fibroblast-derived ECM or Collagen type I) or uncoated 

wells in a 12 well plates. Phase contrast images were taken every hour over a 5-day period. Cell 

proliferation was quantified by counting the number of fluorescent nuclei over time to give cell 

growth rate. Growth curves were generated using the IncuCyteTM cell proliferation assay 

software. Alternatively, cell proliferation was analyzed by counting cells with Hoechst-stained 

nuclei. 

 

Flow cytometry  

Cell cycle profiles were determined by flow cytometry analysis of propidium iodide (PI)-stained 

cells as previously described (Didier et al., 2018). Melanoma cells cultured on top of fibroblast-

derived matrices and treated with the indicated drugs for 48 h were washed, fixed in 80% 

ethanol and incubated at -20°C for 24 h. Cells were then stained for 20 min at 37°C in buffer 

containing 40 μg/ml PI and 20 μg/ml ribonuclease A. Cell cycle profiles were collected on a 

FACSCanto II (Becton Dickinson). Cell death was evaluated following staining with AnnexinV/PI 

(eBioscience) and analyzed by flow cytometry as described (Didier et al., 2018).  

 

Immunofluorescence and microscopy 

Cells were grown on type I collagen-coated glass coverslips (0.14 mg/ml) or fibroblast derived 

ECM-coated glass coverslips. After Vemurafenib treatment, cells were rinsed with PBS, fixed in 

4% paraformaldehyde (PFA), and incubated in PBS containing 10% normal goat serum (Cell 

Signaling) for 1 h, then incubated overnight with the indicated primary antibodies diluted in PBS 

containing 2% normal goat serum. Following incubation with Alexa Fluor-conjugated secondary 

antibodies, coverslips were mounted in ProLong antifade mounting reagent (Thermo Fisher 

Scientific). F-actin was stained with Alexa Fluor 488 phalloidin (1:100; Thermo Fisher Scientific). 

Nuclei were stained with DAPI. Images were captured using a wide field (Leica DM5500B, at x 

63 magnification) or Zeiss LSM 510 META laser scanning confocal microscopes. Cell area and 

globular versus linear clusters of cells (n > 50) were determined and quantified using the ImageJ 

software.  
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Following fixation and incubation with primary antibodies and Alexa Fluor-conjugated 

secondary antibodies, de-cellularized matrices on coverslips were mounted in ProLong antifade 

reagent. Images were captured using a wide field microscope (Leica DM5500B, at x 40 

magnification). The orientation of fibronectin and collagen fibers was assessed in the 

immunofluorescence images using ImageJ software. Data were plotted as frequency of 

distribution.  

Cleaved caspase 3 and Ki67 staining was assessed on 5 μm frozen sections of cell-derived 

melanoma xenografts. Samples were fixed for 30 min with 3% PFA in PBS, rehydrated for 10 

min in Tris 0.1 M, permeabilized in Tris 0.1 M + 1% Triton for 1 h, and then blocked for 1 h in 

Tris 0.1M containing 1% BSA, 0.3% Triton, anti-CD16/CD32 (FC Block, 1/100). Antibodies were 

diluted in Tris 0.1M containing 1% BSA, 0.3% Triton and incubated overnight at 4°C. After 

washes with Tris 0.1M, bound antibodies were detected using Alexa Fluor 488 or Alexa Fluor 

594-conjugated secondary antibody. Images were captured using a wide field microscope (Leica 

DM5500B, at x 40 magnification). 

 

Mass spectrometry analysis  

Proteomic analysis of de-cellularized matrices was performed as described in Gopal et al. 

(Gopal et al., 2017). Briefly, ECM proteins were solubilized in urea, reduced and alkylated and 

proteins were digested with first PNGase F (New England BioLabs), endoproteinase Lys-C 

(Promega) and high-sequencing-grade trypsin. Each sample was reconstituted in 0.1% 

trifluoroacetic acid (TFA) 2% acetonitrile and analyzed by liquid chromatography (LC)–tandem 

mass spectrometry (MS/MS) in an LTQ-Orbitrap-Velos (Thermo Electron, Bremen, Germany) 

online with a nanoLC Ultimate 3000 chromatography system (Dionex). For protein identification 

and estimation of abundance, the acquired raw LC Orbitrap MS data were processed using the 

MASCOT search engine (version 2.4.1). Spectra were searched against a SwissProt Human 

database. The protein abundance was calculated using the iBAQ score and represented as 

molar percent. 

 

Phospho-kinase profiling 

Phospho-kinase screening was performed using a phospho-kinase array (Proteome Profiler 

Human Phospho-Kinase Array #ARY003B; R&D Systems) according to the manufacturer’s 
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instructions. After cell extraction, 600μg of protein was added per sample. Array spots were 

analyzed using ImageJ software.  

   

Atomic force microscopy 

Mechanical properties of fibroblast-derived matrices were analyzed by AFM using a Bioscope 

Catalyst operating in Point and Shoot (Bruker Nano Surfaces), coupled with an inverted optical 

microscope (Leica DMI6000B, Leica Microsystems Ltd.). The apparent Young’s Modulus (Εapp) 

was measured on unfixed ECM using a Borosilicate Glass spherical tip (5 μm of diameter) 

mounted on a cantilever with a nominal spring constant of 0.06 N/m (Novascan Technologies). 

The force-distance curves were collected using a velocity of 2 μm/s, in relative trigger mode and 

by setting the trigger threshold to 1 nN. Εapp values were represented as a boxplot using 

GraphPad Prism (GraphPad software). 

 

Cell line-derived xenograft (CDX) tumor models 

Mouse experiments were carried out in accordance with the Institutional Animal Care and the 

local ethical committee (CIEPAL-Azur agreement NCE/2018-483). 1 × 106 1205Lu melanoma 

cells were subcutaneously implanted into both flanks of 6 week old female athymic nude nu/nu 

mice (Janvier, France). The tumor was measured by caliper and the volume was calculated 

using the formula: V = tumor width x tumor length2 x 0.5. When the tumor reached 75 mm3, 

mice were randomly grouped into control and test groups. Vemurafenib (35 mg/kg) and 

Imatinib mesylate (75 mg/kg) were delivered (alone or in combination) intraperitoneally three 

times per week. Mice in the control group were treated with vehicle alone. Mice were treated 

for 30 days and followed for up to 50 days or until tumors reached a pre-defined volume (1000 

mm3). After animal sacrifice, tumors were dissected, weighed, and snap frozen in liquid 

nitrogen in optimal cutting temperature compound (OCT; Tissue-Tek) (Gentaur) for 

immunofluorescence analysis or formalin fixed and paraffin embedded for picrosirius red 

staining or SHG analysis. 

 

Fibrillar collagen imaging  

Collagen in de-cellularized matrices or in paraffin-embedded melanoma tissues was stained 

with picrosirius red using standard protocols. Tumor sections were analyzed by polarized light 

microscopy as described (Rich & Whittaker, 2005). Images were acquired under polarized 
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illumination using a light transmission microscope (Zeiss PALM, at 5 x magnification). Fiber 

thickness was analyzed by the change in polarization color. Birefringence hue and amount were 

quantified as a percent of total tissue area using ImageJ software. 

Second harmonic generation (SHG) imaging of paraffin-embedded melanoma tissues was 

recorded on a Zeiss 510 NLO microscope (Carl Zeiss Microscopy) with Mai Tai HP DeepSee 

(Newport Corporation) and 360-440 nm band pass filter.  

 

Tissue microarray analysis 

Immunohistochemistry analysis of DDR1 and DDR2 expression was assessed on TMA sections 

(US Biomax) using VECTASTAIN Elite ABC Kit (Vector Laboratories) with the DAB reagent (Vector 

Laboratories) and counterstained with haematoxylin (Fisher Scientific), following the 

manufacturer’s instructions. Images were captured on a bright field microscope (Nikon, at 20 x 

magnification).    

 

Analysis of gene expression from public databases 

Publicly available gene expression data sets of human melanoma samples were used to analyze 

DDR1 and DDR2 levels in the Mannheim (GSE4843), Philadelphia (GSE4841), and Zurich 

(GSE4840) cohorts. Proliferative and invasive melanoma subgroups were defined as previously 

described (Rathore et al., 2019, Widmer et al., 2012). Survival data from the skin melanoma 

TCGA database were retrieved using cBioPortal (cbioportal.org).  

 

Statistical analysis  

Unless otherwise stated, all experiments were repeated at least three times and representative 

data/images are shown. Statistical data analysis was performed using GraphPad Prism 8 

software. The unpaired two-tailed Mann-Whitney test was used for statistical comparisons 

between two groups. The Kruskal-Wallis test with the indicated post-tests or two-way analysis 

of variance test with Sidak’s post-test was used to compare three or more groups. Error bars 

are ± SEM. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. Composition, topology and mechanical properties of fibroblast-derived 3D ECMs.  

A Images show collagen matrix gel contraction by HDF (human dermal fibroblasts), skin-MAF 

(melanoma associated fibroblasts isolated from skin lesions), LN-FRC (lymph node fibroblast 

reticular cells), and LN-MAF (melanoma associated fibroblasts isolated from metastatic lymph 

node).  

B Immunofluorescence analysis of fibronectin (green) and collagen (red) fibers on de-

cellularized ECM produced by human fibroblasts. Fibers orientation was quantified using ImageJ 

software. Scale bar, 10 µm. Images of picrosirius red stained collagen are shown. 

C Collagens identified by mass spectrometry in fibroblast-derived ECM produced by HDF, skin 

MAF or by two FRCs (FRC#2 and FRC#5). See Supplementary data for the complete list of 

matrisome core proteins and matrisome-associated proteins (n = 3).   

D Atomic force microscopy (AFM) measurement of the elastic properties (Young’s modulus) of 

fibroblast-derived ECMs (n = 2). 

 

Figure 2. Fibroblast-derived 3D ECM confers drug-protective action to human melanoma cells 

against anti-BRAFV600E therapies. 

A Scheme of the ECM-mediated drug protection assay.  

B Illustration of the BRAFV600E pathway and the MAPK pathway inhibitors used in the study. 

C Time-lapse imaging of the proliferation of NucLight-labeled 501MEL cells plated on plastic 

(left panel), Coll-1 (collagen-1; middle panel) or LN-MAF-derived ECM (right panel) treated with 

vehicle or 2 µM Vemurafenib using the IncuCyte ZOOM system.  

D Quantification of proliferation of NucLight-labeled 1205Lu cells plated for 48 h on plastic or 

on the indicated fibroblast-derived ECM prior a 96 h treatment with 5 µM Vemurafenib. 

*P<0.05, ****P<0.001, two-way ANOVA followed by Sidak’s multiple comparison test. 

E Quantification of the proliferation of 1205Lu cells plated for 48 h on plastic or FRC-derived-

ECM prior treatment with 2 µM Vemurafenib and 0.01 µM Trametinib for 96 h. ****P<0.001, 

two-way ANOVA followed by Sidak’s multiple comparison test. 

F Flow cytometry analysis of cell cycle distribution of 501MEL cells cultured on plastic or MAF-

derived ECM and treated with vehicle or 2 µM Vemurafenib. The percentage of cells in different 

phases of the cell cycle is indicated. 
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G, H, I Immunoblotting of protein extracts from 1205Lu and 501MEL cell lines and short-term 

melanoma cultures (MM029) cultivated as described above on plastic or the indicated 

fibroblast-derived ECM in the presence or not of Vemurafenib 5 µM (G), 2 µM (H, I), or the dual 

RAF/MEKi RO5126766 1 µM (H) for 48 h, using antibodies against P-MEK1/2, P-ERK1/2, P-Rb, 

E2F1, Survivin, p27KIP1, BIM or BAX. HSP60, loading control.  

 

Figure 3. Expression of DDR1 and DDR2 in human melanoma.  

A Meta-analysis of 363 cutaneous melanoma from TCGA (skin cutaneous melanoma, PanCancer 

Atlas) (http://www.cbioportal.org/) showing the percentage of samples with genetic alterations 

of DDR1 and DDR2. Cases with missense (green) and truncating (blue) mutations, amplification 

(red) and mRNA overexpression (pink) are indicated; gray, individual cases.  

B Immunohistochemical analysis of DDR1 and DDR2 levels on human melanoma tissue 

microarrays. Representative IHC images and quantification (right bar histograms) of DDR1 and 

DDR2 expression in normal skin, naevus, primary melanoma (PM) and lymph node melanoma 

metastases (MM). Scale bar, 100 µm. Samples were scored as low, medium or high for DDR1 or 

DDR2 expression (naevus, n = 12; PM, n = 30; MM, n = 20).  

C, D, E Immunoblotting of equal amounts of protein extracts from melanoma cell lines (C), 

isogenic pairs of parental sensitive and BRAFi-resistant cell lines (D) or short-term cell cultures 

from BRAF mutant patients using antibodies against DDR1, DDR2 or markers of the melanoma 

cell phenotype switching AXL, MITF or SOX10. ERK2, loading control. 

F Box and whisker plots (10th to 90th percentile) show DDR1 and DDR2 expression across 

proliferative (Prol, n=53) versus invasive (Inv, n=33) cell states of melanoma cultures within the 

Mannheim, Philadelphia, and Zurich cohorts (GSE4840, GSE4841 and GSE4843, respectively 

data sets). The expression of AXL and MITF is shown as differentiation control markers. ns, non 

significant (p>0.05); ****p<0.0001 two-tailed Mann Whitney test. 

 

Figure 4. Inhibition of DDR1 and DDR2 by genetic or pharmacological approaches abrogates 

ECM-mediated resistance to BRAFV600E pathway inhibition. 

A Immunoblotting of protein extracts of siCTRL-, siDDR1#1-, siDDR2#1- or siDDR1#1/siDDR2#1-

transfected 1205Lu cells plated on MAF-derived ECM treated with vehicle or 5 µM Vemurafenib 

for 96 h, using antibodies against DDR1, DDR2, P-MEK1/2, P-ERK1/2, P-Rb or Survivin. HSP60, 

loading control.  

http://www.cbioportal.org/
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B Immunoblotting of protein extracts from short-term melanoma cell cultures MM099 

transfected with siCTRL-, the combination siDDR1#1/siDDR2#1 or siDDR1#2/siDDR2#2 prior 

being cultivated on FRC-derived ECM and treated with vehicle or 2 µM Vemurafenib combined 

with 0.01 µM Trametinib, using antibodies against DDR1, DDR2, P-ERK1/2 or cleaved Caspase 3. 

HSP60, loading control.   

C Immunoblot analysis of collagen I (Coll-I)-induced DDR1 and DDR2 tyrosine phosphorylation 

in 1205Lu cells. Cells were incubated with 10 µg/ml of Coll-I in the presence or not of 7 µM 

Imatinib or 1 µM DDR1-IN-1 for 18 h. After cell lysis, DDR2 autophosphorylation was analyzed 

with anti-P-DDR2 following immunoprecipitation (IP) with anti-DDR2 antibodies. DDR1 

autophosphorylation was analyzed in total cell lysates with anti-P-DDR1. HSP60 was used as 

loading control. 

D Time-lapse imaging of proliferation of NucLight-labeled 1205Lu cells plated for 48 h on MAF-

derived ECM prior treatment with 5 µM Vemurafenib in the presence or not of 7 µM Imatinib 

or 1 µM DDR1-IN-1 for the indicated time (left). The histograms show quantification of cell 

proliferation at the experiment end point (right). ****P<0.001, Kruskal-Wallis test followed by 

Dunn’s multiple comparison test.  

E Immunoblotting of protein extracts from 1205Lu cells cultivated on MAF-derived ECM, 

treated or not with 5 µM Vemurafenib and/or 7 µM Imatinib using antibodies against P-Rb, P-

ERK1/2, Survivin or cleaved Caspase 3. HSP60, loading control.   

F Flow cytometry analysis of cell death (Annexin V/PI labeling) in 1205Lu cells plated on FRC-

derived ECM and treated with vehicle or 5 µM Vemurafenib in the presence or not of 7 µM 

Imatinib or 1 µM DDR1-IN-1. Right bar histograms show the distribution of cells (% of total) 

across the different forms of death. 

 

Figure 5. Interaction of melanoma cells with 3D-ECM induces the clustering of DDR1 and 

DDR2 upon BRAFi treatment.  

A Representative images of 1205 cells cultivated on collagen-I (Coll-I) or FRC-derived ECM for 

48 h prior treatment with vehicle or 5 µM Vemurafenib for 96 h. Immunofluorescence for 

Phospho-DDR1 (P-DDR1) (red; top panels) and Phospho-DDR2 (P-DDR2) (red; bottom panels), F-

actin (green) and nuclei (blue) is shown. Enlarged images of P-DDR1 and P-DDR2 

immunostaining are shown. White arrows indicate P-DDR1 and P-DDR2 cell membrane linear 

clustering. Scale bar = 10 µm. 
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B, C Quantification of globular versus linear clusters of phosphorylated DDR1 and DDR2 (B) and 

of cell area (C) from immunofluorescence staining shown in (A) using Image J software. Data are 

from >50 individual cells (n=3). ****P<0.0001, Kruskall-Wallis test followed by Dunn’s multiple 

comparisons test. 

D Quantification of 1205Lu cell proliferation following cultures on Coll-I or FRC-derived 3D-ECM 

in the presence or not of 5 µM Vemurafenib showing as a control the drug protective effect of 

fibroblast-derived ECM against BRAFi compared to Collagen I coating. 

 

Figure 6. Targeting DDR1 and DDR2 by Imatinib sensitizes melanoma tumors to BRAFV600E 

inhibition.  

A Outline of the experimental set up and treatment regimens.  

B 1205Lu cells were s.c. inoculated into nude mice and when tumors reached 75 mm3, mice 

were treated with the indicated mono- or combo-therapy for 30 days. Graphs show tumor 

growth following treatment by indicated drugs. Data shown are mean ± SEM of tumor volume  

(n = 6; ****P<0.0001, two-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test).  

C Scatter plot graphs showing the tumor weight upon treatment by the indicated mono- or 

combo-therapy. Data shown are mean ± SEM of tumor weight. ***P<0.0002, Kruskall-Wallis 

test followed by Dunn’s multiple comparison test; ns, non significant. 

D Immunofluorescence stainings using anti-cleaved Caspase 3 (red), anti-Ki67 (green) and DAPI 

in tumor sections of 1205Lu-derived xenografts from (B). Scale bar, 100 µm. A microphotograph 

of the tumor size in each treated group is shown (representative of n=5 to 10).  

E Kaplan-Meier survival curves of mice treated with vehicle, Imatinib, Vemurafenib or 

Vemurafenib/Imatinib. Median time to progression was 18, 20, 36 and 48 days, respectively. 

Log rank (Mantel-Cox) for Vemurafenib vs Vemurafenib/Imatinib mesylate. ****p < 0.0001. 

F Mouse body weight was measured at the indicated day. Data shown are mean ± SEM (n = 10).  

 

Figure 7. Imatinib normalizes collagen deposition and remodeling induced upon BRAFi 

treatment.  

A Sections of 1205Lu xenografts from Fig. 6B were stained with picrosirius red and imaged 

under transmission light (upper panels) or polarized light (middle panels) (scale bar, 500 µm) or 

imaged by second harmonic generation (SHG) microscopy (lower panels) (scale bar, 50 µm) to 

examine collagen fiber network upon the mono or combined regimens. 
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B Quantification of collagen maturity and fiber thickness in 1205Lu xenografts stained with 

picrosirius red using polarized light microscopy. Birefringence hue and amount of collagen 

fibers were quantified as a percent of total tissue area.  

C Quantification of collagen fibers using SHG microscopy in tumor sections from (A). ***p< 

0.0002, Mann-Whitney test.  

 

Figure 8. Targeting the non-canonical NFκB2 pathway overcomes DDR1/2-dependent MM-DR 

to BRAF/MEK inhibition and leads to apoptotic melanoma cell death.  

A Immunoblotting of protein extracts from 1205Lu cells cultivated on MAF-derived ECM treated 

with vehicle or 5 µM Vemurafenib and/or 7 µM Imatinib, for the indicated time using 

antibodies against P-ERK1/2, P-Rb, Survivin, cleaved Caspase 3, RelB, P-p65 and HSP60 as 

loading control.  

B Immunoblot analysis of protein extracts from siCTRL- or siDDR1/2-transfected SKMEL5 cells 

plated on FRC-derived ECM in the presence of 2 µM Vemurafenib and 0.01 µM Trametinib for 

96 h using antibodies against DDR1, DDR2, P-ERK1/2, E2F1, Survivin, cleaved Caspase 3, RelB, 

p100/p52 and HSP60 as loading control were used. 

C Illustration of the non-canonical p52/RelB NFκB2 pathway and inhibitors used in the study. 

D Immunoblot analysis of protein extracts from 1205Lu cells cultivated on MAF-derived ECM 

for 96 h in the presence of Vemurafenib and/or a pan-IKK inhibitor (IKKi, BMS-345541 3 µM) 

using antibodies against P-ERK1/2, P-Rb, Survivin, RelB, P-p65 and HSP60 as loading control.  

E Immunoblotting of protein extracts obtained from SKMEL5 cells that were plated on FRC-

derived ECM and treated with 5 µM Vemurafenib in combination or not with the 5 µM DDR1/2 

inhibitor DDR1-IN-1 or 10 µM NIK inhibitor (NIKi) for 96 h. Antibodies against P-ERK1/2, P-Rb, 

Survivin, cleaved  Caspase 3, RelB, p100/p52 and HSP60 as loading control were used. 

 

Figure 9. Model of DDR1/DDR2-dependent matrix-mediated drug resistance to MAPK-

targeting therapies in melanoma. BRAF-mutated melanoma cells adapt to BRAF/MEK inhibition 

by turning on a drug tolerance pathway that is initiated by collagen-rich environments 

interacting with cancer cell DDR1/2. Clustered DDR1/2 activates a non-canonical NFκB2 

(p52/RelB) resistance pathway that is therapeutically targetable with clinically approved 

compounds such as Imatinib or with pre-clinically tested NIK inhibitors.  
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS  
 

Supplementary Figure 1. Quantitative mass spectrometry analysis of fibroblast-derived  ECM.  

Complete list of core matrisome and matrisome-associated proteins detected by mass 

spectrometry of fibroblast-derived ECM produced by HDF, skin MAF or by two lymphatic FRCs 

(FRC#2 and FRC#5). The table provides the Mascot results and the molar % (iBAQ score) for 

identified proteins at 1% FDR. Identified proteins were matched with the human matrisome 

database (Naba A, Ding H, Whittaker CA, Hynes RO. http://matrisomeproject.mit.edu) to 

retrieve the division and the category. The blue histogram and the values correspond to the 

molar % calculated for the entire dataset or for the different matrisome categories.  

 

Supplementary Figure 2. Blocking β1 integrin/FAK pathway does not inhibit ECM-mediated 

resistance to BRAF inhibition. 

A Quantification of 501MEL cell proliferation following 48 h of culture on plastic or FRC-derived 

ECM prior to treatment with 2 µM Vemurafenib in the presence or not of β1 integrin blocking 

antibodies (10 µg/ml) or FAK inhibitor (5 µM) for 7 h. ns, non significant, *P<0.05, Kruskal-Wallis 

test. 

B Immunoblotting of protein extracts from siCTRL- or siFAK-transfected 501MEL cells plated on 

FRC-derived ECM treated with vehicle or 2 µM Vemurafenib or 1 µM dual RAF/MEK inhibitor 

RO5126766 for 72 h, using antibodies against FAK, P-MEK1/2, P-ERK1/2, P-Rb, Cyclin D1 or 

survivin. HSP60, loading control. 

 

Supplementary Figure 3. Inhibition of DDR1 and DDR2 by genetic or pharmacological 

approaches abrogates ECM-mediated resistance to BRAFV600E pathway inhibition. 

A Immunoblotting of protein extracts of siCTRL-, siDDR1#2-, siDDR2#2- or siDDR1#2/siDDR2#2-

transfected 1205Lu cells plated on MAF-derived ECM in the presence or not of 5 µM 

Vemurafenib for 96 h, using antibodies against DDR1, DDR2, P-MEK1/2, P-ERK1/2, P-Rb or 

survivin. HSP60, loading control (n=2).  

B Time-lapse imaging of proliferation of NucLight-labeled 1205Lu plated for 48 h on FRC-

derived ECM prior treatment with 5 µM Vemurafenib in the presence or not of 7 µM Imatinib 

http://matrisomeproject.mit.edu/
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or 1 µM DDR1-IN-1 for the indicated time. Right bar histograms show quantification of cell 

proliferation at the experiment end point. ****P<0.001, Kruskal-Wallis test.  

C Immunoblotting of protein extracts from 1205Lu cells cultivated on FRC-derived ECM for 96 h 

in the presence of 5 µM Vemurafenib, 0.01 µM Trametinib or the combination of 2 µM 

Vemurafenib and 0.01 µM Trametinib, in the presence or not of 5 µM Imatinib or 10 µM 

Nilotinib using anti-P-MEK1/2, P-ERK1/2, P-Rb, E2F1, Survivin, or Cleaved Caspase 3 antibodies 

(n=2). HSP60, loading control.  

 

Supplementary Figure 4. Analysis of the phospho-proteome of BRAFi-treated melanoma cells 

cultivated on 3D-ECM.  

A Kinases and phosphorylated substrates were detected using an immunoblot array (Proteome 

Profiler Human phospho-kinase array kit). 501MEL cells were cultured on plastic or 3D-ECM for 

48 h prior treatment with 2 µM Vemurafenib for additional 2 days before preparation of cell 

lysates and immunoblot array analysis following manufacturer’s instructions.  

B Mean pixel density was analyzed using Image J software.   

 

Supplementary Figure 5. Analysis of phospho-AKT levels in BRAFi/MEKi-treated melanoma 

cells cultivated on 3D-ECM.  

A Immunoblotting of protein extracts from 501MEL cells plated on plastic or FRC-derived ECM 

in the presence or not of 2 µM Vemurafenib, 1 µM RO5126766, 0.01 µM Trametinib or the 

combination 0.01 µM Trametinib/2 µM Vemurafenib for 72 h, using antibodies against P-

ERK1/2, P-AKT, P-Rb or p27KIP1. HSP60, loading control. 

B Immunoblotting of protein extracts from 1205Lu cells plated on plastic or FRC-derived ECM in 

the presence or not of 2 µM or 5 µM Vemurafenib or 1 µM dual RAF/MEKi RO5126766 for 72 h, 

using antibodies against P-ERK1/2, P-AKT, P-Rb or p27KIP1. HSP60, loading control. 

 

Supplementary Figure 6. Pharmacological targeting of DDR1/2 or NIK decreases expression of 

NFκB2/p52 and RelB in ECM-cultivated and BRAFi-treated melanoma cells.  

A Immunoblot analysis of protein extracts from siCTRL- or siDDR1/2-transfected short-term 

MM099 cells plated on FRC-derived ECM in the presence of 2 µM Vemurafenib and 0.1 µM 

Trametinib for 96 h. Anti-DDR1, DDR2, P-ERK1/2, RelB, p100/p52 and HSP60 as loading control 

were used. 
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B Immunoblot analysis of protein extracts from 1205Lu cells plated on FRC-derived ECM and 

treated with or without 5 µM Vemurafenib in the presence or not of DDR1/2 inhibitor (DDR1-

IN-1, 5 µM) or NIK inhibitor (NIKi, 10 µM) for 96 h. Antibodies against P-ERK1/2, RelB, p100/p52 

and HSP60 as loading control were used. 
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Primary Antibody Company Catalog number Dilutions

AXL (C89E7) Cell Signaling 8661 WB 1:1000

BAX Cell Signaling 2772 WB 1:1000

BIM (H-191) Santa Cruz sc-11425 WB 1:1000

Caspase 3 Cell Signaling 9662 WB 1:500

Cleaved Caspase 3 Cell Signaling 9661 IF 1:100

Collagen I Abcam ab34710 IF 1:500

Cyclin D1 (DCS-6) BD Biosciences 556470 WB 1:1000

Cyclin D1 (DCS-6) BioLegend 681902 WB 1:1000

DDR1 (D1G6) XP® Cell Signaling 5583 WB 1:1000 IHC 1:100

DDR2 Cell Signaling 12133 WB 1:1000

DDR2 (3B11E4) Santa Cruz sc-81707 IHC 1:50

E2F1 Cell Signaling 3742 WB 1:1000

ERK2 Santa Cruz sc-1647 WB 1:1000

FAK Upstate 05-182 WB 1:1000

Fibronectin (EP5) Santa Cruz sc-8422 IF 1:200

HSP60 (K19) Santa Cruz sc-1722 WB 1:1000

Ki67 Abcam ab16667 IF 1:250

MEK2 GeneTex GTX630542 WB 1:1000

MITF (C5) Invitrogen MA5-14146 WB 1:1000

NFkB2 p100/p52 (18D10) Cell Signaling 3017 WB 1:1000

p-DDR1 (Tyr792) Cell Signaling 11994 WB 1:1000 IF 1:100

p-DDR2 (Tyr740) R&D System MAB25382 WB 1:1000 IF 1:100

p-ERK1/2 (Thr202/ Tyr204) Cell Signaling 9101 WB 1:1000

p-FAK (Tyr397) Cell Signaling 3283 WB 1:1000

p-MEK1/2 (Ser 221) (166F8) Cell Signaling 2338 WB 1:1000

p-P65 (Ser536) (93H3) Cell Signaling 3033 WB 1:1000

p-PDGFRb (Tyr751) R&D System AF1767 WB 1:500

p-Rb (Ser795) Cell Signaling 9301 WB 1:1000

p27Kip1 (D69C12) Cell Signaling 3686 WB 1:1000

PDGFRb (C82A3) Cell Signaling 4564 WB 1:1000

Rb (4H1) Cell Signaling 9309 WB 1:1000

RelB (C1E4) Cell Signaling 4922 WB 1:1000

SOX10 Abcam ab155279 WB 1:1000

Survivin Cell Signaling 2808 WB 1:1000

Secondary Antibody Company Catalog number Dilutions

Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody Cell Signaling 7076 WB 1:2000

Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody Cell Signaling 7074 WB 1:2000

Goat anti-Rabbit, Alexa Fluor® 488 Invitrogen A11034 IF 1:200

Goat anti-Rabbit, Alexa Fluor® 594 Invitrogen A11012 IF 1:200

mouse anti-goat IgG-HRP Santa Cruz sc-2354 WB 1:5000

Supplementary Table 1: List of antibodies used in this study
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ECM Glycoproteins (molar %) 

Proteoglycans (molar %) 

ECM-affiliated proteins (molar %) 

Secreted Factors (molar %) 

ECM Regulators (molar %) 
Gene names HDF MAF FRC2 FRC5

FN1 0,57 1,45 3,59 2,92
TGFBI 0,97 3,17 2,54 2,15

EMILIN2 7,07 4,02 0,00 0,00
TNC 1,72 5,17 2,17 1,05
FBN1 2,13 0,33 3,59 3,42
FBN2 6,05 0,10 2,82 1,81

FBLN1 1,19 6,02 0,15 1,51
FBLN2 2,71 3,14 1,38 1,68
FBLN5 0,27 1,80 4,19 2,73
THBS1 1,45 1,61 2,06 1,67
THBS2 0,04 0,00 4,79 4,95

DPT 4,44 5,25 0,39 0,28
CYR61 0,94 0,17 4,35 3,15

EFEMP2 1,26 2,14 3,40 2,30
EFEMP1 0,44 0,00 3,05 3,28

NID1 0,39 0,07 4,41 3,48
NID2 0,26 0,32 4,39 3,38

MFAP2 2,09 0,57 3,84 3,48
IGFBP3 4,78 3,36 0,00 0,00
IGFBP5 1,01 0,00 5,11 4,87
IGFBP7 0,00 0,00 10,37 0,74
LTBP2 2,66 0,59 3,85 3,34
LTBP1 0,26 0,03 5,29 4,17
MXRA5 4,13 6,33 0,00 0,00
TNXB 5,14 1,98 0,04 0,20
ELN 7,78 1,65 0,00 0,00

AEBP1 4,03 3,97 1,56 1,23
LAMB2 2,17 0,55 1,21 0,21

EMILIN1 2,23 2,46 2,52 2,23
THSD4 2,25 0,05 3,68 3,01
ECM1 1,46 3,09 3,48 2,85
LAMA5 0,17 0,00 0,00 0,72

SBSPON 0,00 0,00 0,00 0,00
SPARC 0,03 0,03 7,16 3,26
HMCN1 0,00 11,11 0,00 0,00

PCOLCE 1,95 1,35 5,72 1,07
ABI3BP 0,00 0,18 0,00 0,00
CTGF 0,00 0,00 8,14 2,01

LAMC1 0,27 0,07 3,77 2,40
PXDN 0,28 0,00 5,48 3,35
LAMB4 0,35 0,05 3,88 3,19
SPON2 0,00 0,00 6,42 4,69
SRPX2 0,07 0,00 5,61 4,58
LAMA4 0,13 0,02 4,07 2,21
MFGE8 0,03 0,00 6,96 3,62

TINAGL1 0,01 0,00 3,04 3,26
LAMB1 0,02 0,00 4,20 2,48

Core	matrisome	
ECM	Glycoproteins

(molar	%)

Gene names HDF MAF FRC2 FRC5
BGN 0,95 0,56 3,59 2,96

HSPG2 0,44 1,75 3,99 3,28
DCN 4,09 1,77 2,52 1,95
LUM 5,63 0,81 2,39 1,69

VCAN 0,96 0,31 2,59 3,26
PRELP 10,34 0,77 0,00 0,00
FMOD 10,78 0,34 0,00 0,00

Core	matrisome

(molar	%)
Proteoglycans

Gene names HDF MAF FRC2 FRC5
LGALS1 1,00 1,18 5,47 2,91
LGALS8 0,36 1,63 7,84 1,04
LGALS3 0,40 2,82 5,66 2,20

ANXA2;ANXA2P2 1,21 1,07 4,75 2,47
ANXA1 0,66 0,27 5,88 2,83
ANXA6 0,12 0,05 8,59 2,03
ANXA5 0,18 0,22 7,66 2,69
GREM1 0,18 0,49 4,57 2,41

ECM-affiliated	proteins
Matrisome-associated

(molar	%)

Gene names HDF MAF FRC2 FRC5
LOX 0,04 0,67 5,29 3,40

LOXL1 1,95 1,89 3,91 3,10
LOXL2 0,01 0,15 5,44 4,06
LOXL3 0,00 0,00 0,00 0,00
LOXL4 0,64 2,13 5,23 2,02
TGM2 1,89 0,61 4,08 2,36
HTRA1 0,97 2,15 1,88 1,49

SERPINH1 0,27 0,17 5,95 3,61
CSTB 1,27 7,01 2,53 0,30
TIMP3 3,48 2,23 0,93 2,91
CD109 3,64 7,47 0,00 0,00
CTSB 0,38 0,85 6,41 3,09

MMP14 0,00 0,00 8,86 2,25
ADAMTSL1 0,00 0,59 6,61 2,93
ADAMTSL4 7,92 0,88 0,33 0,55
SERPINE2 0,82 0,18 3,63 3,17
SERPINE1 0,00 0,00 5,11 3,71

CTSK 0,86 10,25 0,00 0,00
P4HA2 0,00 0,00 8,30 2,56
P4HA1 0,00 0,00 6,87 3,47
PLOD2 0,00 0,00 8,57 1,96
PLOD1 0,00 0,00 7,47 3,45
HTRA3 4,76 6,35 0,00 0,00
F13A1 2,18 0,41 3,38 2,19
TIMP1 0,00 0,00 8,45 2,66

LEPRE1 0,00 0,00 6,78 3,97
SULF1 0,00 0,00 6,57 4,13

Matrisome-associated
ECM	regulators

(molar	%)

Secreted	factors

Gene names HDF MAF FRC2 FRC5
S100A4 9,17 1,94 0,00 0,00
S100A6 3,80 1,10 3,12 2,00
S100A9 1,95 3,39 1,42 1,83

S100A10 1,04 0,45 6,38 3,10
S100A11 2,02 0,21 5,49 2,79
S100A13 1,28 5,46 3,44 0,80
CXCL12 5,80 4,96 0,16 0,14
GDF15 0,15 0,00 4,72 4,51
WNT5A 9,64 0,00 0,97 0,14
FGF2 0,58 0,70 3,63 3,00

ANGPTL4 0,24 0,00 5,21 3,80
ANGPTL2 8,42 2,69 0,00 0,00

(molar	%)
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Supplementary Figure 6 
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