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RESUME

Développement et caractérisation d’une molécule antinéoplasique ciblant ’TAMPK et MELK

Le mélanome, cancer de la peau au fort potentiel métastatique, représente aujourd’hui plus de 280 000
cas, dont plus de 60 000 déces, chaque année dans le monde. Lorsqu’il atteint un stade métastatique, la
mortalité de ce cancer augmente drastiquement et le taux de survie a 5 ans n’est plus que de 50%. En effet,
malgré les progres significatifs apportés ces dix dernieres années dans la prise en charge thérapeutique du
mélanome métastatique avec ’arrivée des thérapies ciblées et des immunothérapies, plus de 50% des patients
ne disposent pas de solution thérapeutique leur procurant une réponse efficace a long-terme. Aujourd’hui, il est
donc primordial de trouver de nouvelles stratégies thérapeutiques pour ces patients.

Aprés s’étre intéressé aux propriétés anticancéreuses de la Metformine, une molécule utilisée
initialement en tant qu’antidiabétique, notre laboratoire a développé des composés dérivés de cette molécule en
collaboration avec I’Institut de Chimie de Nice (ICN) afin d’améliorer les propriétés pharmacocinétiques et
d’amplifier I’effet antinéoplasique de 1a Metformine, jusqu’alors insuffisant(es) pour apporter un bénéfice chez
I’Homme atteint d’un mélanome en monothérapie (essai clinique NCT01840007). Nous avons alors identifié
un composé, le CRO1S, capable d’induire la mort des cellules cancéreuses a des doses 1000 fois moins
importantes que la Metformine. Cette molécule provoque la mort des cellules cancéreuses par autophagie et
apoptose par plusieurs mécanismes moléculaires. D’une part, le CRO15 va induire une perturbation de la
respiration mitochondriale et provoquer 1’activation de la voie AMPK. D’autre part, la molécule va inhiber
directement la kinase MELK, un oncogene surexprimé dans de nombreux cancers, ce qui va induire 1’activation
de la protéine p53. Les deux voies induisent alors conjointement 1’expression de la protéine REDDI1,
responsable de la mort cellulaire observée. De plus, dans des xénogreffes de cellules de mélanome chez la
souris, CRO15 est capable de provoquer la diminution de la croissance tumorale.

Ensuite, étant donné les effets de la Metformine sur la réponse immunitaire antitumorale, notamment
via ’activation de la voie AMPK, nous nous sommes intéressés au role de CRO15 dans cette réponse. Nous
avons alors montré dans un modele de carcinome de colon que CRO15 induisait, in vivo, 1a potentialisation de
la réponse aux anti-PD1 en termes de survie et de croissance tumorale chez des souris immunocompétentes.
L’analyse des populations immunitaires infiltrant la tumeur indique que CRO1S5 induirait une diminution des
macrophages M2 dans ces tumeurs. De plus, nous avons montré in vitro que notre composé modulait la
polarisation des macrophages humains en induisant la diminution de ’expression des marqueurs de surface
M2, principalement. Bien qu’elles doivent étre approfondies, ces données suggérent qu’en plus de provoquer
un effet cytotoxique dans les cellules cancéreuses, CRO15 serait capable de moduler la réponse immunitaire
antitumorale pour favoriser 1’élimination de la tumeur. Cette molécule serait donc un candidat prometteur
dans le cadre de 1’¢laboration d’une nouvelle stratégie thérapeutique contre le mélanome et d’autres cancers

solides.

Mots-clés : Mélanome — Traitements — AMPK — MELK — REDD1 - Immunothérapies



ABSTRACT

Development and characterization of an antineoplastic drug targeting AMPK and MELK

Melanoma is a skin cancer with a high metastatic potential. Today, over 280,000 cases of melanoma
are reported every year in the world, leading to the deaths of more than 60,000 people. These past ten years,
the emergence of new treatments such as targeted therapies or immunotherapies significantly improved the
clinical management of metastatic melanoma. Nevertheless, patients with metastatic disease still have a dismal
prognosis with a five-year survival of just 50%. Hence, there is an urge to new therapeutic approaches to fight

melanoma.

Our lab was first interested in antitumoral properties of an antidiabetic drug Metformin. Despite good
antineoplastic effects observed in vitro and in mice, no benefit to late-stage melanoma patients was observed in
a clinical trial (NCT01840007). To improve the pharmacokinetics and the antitumoral properties of Metformin,
we screened derivative compounds to identify CRO1S, effective on melanoma cells at doses thousand-fold
lower without apparent toxicity for normal cells. This compound induces cancer cells death by apoptosis and
autophagy with a dual mechanism. On the one hand, CRO15 disrupts the mitochondrial respiration and triggers
the activation of the AMPK pathway. On the other hand, it inhibits the MELK Kkinase oncogene, triggering
p53 activation. Both pathways come together to increase REDD1 expression, triggering cell death both in vitro

and in a mouse model of melanoma xenograft.

Considering growing evidence of Metformin’s effects in antitumoral immune response via the
activation of the AMPK pathway, we studied the effects of CRO15 in this process. Using a colon carcinoma
allograft model, we showed that CRO15 potentiates the response to the anti-PD1, reducing tumoral growth
and improving the survival of immunocompetent but not immunocompromised mice. The analysis of the
immune infiltrate suggests that our compound decreases the infiltration of the M2 macrophages in tumors.
Besides, CRO15 influences the polarization of human macrophages in vitro and seems to decrease mostly M2
surface markers. Although these data need to be strengthened, they suggest that besides causing a cytotoxic

effect, CRO15 could modulate the antitumoral immune response to promote the elimination of the tumor.

Altogether, our data suggest that CRO15 is a promising drug candidate opening new therapeutic

strategies in the management of melanoma and other solid tumors.

Keywords: Melanoma — Treatments — AMPK — MELK — REDD]1 - Immunotherapies



REMERCIEMENTS

Tout d’abord, je tiens a remercier tous les membres de mon jury d’avoir accepté d’évaluer mon
travail de these :

Le Pr. Caroline Robert et le Dr. Mehdi Khaled en tant que rapporteurs, le Dr. Celio Pouponnot
en tant qu’examinateur, le Dr. Frédéric Bost en tant que président du jury et le Dr. Stéphane Rocchi en
tant que directeur de these. Merci a vous tous pour le soin et I’attention que vous avez porté a mes

travaux.

J’aimerais également remercier les membres de mon comité de suivi de these, le Dr. Laurent
Boyer et le Dr. Célio Pouponnot pour leur bienveillance et leurs bons conseils lors de nos réunions
annuelles. Merci d’avoir été ouverts a la discussion et de m’avoir guidé dans les moments charnieres

de mon projet de these.

Ensuite, je tiens vraiment a remercier mon directeur de these, le Dr. Stéphane Rocchi. Stéphane,
depuis mon stage de master 1 je peux compter sur ton soutien indéfectible. Comme tu le sais, je suis
passée par beaucoup de phases différentes pendant ma these : du stress des débuts de these a la pression
de la fin de thése, en passant par les moments difficiles sur mon projet initial et aux moments heureux
lorsque le papier du projet « CRO15 » a été accepté, tu m’as toujours fait confiance. Quelques soient
les difficultés que nous avions sur notre chemin, tu n’as jamais remis en cause ma parole ou mes
résultats et tu ne m’as jamais incriminé pour cela. A chaque moment de doute, que ce soit au niveau
professionnel ou méme personnel, ta porte était ouverte pour discuter, avec compréhension et
bienveillance. Tu as également su prendre les bonnes décisions au bon moment pour moi. Pour tout

cela, je te respecte et je te remercie.

Je voudrais également remercier le Pr. Thierry Passeron, mon second chef d’équipe, pour sa
gentillesse, ses bons conseils lors de nos réunions d’équipe et sa bonne humeur ! Merci aussi Thierry
de m’avoir fait confiance lors de mon stage de master 2 et de m’avoir accompagnée lors de ce stage.

Ensuite, je voudrais remercier toute mon équipe. Et quelle équipe !

Fanny (Fafa), je ne sais pas vraiment par oi commencer tellement les souvenirs et les anecdotes

me viennent lorsque je pense a notre « duo ». Tu es arrivée au début de ma deuxieéme année de these



mais j’ai 'impression qu’on se connait depuis bien plus longtemps. Lorsque tu as commencé a
travailler sur le projet HA15 avec moi, notre collaboration est devenue tellement naturelle et évidente
que j’avais du mal a me souvenir de comment ¢’ était « avant ». Tu m’as beaucoup apporté, autant d’un
point de vue professionnel que d’un point de vue personnel. Tout devenait plus facile et beaucoup
moins stressant avec toi. Tu m’as apporté une certaine sérénité au laboratoire qui - tous les collegues
qui m’ont connu avant te le diront — me manquait auparavant. Je n’oublierai jamais ton aide précieuse
notamment a 1’animalerie (la semaine et méme les week-ends !), ta bonne humeur constante, ton
écoute, et surtout le bon nombre de fou-rires qu’on a eu en manipant ensemble. Merci de rigoler a mes
blagues nulles (je me sens moins seule) ! Merci aussi pour les moments de détente en dehors du labo
qu’on s’ offrait de temps en temps toutes les deux (les petits restos de fin de manip’ souris, les quelques
apres-midis shopping...) et toutes les bonnes discussions que nous avons eues a ces moments-la. Tu
es une personne tres consciencieuse dans son travail et qui veut toujours bien faire — tes collegues
peuvent toujours compter sur ta motivation et ton soutien. Tu es comme une grande sceur de labo ;

merci d’avoir été 1a pour moi. Et surtout : Aperoooooo !

Patricia, ma petite Pat’. Tout d’abord, désolée pour toutes les fois ou ma langue a fourché et ou
je t’ai appelé Pak x). Plus sérieusement, je te remercie pour ta présence et ton aide précieuse depuis
mon 1 stage de master ! Il nous a fallu quelques temps pour nous adopter 1’'une et 1’autre, mais je
pense pouvoir dire que cela valait le coup ! Tu es une personne au grand cceur, tres riche de tes voyages
a travers le monde et de tes expériences passées, qui se soucie du monde qui I’entoure. Au laboratoire,
tu es un peu le pilier de I’équipe. J’ai pu profiter pendant ma theése de ta grande expérience du labo : a
chaque souci technique, tu as la solution ! Tu es également toujours volontaire et enthousiaste pour
apprendre de nouvelles choses lorsque 1’occasion se présente. Bien que tu m’aies épaulé tout au long
de ma these, je retiens bien siir particuliecrement 1’aide inestimable (technique et morale) que tu m’as
apporté lors des révisions du papier. En pleine période de « déconfinement » et ses horaires aménagées
(en mode tu lances le blot le matin, je le finis I’aprés-midi et on se donne un petit coup de fil tous les
jours pour faire le point), on s’en souviendra longtemps de ces révisions (#REV46). Ce qui est sir,
c’est que sans ce travail d’équipe, je n’y serai pas arrivé, alors merci beaucoup ! Je te remercie
également d’avoir été la tout simplement, dans les moments parfois délicats pour me soutenir mais
surtout dans tous les bons moments passés ensemble pour rigoler, raconter n’importe quoi et partir en

cacahuete !

Claire, appelée aussi Clairounette de Aups ! L une des pionnieres de 1’équipe 12, toute petite a

ses débuts (I’équipe, pas toi !). Tu es une personne tres discrete et j’ai appris a te connaitre au fur et a



mesure de mes années de these. Je suis toujours impressionnée par le nombre de manip’ que tu peux
lancer dans une journée (toujours en toute discrétion) lorsque tes cellules sont prétes : tu envoies du
lourd ! Toujours dans des projets tres innovants (tu vois que je ne dis pas toujours du mal sur les projets
« pigmentation » X)) et souvent avec du « challenge » technique, tu ne baisses jamais les bras. Nous
n’avons pas beaucoup travaillé directement ensemble mais tu trouvais toujours un moment (malgré tes
journées chargées) lorsqu’il y avait besoin de m’expliquer et de me montrer des manip’s que je ne
connaissais pas. Je te remercie donc pour ¢a mais surtout pour tous les repas sympathiques passés
ensemble, lorsque tu craques completement (souvent le jeudi ou le vendredi) et que cela part en vrille
(j’espere que tu effaces ton historique internet de temps en temps !) et en fou-rires. Merci également

pour les bonnes patisseries et desserts que tu nous prépares de temps en temps. C’est toujours un régal !

Nedra, pour moi tu fais toujours partie de 1’équipe méme si en cette fin de these ta présence
nous fait cruellement défaut. J’adore ta spontanéité, ton dynamisme mais aussi ta générosité et cela me
manque déja. Tu es une boule d’énergie qui redouble d’efficacité pour pouvoir concilier ton travail et
ta vie de famille (qui s’est agrandie). Quand tu es dans le labo et que dans I’empressement tu fais
tomber un tube, toute la piece est au courant grace aux jolis noms d’oiseaux que tu donnes audit tube
dans un langage que toi seule (dans la piece) comprend. Cela me fait beaucoup sourire quand j’y
repense et j’ai I’impression de t’entendre encore ! Merci pour ton sourire, tes emportements, ta
franchise, tes patisseries tunisiennes (miam !), ton soutien (lors de nos manips souris en parallele !), et
ton rire (Jusqu’au larmes !) mémorable, chantant et tres communicatif. J’espere que tu vas pouvoir

revenir vite au labo et dans I’équipe car je sais qu’il n’y a pas qu’a moi que tu manques.

Guillaume, dit aussi « GB I'ITA-CHU, consultant chez Yukin Therapeutic », un peu long
comme nom... Toujours pour te faire remarquer ! Plus sérieusement, derricre ta nonchalance apparente
et ta modestie tu as un bagage incroyable (scientifique Claire, je te vois rigoler !) et tu es une mine de
savoir et d’informations (notamment pour les jeunes stagiaires ou thésards qui débutent).
Professionnellement, tu es enfin considéré et récompensé a ta juste valeur et j’en suis tres heureuse
pour toi car tu le méritais (Profite, c’est bien parce que je suis en fin de these que je te dis des choses
gentilles comme ¢a ! Ne prends pas trop 1’habitude !). C’est assez bizarre a dire, mais merci pour toutes
les vannes que tu m’envoyais a longueur de semaine et celles que tu me laissais te dire en retour. Méme
si parfois j’en prenais pour mon grade, tu as aiguis€é mon autodérision et mon second degré et je suis
préte a dégainer en retour maintenant ! Tu m’as également ouvert les yeux sur certaines choses et j’ai
appris a mieux me connaitre. On se ressemble peut-€tre plus qu’on ne veut bien I’admettre sur certains

points (et ca fait flippeeeeeeeer !). Sans compter que j’ai aussi considérablement augmenté mes



réflexes pour attraper tout objet volant dans les pieces ! Cela dit, pour la santé mentale de Patricia, il
vaudrait mieux que je te cache ta balle avant de partir. Bref, merci pour tout (Allez toi aussi tu y as le

droit : Aperoooooo !)

Thomas, el Toto le varois du Luc (pardon, de Le Luc!) ! Merci d’avoir été présent depuis
(presque) le début de ma these. L’aventure CRO15 n’aurait pas été la méme sans toi ! Derriere les
blagues, tu as répondu présent lors des révisions du papier et tu nous as apporté ton aide et tes conseils
précieux. Merci également d’avoir pris le temps de relire et corrigé certaines parties de ma these ! De
maniere générale, tu es toujours prét a aider les étudiant(e)s en these (les personnes sans ames ahah),
a partager ton expérience avec nous, tu es toujours ouvert a la discussion et tu apportes ton soutien en
cas de petit coup de blues passager (les manips’ qui ne marchent pas, toi-méme tu sais x)). Tu te soucies
toujours du bien-étre des personnes qui t’entourent et tu es quelqu’un de bien. Apres tous tes efforts,
je suis vraiment trés contente pour toi que tu aies obtenu ton poste et j’espere que tu vas pouvoir en
profiter a fond ! Tu vas me manquer avec toutes tes petites anecdotes, tes jeux de mots et ton accent
chantant. Merci aussi pour les découvertes musicales : j’ai une petite pensée pour toi a chaque fois que

J’écoute « Paris Combo » !

Michaél, je te vois d’ici raler de la longueur de mes remerciements et ¢a me fait sourire : « Oh
la la la la ! Huit pages de remerciements, elle a encore écrit un pavé ! On ne va quand méme pas lire
tout ¢ca ! ». J’espere tout de méme que tu arriveras jusqu’a cette partie, méme si tu sautes tous les autres
paragraphes. Mica, quand tu es arrivé au labo (ou plutdt revenu puisque tu étais la bien avant moi)
j’étais déja bien avancé dans ma these et donc déja un petit peu en mode « craquage » (je n’ai pas pu
faire illusion bien longtemps !). Méme si je te connais depuis moins longtemps que les autres, je t’ai
finalement assez vite adopté. J’aime ta philosophie de vie, avec toi tout est simple (« Y’a pas de
probleme ! »). Il n’y a pas besoin d’avoir été treés longtemps avec toi au labo pour comprendre que tu
aimes profondément ton métier (ou ton loisir comme tu dis :p). Tu m’as fait prendre du recul quand
j’en avais besoin, et tu m’as presque réconcilié avec le métabolisme (qui me fait un peu moins peur
qu’avant) ! Merci pour tous tes conseils sur les manip’s (notamment celles d’immuno), pour les
discussions scientifiques (et autres !) et pour les bieres partagées (ton autre loisir ahah). Je suis
également trés contente que tu aies eu ton poste, et méme si je n’ai pas besoin de te le dire : profites-

en bien !

Gilbert, sacré Gigi ! Je te remercie pour toutes les petites attentions que tu as au laboratoire

pour nous rendre la vie plus facile. Avec toi tout est carré et clean, et méme si j’aime bien te taquiner



avec ¢a de temps en temps, c’est une qualité appréciable en laboratoire ! Tu es une personne gentille,
serviable et d’une grande sensibilité et c’est agréable de discuter avec toi (quand tu ne fais pas le
cake :p). Merci de faire le DJ en fin du déjeuner pour mettre un petit peu I’ambiance, et surtout merci
pour tes mini spectacles d’imitation : tu as un talent certain pour nous faire bien rire. A quand le one-

man-show spécial labo ? ;)

Marjorie, ou plutét Marjo. On n’a pas beaucoup eu 1’occasion de travailler ensemble au labo
(chacune sur nos projets un peu différents) mais nos petites sorties en dehors du labo : balade/rando
du dimanche ou les soirées « coucous » ou anniversaire étaient bien agréables ! Méme si de prime
abord tu es une « grande raleuse » (tu ne diras pas le contraire je pense, ahah), moi ¢a me fait toujours
un peu sourire et c’est toujours tres sympa de partager un petit peu de temps avec toi et de papoter
toutes les deux (et/ou avec Djampa). Je me souviendrais toujours de la rando de Peillon pendant
laquelle j’ai perdu mon chien (juste apres avoir dit : je connais quelqu’un qui a perdu son chien une
fois en balade x)) et vous m’avez aidé a le chercher pendant plus d’une heure (ou 2 ?!). Heureusement

que vous étiez la. Bref, merci pour ta compagnie au labo mais surtout en dehors du labo !

Meri, I would like to thank you being my supervisor during my “master 2 internship”. It seems
to be quite a long time ago now... But I remember it was a nice experience and a nice project (which
leads to a good paper!). I also learned to speak English more easily with you as I was practicing every
day (I admit I lost it a little bit since then :/). I also thank you for the help you provide me during my

thesis and for your cheerfulness!

Hanene, je te connais depuis mon master 1 dans I’équipe 1 et depuis ce jour la tu as toujours
été tres bienveillante avec moi. Tu es une personne tres discreéte qui n’a jamais un mot plus haut que
I’autre et ¢a fait du bien. Merci pour ta gentillesse et ton soutien. Je te trouve treés courageuse de t’étre
lancée dans une theése apres une pause dans tes études, courage pour la fin de ta theése qui s’annonce

déja tres bien !

Lauriane, tu as rejoint I’équipe pendant ton stage de master 2 et le courant est tout de suite bien
passé avec ta bonne humeur et ton entrain naturel. Je sais que ta theése n’est pas forcément facile tous
les jours avec un projet pas forcément évident et surtout des mélanocytes de patients qui poussent
comme ils en ont envie, mais garde courage, tu es sur la bonne voie ! Je te remercie pour les échanges
sympathiques que nous avons eus (notamment dans ma voiture, quand je te déposais sur le chemin de

la musique).



Adrien, tu es le petit jeunot de 1’équipe (mais pas beaucoup plus jeune que moi, n’est-ce pas ?!
Gare a toi si tu dis encore le contraire - méme si tu fais une téte et demie de plus que moi !). Je te
remercie pour les petits mots gentils et les petits compliments que tu nous fais au labo et qui font
plaisir :) Je suis contente de te voir vivre cette grande aventure de la paternité ! Profite bien de Léa et

d’Eden dans votre nouvelle vie a trois !

Ana, I met you only few weeks ago and unfortunately we won’t have so many time to get to
know each other. You seem to be a nice girl (and I’m sure you are since you told me you’re a big fan
of Harry Potter :p) and a good scientist ! Thank you answering my naive questions about metabolism.

I hope you will enjoy your postdoc experience in the team :)

Je souhaiterai également remercier les anciens membres de 1’équipe :

Tout d’abord Caroline. Caro, tu étais 1a a mes tous débuts de these et c’était tres sympathique
de partager ces premiers mois de these avec toi. M€me si j’aurais aimé que tu restes un peu plus a Nice,
je suis contente que tu aies pu rejoindre Romain a Lyon et je te souhaite plein de bonheur avec votre

Elias, nouveau venu :)

Laura, merci pour les bons moments passés en congres et pour 1’aide que tu m’as apportée

lors de mon stage de master 2 ! J’espere que tout va bien pour toi et ta famille en Australie :)

Emilie, nous ne nous sommes pas croisées tres longtemps pendant ma these mais je te remercie
d’avoir initié et énormément travaillé sur le projet CRO15 ! Merci aussi pour ta disponibilité (méme a

distance) lorsque j’avais des questions :)

Et enfin Marwa ! Ma petite Marwa, tu me manques avec ton rire sonore et franc, ton dynamisme
et ton énergie positive ;) Avec ta personnalité aimable et serviable ponctuée de ton caractere bien
trempé (et c’est pour ¢a qu’on t’apprécie aussi), tu ne te laisses jamais abattre malgré les embfiiches
posées sur ton chemin et c’est pour ¢ca qu’on t’apprécie aussi ! Tu es une combattante de la recherche
(et de la vie en général je pense) et je t’ai toujours admiré pour ¢a et pour ta grande pertinence
scientifique ! Merci pour I’aide que tu m’as apporté pendant ma these, pour les discussions
scientifiques et celles moins scientifiques le soir quand j’avais besoin de parler et d’&tre reboostée :p

J’espere que tu t’éclates en post-doc a New York mais cela ne fait aucun doute pour moi :)



Je voudrais également remercier 1’équipe du Dr. Rachid Benhida de I’Institut de Chimie de
Nice, et notamment le Dr. Cyril Ronco, pour nous avoir donné (avec Emilie), I’ opportunité de travailler

sur ce projet !

Ensuite, je tiens a remercier d’autres équipes du C3M : L’Equipe 2 du Dr. Patrick Auberger
bien sir, et notamment Arnaud, Paul et Mathilde. Arnaud, merci pour les heures passées au FACS a
tester et optimiser les marquages sur les tumeurs avec moi. Merci également bien siir d’avoir partagé
ton expertise des macrophages avec moi. Je remercie Paul et Mathilde pour les manip’s de polarisation
de macrophages que nous avons fait ensemble :) C’était tres agréable de collaborer avec vous — on se
sent bien accueillie dans votre labo (sauf quand j’ai besoin de beaucoup trop de macrophages pour mes
manips et que vous me regardez avec des yeux ronds quand je vous annonce le chiffre, ahah) ;) J’en
profite pour remercier également Patrick, le directeur du centre, pour sa sympathie, sa bonne
humeur et sa disponibilité !

Je remercie également I’équipe 1, du Dr. Robert Ballotti et le Dr. Corine Bertolotto, de m’avoir

accueillie dans leur équipe en début de these lorsque notre équipe n’était pas encore créée.

Je remercie également toutes les plateformes du centre, et notamment I’animalerie avec
Véronique Corcelle (la responsable) et tout le personnel animalier (Alex, Vincent, Sandrine et
Yannick), la gestion (notamment Dominique !) et la plateforme de microscopie avec Maeva Gesson

(anciennement) et Marie Irondelle, pour 1’aide qu’ils m’ont apporté pendant ma these.

Enfin, je tiens vraiment a remercier ma famille et mes amis.

Merci a mon pere et a ma mere, qui m’ont laissé (il y a quelques années maintenant) partir a
Nice et qui m’ont de maniere générale toujours soutenue et encouragée pendant toutes mes années
d’études (méme si la distance n’est pas toujours facile). Si j’en suis arrivée la aujourd’hui c’est aussi
grice a vous, a I’éducation et I’amour que vous m’avez donné. Merci.

Merci a mes deux sceurs, Joanna et Annaélle, pour leurs encouragements pendant ma these et
merci d’avoir porté autant d’intérét a ce que je faisais, méme si nous sommes toutes dans des domaines
d’études/professionnels différents :) Merci pour les moments des retrouvailles (week-ends a
Montpellier ou a Nice - ou a Noél en Lorraine) qui ont fait du bien ! Annaélle (ptite té€te :p) je te rejoins
dans ta galere de préparation de I’ Agreg’ I’année prochaine — cette fois-ci ¢a va le faire pour toi j’en

suis sure ;) Je suis fiere de toi et du travail déja accompli. Joanna, je suis également fiere de toi et de



ta progression professionnelle rapide !! Merci a tous de venir de loin pour ma soutenance : ¢a compte

beaucoup pour moi.

Je remercie également mes amis : tout d’abord merci a mes amis de Lorraine (Aurore, Morgane,
Mickaél, Sylvie, Mélanie, etc) de prendre de mes nouvelles a distance. Lorsque je remonte en Lorraine
(souvent aux moments des fétes de Noé€l), ¢’est une bouffée d’air de tous vous voir ! Une petite mention
spéciale a Aurore qui m’a particulierement encouragé dans cette these et qui s’est intéressée a mon
projet de recherche et a son avancée a chaque fois qu’on se voyait ! :) Désolée de ne pas pouvoir
t’appeler trés souvent ma poulette, mais le cceur y est.

Ensuite, merci 2 mes amis de Nice (Baptiste, Sol, Margaux, Marie-Angela, Fabien, Vincent,
Clémence, Olivia, Miguel, Eugénie...) d’avoir été la pour moi depuis la premicre année de master
(pour la plupart). Vous avez rendu ces années a Nice loin de ma famille et de mes amis d’enfance
vraiment sympathiques ! Merci pour les révisions a la BU ensemble, les coups de mains et les
« serrages de coude » en cas de petit coup de mou, et merci aussi pour tous les trés bons moments : les
apéros plages et les soirées vieilles villes (avant covid surtout...), les soirées dans le grand appart de
Baptiste et Sol, les fou-rires, les randonnées, etc... Vous €tes devenus de vrais amis en seulement

quelques années et je suis contente de vous connaitre aujourd’hui !

Je remercie également ma belle-famille : Ana, Roberto, Anais, Matthieu et Théo ! Ana, merci
pour les bons repas du dimanche, pour les bonnes discussions et les rigolades et pour ton soutien a
toute épreuve. Anais, merci pour ta gentillesse, tes conseils, tes bonnes patisseries healthy :p Je suis
trés contente que tu puisses venir a ma these ! Roberto, merci notamment de t’étre occupé de tous mes

petits soucis mécaniques ;) Théo et Matthieu, merci pour votre bonne humeur et votre bienveillance.

Et enfin, parce que j’ai gardé le meilleur pour la fin, Gaby. Pour avoir traversé cette these avec
moi (et bien plus que cette these d’ailleurs), pour avoir accepté les compromis que j’ai di faire sur
notre vie de couple pour réussir, pour avoir supporté mes humeurs changeantes pendant ces quatre ans,
les horaires compliquées, et le travail a la maison, merci. Pour m’avoir soutenue dans les moments
difficiles (lorsque mon projet n’avancait pas et que je remettais tout en question) et t’étre réjoui dans
les moments heureux (comme I’acceptation du papier), merci. Pour avoir pris en charge une grosse
partie des taches a la maison lorsque j’étais trop occupée au labo, merci. Pour avoir cru en moi, merci.
Pour m’avoir changé les idées et m’avoir fait rire les soirs ol j’avais besoin de ¢a, merci. Pour tout ca,
et pour étre resté a mes coté malgré ces difficultés, pour m’avoir donné ton amour et ton soutien, tu

mériterais d’obtenir une partie de ce diplome avec moi.



TABLE DES MATIERES

INTRODUCTION 1
A. Le mélanome cutané métastatique : origine, développement et stratégies thérapeutiques 1
1. Les mélanocytes, cellules épidermiques au réle protecteur 1
1.1 Structure de la peau 1
1.2. Le mélanocyte, un composant cellulaire de I'épiderme 2
1.3. Réle des mélanocytes dans la production de mélanine et dans la défense contre les rayonnements UV~ 2
2. Le mélanome cutané 3
2.1. Epidémiologie du mélanome cutané 4
2.2. Facteurs de risque associés au développement du mélanome 5
2.2.1. Les facteurs constitutionnels 5
2.2.2. Les facteurs environnementaux 6
2.3. Diagnostique et pronostic des mélanomes cutanés 6
2.4, Les différentes étapes de la transformation mélanocytaire 8
2.5. Les altérations intrinséques et environnementales responsables du développement du mélanome 10
2.5.1. Les modifications génétiques associées au mélanome cutané 10
2.5.1.1. Altération de la voie des MAP kinases : activation constitutive d’une voie de prolifération 11

2.5.1.2.  Altération d’autres voies de signalisation impliquées dans le cycle cellulaire, la prolifération ou
I'apoptose. 13

2.5.2. Impact de I'environnement sur la croissance du mélanome : implication des cellules du systeme

immunitaire 15
2.5.2.1. Le phénomeéne d’Immunoediting : zoom sur le mélanome 16
(i) Laphase d’élimination 17
(i) La phase d’équilibre 19
(iii) La phase d’échappement 21
2.6. Traitements actuels et nouvelles stratégies thérapeutiques 26
2.6.1. Prise en charge clinique actuelle des patients avec une mélanome cutané métastatique 26
2.6.1.1. Les thérapies ciblées : en monothérapie ou en combinaison 26
2.6.1.2. Les anticorps monoclonaux : L’'émergence d’'une immunothérapie révolutionnaire 28
2.6.1.3. Les phénomenes de résistance aux immunothérapies 29
(iv) Les résistances primaires et adaptatives aux immunothérapies 30
(v) Les résistances acquises aux immunothérapies 33
2.6.2. Les nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur I'lmmunothérapie 34
2.6.2.1. L'immuno-virothérapie oncolytique T-VEC 34
2.6.2.2. Le Transfert Adoptif de Cellules : « TIL » et lymphocytes génétiquement modifiés 35
2.6.3. Les combinaisons de thérapie : une stratégie qui pourrait étre gagnante 40
2.6.3.1. Les combinaisons d'immunothérapies et de thérapies ciblées 40
2.6.3.2. La modulation du métabolisme : un soutien pour les thérapies existantes 41
B. Implication de ciblage de la voie AMPK dans le cancer 44
1. Généralités, régulation et fonction originelle de ’AMPK a4
2. Mécanisme d’activation de la voie de ’AMPK par la Metformine 46
3. Lavoie AMPK : Effets sur la prolifération et la mort cellulaire 48
3.1. Effets sur la prolifération des cellules 48
3.2. Effets sur I'autophagie 49

3.3. Effets sur I'apoptose 51



4. Effets de la Metformine dans le cancer : de la cellule cancéreuse a son environnement

4.1. Effets directs de la Metformine sur les cellules cancéreuses
4.1.1. Effets de la Metformine dans le cancer
4.1.2. Effets de la Metformine dans le mélanome
4.2. Effets de la Metformine dans la réponse immunitaire antitumorale
4.2.1. Effets sur les lymphocytes
4.2.2. Effets sur les cellules myéloides

5. Les dérivés de la Metformine dans le traitement contre le mélanome
C. MELK, une cible thérapeutique potentielle dans le mélanome
1. Généralités sur MELK

2. Fonctions de MELK
2.1.1. Implication de MELK dans le développement embryonnaire
2.1.2. Role de MELK dans la prolifération et le cycle cellulaire
2.1.3. Effets de MELK sur I'apoptose
2.1.4. Effets de MELK sur la voie des dommages a ’ADN

3. Régulation de MELK

4. Implication de MELK dans le cancer et le mélanome
4.1. MELK agit comme un oncogéne : une idée solide mais controversée
4.2. Role de MELK dans la réponse immunitaire antitumorale

D. REDD1, protéine de la mort cellulaire au carrefour de I’hypoxie et de la réponse aux
dommages a ’'ADN médiée par p53

1. Généralités sur REDD1

2. Régulation de REDD1
2.1. Réponse de REDD1 a I’hypoxie
2.2. Réponse de REDD1 aux dommages a I’ADN : implication de p53
2.2.1. Fonctions de p53 : Réparation des dommages a I’ADN, Arrét du cycle cellulaire et Apoptose
2.2.2. Régulation de p53

3. Les fonctions cellulaires de REDD1
3.1.1. Effets sur la prolifération et la mort cellulaire
3.1.1. Effets de REDD1 sur la régulation mitochondriale

4. Role de REDD1 dans le cancer

RESULTATS

A. Résultats publiés
1. Contexte et hypothése de travail
1. Synthése des résultats obtenus
B. Résultats non publiés
1. Contexte et hypothése de travail

2. Résultats obtenus
2.1 Choix du modele d’étude
2.2. CRO15 induit une réponse antitumorale chez la souris dépendante du contexte immunitaire
2.1. CRO15 potentialise la réponse immunitaire aux anti-PD1 dans un modeéle de carcinome de colon

53
53
53
55
57
57
59

61
63
63

64
64
64
66
67

68

69
69
71

72
72

72
73
74
75
77

77
77
79

80

82
82
82
83
116
116

117
117
118
118



2.1.1. CRO15 améliore la réponse antitumorale aux anti-PD1 dans un modele d’allogreffe de CT26
2.1.2. CRO15 diminue l'infiltrat tumoral des cellules myéloides immunosuppressives
2.2. CRO15 module la polarisation des macrophages in vitro

DISCUSSION ET PERSPECTIVES
A. Caractérisation des effets cytotoxiques de CRO15 dans les cellules cancéreuses
1. Dérégulation métabolique mitochondriale induite par CRO15
2. CRO15 induit une activation de la voie AMPK qui provoque la mort des cellules cancéreuses
3. Inhibition de la kinase MELK par CRO15
4. Induction de la mort des cellules de mélanome par autophagie et apoptose liée a REDD1
5. Effet de CRO15 sur les cellules de mélanome résistantes aux inhibiteurs de BRAF
6. Effet de CRO15 dans les xénogreffes de cellules de mélanome

B. Caractérisation du réle de CRO15 dans la réponse immunitaire antitumorale

118
119
120

122
122
122
123
125
127
129
130
131

1. Importance du contexte immunitaire et du choix du modele cellulaire dans la réponse antitumorale

médiée par CRO15

2. Potentialisation par CRO15 de la réponse aux anti-PD1

BIBLIOGRAPHIE
ANNEXES

132
133

142
179



TABLE DES ILLUSTRATIONS

PARTIE INTRODUCTION :

Figure 1 : Structure de la peau

Figure 2 : La mélanogénese, processus physiologique complexe au sein du mélanocyte

Tableau 1 : Classification des différents phototypes cutanés

Figure 3 : Dépistage des n@®vi anormaux par la regle ABCDE

Tableau 2 : Les différents stades du mélanome cutané

Figure 4 : Etapes de la transformation du mélanocyte au mélanome

Figure 5 : Evénements phénotypiques clés lors de la pathogénése et de la progression du mélanome

Tableau 3 : Distribution des principales altérations génétiques retrouvées chez des patients présentant un
mélanome cutané

Figure 6 : Classification génétique des mélanome cutanés en 4 sous-types

Figure 7 : Voie de signalisation des MAP Kinases

Figure 8 : Principaux processus biologiques et voies de signalisation altéré(e)s dans le mélanome
Figure 9 : Composition du microenvironnement et progression tumorale

Figure 10 : Concept d’Immuno-€dition (« Immunoediting ») du cancer

Figure 11 : Elimination d’une tumeur de mélanome par des cellules immunitaires effectrices

Figure 12 : Représentation simplifiée de la polarisation des macrophages et des neutrophiles et fonctions
associées dans le cancer

Figure 13 : Mécanismes d’échappement immunitaire dans le mélanome

Figure 14 : Génération de MDSCs (Myeloid Derived Suppressor Cells) en condition tumorale
Figure 15 : Machinerie de présentation antigénique par le CMH I

Figure 16 : Principales thérapies systémiques utilisées dans le mélanome cutané métastatique
Figure 17 : Mode d’action des inhibiteurs d’anti-CTLA4 et de PD-1 en immunothérapie
Figure 18 : Mécanismes de résistance aux immunothérapies intrinseéques a la cellule tumorale
Figure 19 : Mécanismes de résistance aux immunothérapies extrinséques a la cellule tumorale
Figure 20 : Mode d’action du virus oncolytique T-VEC

Figure 21 : Schéma général de I'utilisation du transfert de cellules de TILs autologues

Figure 22 : Stratégie pour le traitement de patients cancéreux avec des lymphocytes T reconnaissant des
néoantigénes tumoraux

Figure 23 : Génération de LT modifiés génétiquement avec un TCR ou un CAR
Figure 24 : Stratégies génétiques combinatoires pour augmenter la tolérance et 1’efficacité des LT-CAR

Figure 25 : L’activité métabolique altérée des cellules cancéreuses alterent le métabolisme des cellules
immunitaires



Tableau 4 : Liste des essais cliniques actuels combinant des molécules ciblant le métabolisme et un traitement
par immunothérapie

Figure 26 : Structure et régulation de la kinase AMPK

Figure 27 : Régulation des voies métaboliques par I’AMPK

Figure 28 : Représentation schématique de la chalne respiratoire mitochondriale

Figure 29 : Role multifacette de I’AMPK dans la cellule

Figure 30 : Role de ’AMPK sur la prolifération et le cycle cellulaire

Figure 31 : Régulation de I’autophagie par I’AMPK et mTORC1

Figure 32 : Voies extrinseéques et intrinseques de 1’apoptose

Figure 33 : Inhibition de mTORC]1 par la Metformine

Figure 34 : Effets de la Metformine sur les cellules de mélanome

Figure 35 : Effets de la Metformine sur les cellules immunitaires du microenvironnement tumoral
Figure 36 : Représentation schématique de la structure de MELK

Figure 37 : Role de MELK dans la prolifération cellulaire et I’apoptose

Figure 38 : Mécanisme global de la voie de réparation des dommages a I’ADN

Figure 39 : Induction de la polarisation M2 des macrophages par MELK dans le sarcome utérin
Figure 40 : Exemples d’interactions de p53 avec les voies de réparation des dommages a I’ADN
Figure 41 : Mécanismes principaux de régulation du cycle cellulaire et de I’apoptose par p53

Figure 42 : Effets de REDDI1 sur la prolifération des cellules et la mort cellulaire

PARTIE RESULTATS :

Figures de I’article:

Fig.1: CRO1S5 exerts a deleterious effect on melanoma cell viability.

Fig. 2: CRO15 induces a mitochondrial disorder and activates AMPK pathway.

Fig. 3: CRO15 inhibits MELK kinase activity.

Fig. 4: CRO1S5 treatment induces p53 pathway activation.

Fig. 5: CRO15 mediates the activation of autophagy and apoptosis in melanoma cells.
Fig. 6: CROL15 decreases tumor growth in mouse models.

Fig. 7: CRO15 induced death in melanoma cells resistant to BRAF inhibitors

Figure R1 : Modéele du mode d’action de CRO15 sur les cellules de mélanome

Figure R2 : La réponse antitumorale de CRO15 est dépendante du contexte immunitaire de la souris

Figure R3 : CRO15 potentialise la réponse aux anti-PD1 dans les tumeurs de CT26

Figure R4 : CRO15 diminue I’infiltrat de cellules myéloides immunosuppressives dans les tumeurs de CT26
Figure RS : CRO15 module la polarisation des macrophages in vitro par effet direct



LISTE DES ABBREVIATIONS

4E-BP1 : Eukaryotic translation initiation factor 4E-
binding protein 1

A2AR : Alpha-2A adrenergic receptor

ACCI1/2 : Acetyl-Coenzyme A Carboxylase I and 2
ADN : Acide Désoxyribonucléique

ADP : Adenosine Di Phosphate

AEM : Agence Européenne du Médicament

AG : Acides Gras

AhR : Aryl Hydrocarbon Receptor

AICAR : 5-Aminoimidazole-4-carboxamide
ribonucleotide

AID : Autoinhibitory Domain

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché
AMP : Adenosine Mono Phosphate

AMPK : AMP-Activated Protein Kinase
AP-1 : Activator-Protein 1

Arg-1 : Arginase 1

ARID1A/B : AT-Rich Interaction Domain 1
ASK1 : Apoptosis-Signal-Regulating-Kinase-1
ATF3 : Activating Transcription Factor 3
ATG : AuTophaGy-related proteins

ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated
ATP : Adenosine Tri Phosphate

BAD : Bcl-2 Antagonist of cell Death

BAK : Bcl2-Antagonist/Killer

BAPI : BRCAI Associated Protein 1

BAX : Bcl-2—associated X

BBC3 : Bcl-2 Binding Component 3

BER : Base Excision Repair

BMDM : Bone Marrow Derived Macrophages
B-Myb : MYB Related Protein B

BRAFi : inhibiteurs de BRAF

BRCA 1/2 : Breast Cancer %2

BRD4 : Bromodomain-containing factor 4

BTLA : Band T lymphocyte Attenuator
C/EBPP : CCAAT/enhancer binding protein 8
CaMK : Calcium-Calmodulin-Kinases

CaMKKb :  Ca2+/Calmodulin-Dependent  Protein
Kinase Kinase b

CAR : Chimeric Antigen Receptor

CCDNI1 : G1/S-specific cyclin-D1

CCLS5 : CC-motif ligand 5

CCLX : Chemokine C-C-motif ligand X

CCRX : C-C chemokine receptor type X

CD : Cellule dendritique

CDC25A : Cell division cycle 25A

CDK : Cyclin Dependant Kinase

CDKi : CDK inhibitors

CDKNI1A : Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A
CDKN2A : Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A
CHK1/2 : Cell cycle checkpoint kinase 1/2

CMTM4 CKLF-like MARVEL Transmembrane
domain-containing protein 4

COX2 : Cyclooxygenase-2
CPA : Cellule Présentatrice d’Antigéne
CSF : Granulocyte-Colony Stimulating Factor

CSPG4 : melanoma-associated chondroitin sulphate
proteoglycan

CTE : Chaine de Transport d’Electron

CTLAA4 : Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4
CTSA : Cellular Thermal Shift Assay

CULAA : Cullin 4A

CXCLX : Chemokine (C-X-C motif) ligand X

DAMPs : Damage-associated Molecular Pattern
molecules

DCT : Dopachrome tautomérase
DDBI1 : DNA Damage Binding 1
DDIT4 : DNA Damage Inducible Transcript 4



DDR : DNA Damage Response

DEPTOR : DEP domain-containing mTOR interacting
protein

DIABLO : Direct Inhibitor Of Apoptosis- Binding
Protein With Low pl

DMSO : Diméthylsulfoxide

DNAM-1 : DNAX accessory molecule-1
DTT : Dithiotréithiol

E2F : Transcription Factor E2

E2F1 : E2F Transcription Factor 1
ECAR : Extracellular Acidification Rate
EF2 : Elongation Factor 2

EFEMPI : EGF-containing fibulin-like extracellular
matrix protein 1

EGF : Epidermal Growth Factor

elF2A : eukaryotic Initiaition Factor 2A

eiF4E : eukaryotic translation initiation Factor 4E
Elk-1: ETS-like-1

Eomes : Eomesdermin

ERAD : Endoplasmic Reticulum-Associated protein
Degradation

ERK1/2 : Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2
FAC : Fibroblastes Associés au Cancer
FADH?2 : Dihydroflavine-adenine dinucleotide
FAK : Focal Adhesion Kinase

FAS : First Apoptosis Signal Receptor

FDA : Food and Drug Agency

FGF-2 : Fibroblast Growth Factor 2

FHA : Forkhead Associated Domain

FKHR : Forkhead Transcription Factor
FOXM1 : Forkhead Box M1

FOXO03 : Forkhead Box O3

FoxP3 : Forkhead box P3

GADD153 : Growth Arrest and DNA Damage inducible
gene 153

GADDA45a : Growth Arrest And DNA Damage Indusible
a

GAP : GTPase activating protein

GDA : GEM-Derived Allografts

GEM : Genetically Engineered Mouses
GF : Growth Factors

GLUT-1/4 : Glucose Transporter 1/4

GM-CSF Granulocyte
Stimulating Factor

Macrophage-Colony

Grb2 : Growth Factor Receptor-Bound Protein 2
GSK3p : Glycogen Synthase Kinase 33

H2AX : Histone H2A family member X

HES|1 : Hes Family BHLH Transcription Factor 1
HGF : Hepatocyte Growth Factor

HIF-1a : Hypoxia Inducible Factor 1 alpha
HMB45 : Human Melanoma Black-45
HMGBI1 : High Mobility Group protein Bl

HR : Homologous Recombination

HRE : Hypoxia Responsive Element

HSV : Herpes Simplex Virus

iCAR : CAR inhibitor

ICB : Immune Chekcpoint Blockers

ICI : Immune Checkpoint Inhibitors

ICN : Institut de Chimie de Nice

ICP34.5 : Infected Cell Protein 34.5

ICP47 : Infected Cell Protein 47

IDO : Indoleamine 2,3-dioxygénase

IFN : Interferon

IGF : Insulin Growth Factor

IkB-B : NF-kB inhibitor

IL-X : Interleukin X

IMP : Inosine Monophosphate

iNOS : inducible Nitric Oxyde Synthase

IPRES : Innate anti-PD-1 Resistance Signature
IR : Rayons Ionisants

irRC : immune related Response Criteria

JAK : Janus kinase

JARIDI1B : Jumonji/ARID domain-containing protein
1B



INK : c-Jun N-terminal Kinase

KA1 : Kinase-Associated 1

KO : Knock-out

LAG-3 : Lymphocyte-activation gene 3
LKBI1 : Liver Kinase Bl

LMA : Leucémie Myéloide Aigiie

LOH : Loss of Heterozygosity

LOX : Lysyl Oxidase

LPS : Lipposaccharides

LT : Lymphocyte T

LTcyr : Lymphocyte T cytotoxique

LTerr: Lymphocyte T effecteur

LTy : Lymphocyte T helper

LTwm : Lymphocytes T mémoires

LTreg : Lymphocyte T régulateur

MAM : Mitochondrial-Associated ER-Membrane
MAPK : Mitogen Activated Protein Kinases
MATEI-2 : Multidrug and toxin extrusion protein 1-2
MCIR : Melanocortin-1 receptor

MCL-1 : Myeloid Cell Leukemia-1

MDM?2 : Mouse Double Minute 2

MDSC : Myeloid Derived Suppressor Cells
MEC : Matrice Extracellulaire

MEKI1/2 : Mitogen-activated/Extracellular ~ Signal
Regulated Protein Kinase 1/2

MELK : Maternal Embryonic Leucine Zipper Kinase
MEFF : Mitochondrial Fission Factor

MFI : Moyenne d’Intensité de Fluorescence

MIC : Melanoma Initiating Cells

miR : microARN

MITF : Microphthalmia-associated Transcription
Factor

mLSTS8 : mammalian LSTS8/G-Protein b-Subunit Like
Protein

MMP : Matrix Metalloproteases
MMR : Mismatch Repair
MMS : Methyl Methane Sulfonate

MNK1/2 : MAPK interacting protein kinases 1/2
MO?25 : Mouse Protein 25

MPF : Mitosis-Promoting Factor

MPNST : Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumor
MRC-1 : Mannose Receptor C-Type 1

MRN : Mrel1/Rad50/Nbsl

MSC-2 : Mesenchymal Stem Cell 2

MTD : Maximum Tolerated Dose

mTOR : mechanistic/mammalian Target of Rapamycin
NADH : nicotinamide adenine dinucleotide hydrogen
NER : Nucleotide Excision Repair

NETs : Neutrophil Extracellular Traps

NF1 : Neurofibromatosis-1

NF-«B : Nuclear Factor x-light-chain-enhancer of
activated B cell

NGFR : Nerve Growth Factor Receptor
NHE] : Non-homologous End-Joining

NIPP1 : Nuclear Inhibitor of Protein Serine/Threonine
Phosphatase-1

NK : Natural Killer

NO : Nitric Oxyde

NRAS : Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog
OCR : Oxygen Consumption Rate

OCT : Organic Cation Transporters
OMS : Organisation Mondiale de la Santé
Ova : Ovalbumine

OXPHOS : Oxydative Phosphorylation
p16INK4a : p16 INhibitor of Kinase a
PARP : Poly(ADP) Ribose Polymerase
PD-1 : Programmed Cell Death 1

PDKI1 : 3-Phosphoinositide-Dependant-Protein Kinase
1

PD-L1 : Programmed Cell Death 1 Ligand 1
PDX : Patient-Derived Xenografts

PE : Phophatidyl-Ethanolamine

PGE?2 : Prostaglandine-E2

PI3K : Phosphoinositide-3-kinase



PKC : Protein Kinase C

PKC-( : Protein kinase calcium dependant zeta
PLK1 : Polo-like kinase 1

PMAT : Plasma Membrane Monoamine Transporter
PN : Polynucléaire Neutrophile

PP2A : Protein Phosphatase 2 A

PP2CA : Protein Phosphatase 2 Ca

PPP1RS : Protein Phosphatase 1 Regulatory Subunit 8
PRASA4O0 : Proline-Rich AKT Substrate of 40 kDa
PRC : Phase Radiale de Croissance

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog

PVC : Phase Verticale de Croissance

pVHL : Von-Hippel-Lindau Protein

Rab-7 : RAS-Associated Protein 7

RAF : Rapidly Growing Fibrosarcomas

Raptor : Regulatory Associated Protein of mTOR

Rb : Retinoblastoma tumor suppressor protein

RE : Reticulum Endoplasmique

REDDI : Regulated In Development And DNA Damage
Responses 1

RGD : Regulated Cell Death

RHEB : Ras Homolog Enriched In Brain

ROS : Reactive Oxygen Species

RPS6 : Ribosomal protein S6

RTK : Récepteurs a tyrosine kinase

S6K : §6 Kinase

SCAMP3 : Secretory carrier membrane proteins
SDF1 : Stromal Cell Derived-factor 1

SI : Systeme Immunitaire

SILAC : Stable Isotope Labelling by Amino acids in Cell
culture

siRNA: small interferent RNA

Smac : Second mitochondria-derived activator of
caspase

Snfl : Sucrose non-fermenting 1

SOS1: SOS Ras/Rac Guanine Nucleotide Exchange
Factor 1

SQSTMI1 : Sequestrosomel
STAT : Transducer and Activator of Transcription
STRAD : Ste20-Related Adaptor

STRAP : Serine-threonine kinase Receptor-Associated
Protein

TAA : Tumor Associated Antigen

TAC : Transfert Adoptif de Cellules

TAM : Tumor Associated Macrophages

TAP : Transporter associated with antigen Processing
TBKI1 : Tank-binding kinase 1

t-BPH : tert-Butylhydroperoxide

TCGA : The Cancer Genome Atlas

TCR : T Cell Receptor

TEM : Transition Epithelio-Mesenchymateuse
TERT : Telomerase Reverse Transcriptase
TGF-B : Transforming Growth Factor

TIGIT : T-cell ImmunoGlobulin and Immunoreceptor
Tyrosine-based Inhibitory motif domain

TIL : Tumor Infiltrating Lymphocytes

TIM-3 : T-cell immunoglobulin and mucin-domain
containing-3

TNEFR : Tumor Necrosis Factor Receptor
TNFa : Tumor Necrosis Factor alpha
TNM : Tumour, Nodes, Metastasis

TRAILR : Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis
Inducing Ligand Receptor

TRP1 : Tyrosinase Related Protein 1

TSC2 : Tuberous Sclerosis Complex 2
T-VEC : Talimogene laherparepvec

TXNIP : Thioredoxin-Interacting protein
TYR : Tyrosinase

UBA : Ubigquitin-associated-domain

Ulk1 : Unc-51 like autophagy activating kinase
UPR : Unfolded Protein Response

USP : Ubiquitin Specific Proteases

UVs : Ultra-Violets

VEGEF : Vascular Endothelial Growth Factor



VPS34 : Vacuolar Protein Sorting 34

Wnt : Wingless

WT : Wild Type

ZRP9 : Zinc Finger-Like Protein 9

o-MSH : Melanocyte Stimulating Hormone

B2m : f2-microglobulin
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Figure 1 : Structure de la peau

La peau est organisée en 3 couches distinctes et superposées : L’épiderme, en surface, est un
tissu épithélial constitué majoritairement de kératinocytes. Le derme, couche intermédiaire
et épaisse, est un tissu conjonctif de soutien composé de fibroblastes et de matrice extra-
cellulaire ; il abrite également les vaisseaux sanguins et lymphatiques, les terminaisons
nerveuses, les glandes sébacées et sudoripares. L’hypoderme, couche la plus profonde de la
peau, est un tissu conjonctif adipeux trés vascularisé.

Figure adaptée de : « Skin With Melanocyte Anatomy-HP » (T. Winslow) - National Cancer
Insititute (https://visualsonline.cancer.gov)




INTRODUCTION

A. Le mélanome cutané métastatique : origine, développement et stratégies thérapeutiques

Le mélanome cutané est un cancer qui dérive de cellules de peau appelées les mélanocytes. Situés dans la
couche basale de I’épiderme, les mélanocytes sont des cellules dendritiques spécialisées dans la production
d’un pigment, la mélanine, responsable de la couleur de la peau et de sa photoprotection. La transformation
du mélanocyte en mélanome, dit mélanomagénese, résulte de I’accumulation d’anomalies génétiques au

sein des mélanocytes.

1. Les mélanocytes, cellules épidermiques au réle protecteur

1.1. Structure de la peau

La peau est un organe complexe trés étendu qui couvre une surface de presque 2m? et représente environ
20% du poids total d’un corps humain adulte. Situé¢ & I’interface entre le corps humain et I’environnement
extérieur, c’est une barriere protectrice importante contre les agents physiques, chimiques ou
microbiologiques (Bragazzi et al., 2019). Exercant également un rdle sensoriel, de régulation thermique ou
encore de réserve énergétique, elle est essentielle au bon fonctionnement de I’organisme (Holloway and Jones,

2005).

La peau est organisée en plusieurs couches distinctes que sont, de la plus profonde a la plus superficielle,
I’hypoderme, le derme et I’épiderme (Figure 1). L’hypoderme est un tissu conjonctif lache trés vascularisé qui
ancre la peau aux tissus sous-jacents. Composé majoritairement d’adipocytes, il joue le role d’isolant thermique
et de stockeur de graisses. Le derme, couche la plus épaisse des trois, est un tissu conjonctif fibreux
principalement constitué de matrice extracellulaire (MEC) synthétisée et remodelée par des fibroblastes. Le
collagene, les glycoprotéines et 1’¢lastine présents dans cette matrice conférent a la peau sa structure, sa
résistance et son élasticité. L.’épiderme, la couche la plus superficielle de la peau, est un épithélium pluristratifié
kératinis€é non vascularisé. L’approvisionnement des nutriments et de 1’oxygeéne se fait donc grace la
vascularisation du derme sous-jacent. En premiére ligne, I’épiderme assure la majeure partie des fonctions
protectrices de la peau en alertant I’ensemble du corps des changements environnementaux. Enfin, la membrane
acellulaire qui sépare le derme de 1’épiderme s’appelle la jonction dermo-épidermique. Celle-ci permet
I’adhésion de 1’épiderme au derme mais aussi d’autres fonctions telles que le contréle des échanges moléculaires

entre les deux compartiments (Fenner and Clark, 2016).
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Figure 2 : La mélanogenése, processus physiologique complexe au sein du
meélanocyte

A. Schéma représentatif de la structure de I'épiderme. L’épiderme est constitué de 4 types
cellulaires : les kératinocytes (majoritaires), les cellules de Langerhans, les cellules de Merkel et
les mélanocytes situés a la jonction entre le derme et I'épiderme.

B. Schéma simplifié de la synthése de mélanine dans les mélanocytes. La mélanogénese se
déroule dans les mélanosomes et consiste en une succession de réactions enzymatiques, qui, a
partir de la tyrosine, aboutit a la synthese d’un pigment : la mélanine. C’est la balance entre
I’eumélanine et la phéomélanine, ainsi que le degré d’activité de la tyrosinase (TYR) qui définit

la couleur de peau de I'individu.

Figure adaptée de : Banque d’images « Servier Medical Art » ; Chicorek et al, 2013




1.2. Le mélanocyte, un composant cellulaire de I’épiderme

L’épiderme est composé de quatre types cellulaires différents : les kératinocytes, les cellules de

Langerhans, les cellules de Merkel et les mélanocytes (Figure 2A) :

* Les kératinocytes, qui représentent 85 a 90% des cellules de 1’épiderme, produisent de la kératine, protéine
qui confere a la peau son caractere imperméable. Ces cellules, en perpétuel renouvellement, évoluent depuis
leur forme immature et proliférative dans la couche basale de 1’épiderme vers leurs formes différenciées
produisant de la kératine dans les couches plus superficielles. Lorsqu’ils atteignent la surface, leur noyau

dégénere et ils forment une crotite protective éliminée continuellement sous forme de squames.

* Les cellules de Langerhans (3 a 5% des cellules de I’épiderme) sont importantes dans la réponse immunitaire
cutanée. Ce sont des cellules dendritiques présentatrices d’antigénes qui, aprés avoir capté un antigéne, migrent
au travers de 1’épiderme puis du derme jusqu’au ganglion lymphatique le plus proche pour le présenter aux

lymphocytes T et initier la réponse immunitaire (Stoitzner et al., 2002).

* Les cellules de Merkel (2 a 5% des cellules de I’épiderme) sont des cellules du systéme neuroendocrinien
localisées au niveau de la couche basale de 1’épiderme. En contact avec les terminaisons nerveuses, elles servent

de mécanorécepteurs et assurent la sensibilité de la peau.

* Les mélanocytes sont des cellules dendritiques originaires de la créte neurale embryonnaire et représentent 2
a 4% des cellules des cellules de 1’épiderme. Ils sont cependant également présents dans les follicules pileux,
I’ceil (iris et rétine), et méme dans I’oreille interne, le systéme nerveux et le coeur (Thomas and Erickson, 2008)
ou ils assurent des fonctions différentes en fonction de leur localisation.

Les mélanocytes cutanés sont quant a eux situés au niveau de la jonction dermo-épidermique (Figure 2A). Leur
role principal est de produire la mélanine, un pigment responsable de la couleur de la peau mais également de

la protection contre les rayonnements ultra-violets (UVs) du soleil.

1.3. Role des mélanocytes dans la production de mélanine et dans la défense contre les
rayonnements UV

Les mélanocytes sont spécialisés dans la production des pigments responsables de la couleur de la peau
: les mélanines. Ce processus, appelée mélanogenese, se déroule au sein de vésicules spécialisées : les
mélanosomes. Les rayonnements UVs du soleil stimule ce phénomene en induisant la sécrétion de 1’hormone
o-MSH (Melanocyte Stimulating Hormone) par les kératinocytes ; cette derniere étant ensuite transférée aux

mélanocytes.



La mélanogénese consiste en une succession de réactions enzymatiques qui, a partir de la tyrosine, menent
a la synthese des pigments appelés phéomélanines et eumélanines (Cichorek et al., 2013). Les eumélanines,
formés a partir de la tyrosine, correspondent a des pigments sombres (bruns ou noirs) présents majoritairement
chez les individus a peau mate. A contrario, les phéomélanines, formés a partir de tyrosine et de cystéine,
correspondent a des pigments clairs (rouges a jaunes) présents majoritairement chez les individus & peau claire

et aux cheveux roux (Maranduca et al., 2019).

Les principales enzymes intervenant dans la mélanogénese sont la Tyrosinase (TYR), catalysant la
formation des précurseurs de la mélanine (DOPA et DOPA-quinone), la Tyrosinase Related Protein 1 (TRP1)
(Kobayashi et al., 1994) et la Dopachrome tautomérase (DCT), qui permettent la syntheése des eumélanines
(Figure 2B). Les mélanosomes chargés de mélanines sont ensuite transportés le long des dendrites des
mélanocytes puis transférés aux kératinocytes adjacents protégeant ainsi leur matériel génétique des effets

déléteres causés par les rayonnements du soleil.

\

En ce sens, I’eumélanine est beaucoup plus efficace dans la protection des dommages a 1’Acide
Désoxyribonucléique (ADN) induits par les rayons UVs que la phéomélanine. En effet, ’eumélanine, résistante
a la dégradation, sert de barriere physique qui disperse les rayons UVs ; et de filtre absorbant qui réduit la
pénétration de ces rayons au sein de I’épiderme (Brenner and Hearing, 2008). La phéomélanine quant a elle se
décompose beaucoup plus rapidement sous 1’effet des radiations et contribue méme a la production d’espéces
réactives de 1’oxygeénes (ROS) pouvant promouvoir le développement de cancers UVs-induits (Coelho et al.,
2015). Le ratio eumélanines/phéomélanines, reflété par les différents phototypes existants chez I’homme est
donc déterminant pour sa photoprotection. Plus I’individu présente un phototype clair (peau laiteuse, cheveux

roux), plus celui-ci aura de risque de développer des cancers de la peau photo-induits.

2. Le mélanome cutané

Les mélanomes sont des tumeurs malignes développées aux dépens des mélanocytes. A la suite d’une
accumulation d’anomalies génétiques, les mélanocytes transformés échappent au contrdle des kératinocytes
voisins et proliferent de fagon anarchique pour former un cancer tres agressif : le mélanome cutané. Dans 20%
a 30% des cas, ils peuvent étre issus de la dégénérescence d’un grain de beauté, appelé naevus, préexistant.
Dans la majorité des cas cependant (70% au moins), le mélanome apparait de novo, c’est-a-dire depuis une peau
saine en absence de naevus, et est encore plus agressif (Cymerman et al., 2016). Il existe plusieurs sous-types
de mélanomes cutanés (superficiel extensif, de Dubreuilh, nodulaire, etc.) classés selon leur aspect
morphologique, leur site primaire ou encore leurs caractéristiques de croissance. Le mélanome cutané est le
plus grave des cancers de la peau étant donné sa capacité a se disséminer et envahir d’autres organes tels que
les ganglions lymphatiques, le foie, les poumons ou encore le systeme nerveux central. On parle alors de
mélanome cutané métastatique. Ce cancer touche toutes les tranches d’dge et aussi bien les hommes que les
femmes. Une détection précoce est trés importante pour que le patient atteint de mélanome bénéficie d’une

meilleure prise en charge thérapeutique et de meilleures chances de guérison.



Il est intéressant de noter qu’il existe également un autre type de mélanome qui se développe au niveau de
I’ceil : le mélanome uvéal. Représentant 3% a 5% des mélanomes, ¢’est le cancer de 1’ceil le plus fréquent chez
I’adulte (500 a 600 nouveaux cas diagnostiqués en France chaque année). Il dérive majoritairement des
mélanocytes choroidiens (présents dans 1’uvée) et métastase dans environ 50% des cas, occasionnant alors le
déces de la personne dans les 6 a 12mois suivants (Krantz et al., 2017). Bien qu’ils dérivent des mé&mes cellules,
le mélanome cutané et le mélanome uvéal sont des cancers tres différents qui ne sont pas du tout pris en charge

de la méme maniere. Nous nous concentrerons donc ici uniquement sur le mélanome cutané.

2.1. Epidémiologie du mélanome cutané

L’incidence du mélanome cutané a augmenté drastiquement ces dernieres années avec un chiffre qui a
presque doublé entre les années 1990 et les années 2010. Aujourd’hui 287 223 cas, dont plus de 60 000 déces,
sont reportés chaque année dans le monde, dont 150 000 cas chez les hommes et 137 000 cas chez les femmes

(WHO, Globocan 2018 - https://gco.iarc.fr/). Le nombre de cas diagnostiqués est donc proche chez les hommes

et les femmes. Plus de 50% des cas de mélanome surviennent en Europe avec une forte densité en Europe de
I’ouest (62 000 cas). La population caucasienne est en effet plus a risque de développer un mélanome. En
France, plus de 14 000 cas ont été diagnostiqués en 2018.

Comme pour tous les cancers, 1’incidence du mélanome augmente avec 1’age. Ainsi, environ 10 personnes
sur 100 000 sont diagnostiquées au-dela de 60 ans contre 25 personnes sur 100 000 au-dela de 75 ans.
Néanmoins, méme si son incidence est moindre avant 40ans, il est I’un des cancers le plus commun et surtout

le plus mortel chez I’adolescent et le jeune adulte (Matthews et al., 2017).

Les mélanomes cutanés représentent 10 % des cancers de la peau mais sont responsables de 80 % des déces

associés a ce type de cancer (https://www.e-cancer.fr/). Le taux de mortalité global de ce cancer (en prenant
en compte les formes localisées) est d’environ 15-20% avec 60 712 déces dans le monde et 2300 déces en
France en 2018 (WHO, Globocan 2018). Ce taux augmente cependant drastiquement lorsque le mélanome entre
en phase métastatique. En effet, le taux de survie a 5 ans passe de 98% pour un mélanome localisé a 50% pour

un mélanome métastatique (https:// www.cancer.net/).

Malheureusement, 1’Organisation mondiale de la Santé (OMS) estime que I’incidence du mélanome cutané
va encore augmenter dans les prochaines années si les campagnes de prévention ne se généralisent pas. L’OMS
estime alors 380 000 cas par an d’ici 2030 et 466 000 cas par an d’ici 2040. Compte tenu de son caractére
agressif et de son taux de mortalité élevé, le mélanome représente donc aujourd’hui et dans les années a venir

un probléme majeur de santé publique.


https://gco.iarc.fr/
https://www.e-cancer.fr/
https://www.cancer.net/cancer-types/melanoma/statistics
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Tableau 1 : Classification des différents phototypes cutanés

Tableau réalisé d’apreés : Fitzpatrick et al, 1988, Arch Dermatol



2.2. Facteurs de risque associés au développement du mélanome

De nombreux facteurs de risques ont été identifiés comme favorisant I’apparition du mélanome cutané.
Il peut s’agir alors de facteurs génétiques ou constitutionnels ainsi que de facteurs environnementaux. Méme
si ces facteurs n’entrainent pas systématiquement le développement de ce cancer, ils en augmentent le risque.
A ce jour, la cause principale reste I’exposition au soleil et a ses rayonnements UVs. En effet, méme si le soleil
est indispensable au corps humain (notamment pour la syntheése de la vitamine D), une exposition intense et
intermittente a ses rayons peut provoquer des coups de soleil mais aussi des 1ésions plus profondes qui menent

au photo-vieillissement de la peau voire au développement de cancers cutanés.

2.2.1. Les facteurs constitutionnels

L’un des principaux facteurs de risque constitutionnel est le nombre élevé de neevi (grains de beauté).
En effet, une méta-analyse a montré que les individus qui possédaient plus de 100 n@vi (normaux) ont sept fois
plus de risque de développer un jour un mélanome que les individus avec moins de 15 navi (Gandini et al.,
2005). De plus, la fréquence de mélanomes « naevus-associés » augmente significativement chez les individus
avec plus de grains de beautés (Haenssle et al., 2016). Enfin, la présence de naevi atypiques (a bords irréguliers)
ou de grande taille (>5mm de diametre) augmente également le risque de développer un mélanome.

Le second facteur de risque important inhérent a 1’individu est son phototype. Caractérisé dans les
années 1980 et toujours utilisé aujourd’hui, il est catégorisé en 6 classes et prend en compte le phénotype
cutané/capillaire de 1’individu mais aussi sa capacité a bronzer et sa propension a bruler sous les rayonnements
UVs (Tableau 1) (Fitzpatrick, 1988). Plus ce phototype est faible (Phototype I/II, individu a peau claire avec
une tres faible capacité de bronzage), plus le risque de développer un mélanome cutané est élevé (Rodenas et
al., 1996).

Le dernier facteur de risque majeur concerne I’historique familial de 1’individu, rapportant 1’existence
de génes de prédisposition au mélanome. En effet, environ 10% des personnes atteintes de mélanome ont
déclaré avoir un parent de 1° ou de 2°® degré ayant développé ce cancer. Les génes de susceptibilités A haut-
risque retrouvés dans ces cas familiaux sont alors CDKN2A (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A), mutés
dans 25% a 40% des cas, CDK4 (Cyclin-Dependent Kinase 4), pI4ARF ; 3 geénes impliqués dans le cycle
cellulaire et I’apoptose (Hayward, 2003; Ribero et al., 2016) ; et BAPI (BRCA1 Associated Protein 1), impliqué
dans le processus de réparation a ’ADN. Les geénes de susceptibilité a risques intermédiaires sont les génes
MCIR (Melanocortin-1 receptor) qui détermine la couleur de peau et de cheveux, et MITF (Microphthalmia-
associated transcription factor) impliqué dans la pigmentation et la différenciation des mélanocytes. Enfin, un
individu ayant déja eu un mélanome a dix fois plus de risque d’en développer un nouveau (Van der Leest ef al.,

2019).
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Figure 3 : Dépistage des naevi anormaux par la réegle ABCDE

La surveillance de ses grains de beauté (ou navi) permet une détection précoce du mélanome,
permettant une meilleure prise en charge de la maladie et de meilleures chances de survie pour
le patient. Cette surveillance peut étre réalisée de chez soi (autosurveillance) grace a la regle
ABCDE présentée ici, méme si elle ne remplace pas les consultations régulieres chez le
dermatologue pour les personnes a risque.

Figure extraite de : https://www.e-cancer.fr/Comprendre-prevenir-depister/Se-

faire depister/Depistage-des-cancers-de-la-peau/La-detection-en-pratique



https://www.e-cancer.fr/Comprendre-prevenir-depister/Se-faire-depister/Depistage-des-cancers-de-la-peau/La-detection-en-pratique

2.2.2. Les facteurs environnementaux

Le facteur de risque externe majeur est 1’exposition aux rayonnements UVs provenant du soleil ou encore
de cabines de bronzage. Les UV s et les UVgs, qui sont capables de traverser la couche d’ozone contrairement
aux UVcs, sont responsables des dommages cutanés liés aux rayonnements solaires. Les UVgs sont absorbés
presque completement par 1’épiderme et agissent directement sur I’ADN des cellules alors que les UVas
pénétrent plus profondément (jusqu’au derme) et causent des dommages indirects a I’ADN via la génération de

ROS (D’Orazio et al., 2013).

En Europe, 80% des mélanomes au moins seraient dus a une exposition au soleil (Armstrong and Kricker,
1993). L’exposition au soleil est catégorisée d’intermittente pour une exposition courte et intense (notamment
lors d’activité de vacances), de chronique pour une exposition continue (d’ordre professionnelle
principalement) ou de totale lorsqu’elle rejoint les deux premieres. De nombreux éléments indiquent alors qu’a
contrario d’une exposition chronique, une exposition intermittente augmente le risque de mélanome (IARC,
2012). Mais les risques liés aux soleil dépendent également du phénotype cutané, de la localisation de
I’exposition ou encore de 1’age de I’individu (Berwick et al., 2016). De fait, les mélanomes du cou et de la téte,
zones tres photo-exposées, sont associés a une exposition chronique et diagnostiqués a un age avancé alors que
les mélanomes au niveau du tronc ou des membres surviennent plus jeunes et sont associés a une exposition
intermittente. De plus, une exposition intermittente pendant I’enfance augmenterait le risque de développer un
mélanome a I’age adulte (Armstrong and Cust, 2017). Parallélement, il a été prouvé que I’utilisation de cabines
de bronzage (générant des rayons UVs artificiels) augmente le risque de mélanome de 16% a 20% ; ce risque
augmente avec I’accumulation du nombre de séances d’UVs (Ghiasvand et al., 2017). Ces derniéres années, de
plus en plus de pays ont donc posé des restrictions législatives strictes concernant 1’utilisation de ces cabines

(Pawlak e al., 2012).

2.3. Diagnostique et pronostic des mélanomes cutanés

En cas de cancer en général, un diagnostic précoce est trés important pour améliorer la prise en charge de
la maladie et les chances de survie du patient. C’est en particulier vrai pour le mélanome qui est un cancer de
tres bon pronostic lorsque ce dernier n’a pas envahi le derme. Ainsi, le taux de survie a Sans pour les 1ésions
inférieures a 1mm d’épaisseur est de 98% a 99%. En revanche, plus ce cancer est diagnostiqué tard, plus le
risque de dissémination de la tumeur dans la circulation sanguine et de métastase est important. Dans ce cas, le
pronostic est alors tres péjoratif du fait de 1’inefficacité des traitements actuels a long-terme a ce stade. Il est

donc primordial de détecter le mélanome au plus tot.

e L’autosurveillance de ’apparition du mélanome

Le mélanome est un cancer qui a pour avantage d’étre visible a I’ceil nu puisqu’il apparait sur la peau. Le

suivi régulier des grains de beauté, particulierement chez les personnes a risque, est une démarche simple et non



Stades

Tumeur Primaire (T)

Métastases régionales au
ganglion lymphatique (N)

Métastases a
distance (M)

IA

IB

IT1A

[IB

I1C

ITIA

[1IB

IT1IC

IV

< 1,0mm, sans ulcération

< 1,0mm avec ulcération ou indice

mitotique = 1/mm?

De 1,01 a 2,0mm, avec
d’ulcération

De 2,01 a 4,0mm, sans ulcération

De 2,01 a 4,0mm, avec ulcération

>4,0mm, sans ulcération

>4,0mm, avec ulcération

N’importe quelle épaisseur de
tumeur, sans ulcération

N’importe quelle épaisseur de
tumeur, avec ulcération
N’importe quelle épaisseur de
tumeur, sans ulcération
N’importe quelle épaisseur de
tumeur * ulcération

N’importe quelle épaisseur de
tumeur, avec ulcération
N’importe quelle épaisseur de
tumeur # ulcération

Aucune

Aucune

Aucune

Aucune

Aucune

Micromeétastases

Micrométastases
Jusqu’a 3 macrométastases

Aucune mais tumeurs satellites
et/ou métastases « en transit »

Jusqu’a 3 macrométastases

>4 macromeétastases, ou
étendue au-dela de la capsule
du ganglion, ou tumeurs
satellites et/ou métastases en
transit

Tableau 2 : Les différents stades du mélanome cutané

Tableau réalisé d’apres : Garbe et al, 2016, Eur ] Cancer

Aucune

Aucune

Aucune

Aucune

Aucune

Aucune

Aucune

Aucune

Aucune

Aucune

Métastases
distantes



invasive qui permet de dépister une 1ésion cutanée (naevus préexistant ou nouvelle 1ésion) évoluant de maniere
anormale. En 1985, une regle simple a été€ mise en place pour apprécier le caractére malin d’un grain de beauté :
la regle ABCDE (Rigel et al., 2010). Cet examen consiste a observer certains traits morphologiques du grain
de beauté tels que I’ Asymétrie, les Bords irréguliers, la Couleur non homogene, I’augmentation du Diametre et
I’Evolution (Figure 3) pour détecter une anomalie de maniere précoce. En cas de concordance avec plusieurs
de ces caractéristiques, un dermatologue doit étre consulté pour une analyse visuelle et éventuellement

histopathologique (apres exérése chirurgicale).

* Diagnostic et pronostic du mélanome selon des critéres histopathologiques et génétiques

Lorsqu’une 1ésion suspicieuse est retirée, un examen histopathologique, éventuellement couplé a une
analyse immunohistochimique (Anticorps anti-S-100, HMB45 (Human Melanoma Black-45)) est
systématiquement effectué. Il permet de poser un diagnostic plus précis et d’établir des facteurs pronostics ; et
est basé sur 4 caractéristiques principales selon I’AJCC (American Joint Comitee on Cancer) (Garbe et al.,

2016, 2020) :

- L’indice de Breslow qui représente 1’épaisseur de la tumeur en mm, soit la distance entre les cellules
superficielles de I’épiderme et la cellule tumorale la plus profondément détectée.

Lorsqu’il est supérieur a 4 mm, le patient a 70% de risque de récidiver avec un taux de survie a 5 ans
inférieur a 40%

- Laprésence ou I’absence d’ulcération. En cas d’altération tissulaire de la tumeur primaire, le risque de
métastase augmente et le pronostic est moins bon.

- L’indice mitotique qui correspond au nombre de mitoses/mm? mesuré au niveau de la tumeur
primaire. Ce taux est un bon indicateur de la vitesse de croissance du mélanome primaire. Une
croissance rapide est associée a une plus grande agressivité et un risque de récidive. Cet indice n’est
cependant plus utilisé dans la derniere classification AJCC.

- La présence de microsatellites, définie par une niche de cellules métastatiques intra-lymphatiques

discontinue, clairement séparée par du tissue sain a une distance d’au moins 0,3 mm.

La présence de métastases au niveau des ganglions lymphatiques sentinelles est également utilisée pour
poser un diagnostic et aider au pronostic. Les individus pour lesquels, par exemple, au moins 4 ganglions voisins

sont atteints présentent un pronostic treés sombre.

Tous ces critéres permettent aujourd’hui de définir le stade de ce cancer selon la classification TNM
(« Tumour, Nodes, Metastasis » ou « Tumeur, Ganglions lymphatiques, Métastases ») qui caractérise les

mélanomes du stade I au stade IV (Tableau 2).
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Figure 4 : Etapes de transformation du mélanocyte en mélanome

La transformation du mélanocytes en mélanome est un processus qui se déroule via plusieurs étapes
successives. Lors de ces étapes, les mélanocytes, puis cellules de mélanome, subissent une
accumulation d’altérations génétiques modifiant leurs propriétés biologiques. Dans 25% a 30% des
cas, la transformation s’effectue depuis un grain de beauté (naevus) bénin. Dans le reste des cas, le
cancer survient de novo avec des mélanocytes qui perdent leur caractere différencié (suite a des
mutations) et qui proliférent au niveau de I'épiderme. C’est la phase radiale de croissance (PRC).
Ces cellules de mélanome vont ensuite perdre leur adhésion cellulaire et acquérir des propriétés
invasives : elles traversent la membrane basale pour envahir le derme. C’est la phase verticale de
croissance (PVC). La phase ultime de transformation nécessite l'acquisition du pouvoir
métastatique par les cellules malignes. Les cellules pénétrent alors dans la circulation
sanguine/lymphatique et vont coloniser d’autres organes. C’est la phase métastatique.

Figure adaptée de : Miller et al, 2006, NE]M




Cette classification établit un premier diagnostic pour le médecin mais elle a le désavantage de ne pas
prendre en compte I’hétérogénéité génétique des mélanomes qui peut avoir elle aussi une influence sur
I’évolution du cancer. Une analyse des altérations génétiques retrouvés au sein de la tumeur permet donc
d’améliorer le diagnostic du mélanome. Ainsi, le laboratoire du Dr. Bastian a mené plusieurs études permettant
de relier le profil mutationnel de la tumeur et son degré d’exposition aux UVs (Curtin et al., 2005) ou encore de
définir quel type de mutation est retrouvé dans une Iésion bénigne, intermédiaire, maligne in sifu, ou maligne
invasive (Shain et al., 2015). Le but de ces différents efforts de classification génétiques est de pouvoir prédire
plus précisément 1’évolution de la tumeur mais aussi de proposer un traitement « sur mesure », adapté a chaque
patient. En 2017, un brevet a mé&me été déposé (US2019/0012433 A1) pour établir un diagnostic et pronostic
du mélanome de manicre non invasive (écouvillonnage en surface de la peau) a partir du profil moléculaire du

matériel génétique extrait (Conway, T.C. and Vergara Correa, I.A., 2017).

2.4. Les différentes étapes de la transformation mélanocytaire

La transformation maligne d’un mélanocyte en cellules de mélanome, appelée mélanomagéneése, est un
processus complexe qui résulte de I’accumulation d’altérations génétiques, épigénétiques et méme
environnementales. Ces événements mutationnels clés, dont les plus précoces sont souvent induits par les
rayonnements UVs, vont permettre une évolution depuis une forme bénigne, puis intermédiaire, vers une forme
maligne et métastatique du mélanome (Jackett and Scolyer, 2019). Historiquement, un modéele linéaire de cette
transformation, globalement admis aujourd’hui, repose sur les observations histopathologiques qui retracent les
différentes étapes de la transformation mélanocytaire (Clark et al., 1984). Ce modele repose sur quatre phases
évolutives : Le naevus (phase facultative), la phase radiale de croissance (PRC), la phase verticale de

croissance (PVC) et 1a phase métastatique (Figure 4).

¢ Le naevus, I’étape facultative

Dans 25% a 30% des cas seulement, le mélanome va apparaitre depuis un naevus préexistant. Les nevi
communs sont formés par prolifération bénigne de mélanocytes et ont de faibles probabilités de se transformer
en mélanome (Shain and Bastian, 2016). Cette prolifération est trés fréquemment initiée par les substitutions
V60OE du gene BRAF ou Q61R/L du gene NRAS (voie des MAP [Mitogen Activated Protein] kinases) (Jackett
and Scolyer, 2019). Bien que de type oncogénique, ces mutations exclusives 1’une de 1’autre ne suffisent pas a
initier la mélanomagénese. En effet, les mélanocytes du grain de beauté entrent en « pseudo -sénescence » et,
dans la majorité des cas, vont y rester toute la vie de I’hote. Dans certains cas cependant, suite a I’apparition de
nouvelles mutations, les cellules naevigues vont échapper au contrdle de la sénescence et proliférer pour donner

un mélanome en phase radiale de croissance.



¢ La phase radiale de croissance : une étape de progression lente

Dans la majorité des cas (plus de 70%), le mélanome survient de novo et se développe a partir d’une peau
saine, sans aucune tiche ou lésion. Il apparait alors sous la forme d’une tache pigmentée qui ressemble a un
grain de beauté et entre directement en phase radiale de croissance (PRC). Pendant cette phase, les
mélanocytes transformés perdent leur inhibition de contact (leur permettant en contexte sain de ne pas hyper-
proliférer) et proliferent au niveau de la jonction dermo-épidermique, parallélement a la lame basale (Jackett
and Scolyer, 2019). Ces cellules peuvent proliférer indéfiniment mais dépendent encore des facteurs de
croissance produits par les kératinocytes voisins (Bogenrieder and Herlyn, 2002). A ce stade, des mutations au
niveau du promoteur du gene TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) (fonctionnement de la télomérase) sont
fréquemment impliquées (Shain et al., 2015). C’est au cours de cette phase que le mélanome, dont la taille

augmente continuellement et visiblement, est susceptible d’étre guéri par exérese chirurgicale.

« La phase verticale de croissance : étape critique de la mélanomagénese

Lors de la phase verticale de croissance (PVC), les cellules de mélanomes traversent la jonction dermo-
épidermique et progressent alors en profondeur dans le derme de maniere verticale. Cette progression requiert
I’émergence de nouvelles mutations qui continuent de permettre la prolifération des cellules, favorisent leur
survie et encouragent les interactions avec les cellules du derme (fibroblastes, cellules endothéliales des
vaisseaux) (Jackett and Scolyer, 2019). Ces nouvelles propriétés invasives, qui se manifestent par exemple par
la capacité de sécrétion des métalloprotéases (MMP) ou encore par un switch des cadhérines (E-cadhérines =
N-cadhérines), apparaissent lors d’un phénomeéne appelé Transition «de type» Epithélio
Mesenchymateuse (Pseudo-TEM) (Pearlman et al., 2017). Elles permettent une progression rapide du
mélanome et favorisent I’apparition de métastases. C’est lors de cette phase qu’apparaissent d’abord les
mutations des genes CDKN2A (Cyclin-Cependent Kinase inhibitor 2A) (cycle cellulaire), ARIDIA/B (AT-Rich
Interaction Domain 1) (remodelage de la chromatine) et plus tard celles de deux génes suppresseurs de tumeurs :
PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) (voie PI3K/Akt) et TP53 (réparation de I’ADN, cycle cellulaire
(Shain et al., 2015).

¢ [a phase métastatique : étape fatale du mélanome

La derniére phase de développement d’un mélanome correspond a la dissémination des cellules tumorales
dans I’organisme via la circulation sanguine et lymphatique : c¢’est la phase métastatique. Cette phase dépend
de facteurs critiques qui favorisent la motilité des cellules tumorales et favorisent leur survie et leur prolifération
a des sites distants. Les cellules tumorales au potentiel métastatique vont alors pouvoir coloniser dans un premier
temps les ganglions lymphatiques drainant la tumeur primaire, puis des organes distants tels que le foie, les
poumons et le systeme nerveux central et les os préférentiellement (Leiter ef al., 2004). Les altérations

moléculaires associées aux cellules de mélanome a ce stade sont moins bien décrites et il semble que la
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Figure 5 : Evénements phénotypiques clés lors de la pathogénése et de la progression du mélanome

Lors de la mélanomagéneése, de multiples événements biologiques (dont les principaux sont présentés
ici) surviennent les uns apres les autres et impliquent non seulement les mélanocytes ou cellules
tumorales elles-mémes, mais également les cellules de leur environnement (fibroblastes, systeme
immunitaire...). Des altérations génétiques, non détaillées ici, sont alors étroitement liées a ces
évenements.

Figure adaptée de : Jackett and Scolyer, 2019, Cancers



progression métastatique dépende alors énormément de I’environnement tumoral. Certaines études ont par
exemple montré 1I’importance des exosomes dérivés de la tumeur dans le potentiel métastatique de la tumeur
(Guo et al., 2019; Peinado et al., 2012). D’autres mettent en cause certaines chimiokines, telles que I’'IL10
(Interleukin-10) relarguées par les cellules immunitaires infiltrant la tumeur et les cellules tumorales elles-
mémes (Itakura et al., 2011). A cette étape de développement, le mélanome est inopérable et ne répond pas

efficacement et/ou a long-terme aux traitements existants dans la majorité des cas.

Bien que ce modele de progression par étapes successives décrit par Clark en 1984 reste aujourd’hui
pris en compte, la mélanomagénese semble en réalité bien plus complexe que cela. En effet, certaines des étapes
décrites ici peuvent étre évitées ou contournées et d’autres voies non linéaires de la transformation du
mélanocyte en mélanome existent (Damsky et al., 2014). De plus, des techniques génomiques récentes telles
que le séquencgage haut-débit ont permis de mettre en avant la complexité et la multiplicité des mécanismes
jouant un role de la pathogénese du mélanome (Palmieri et al., 2018). Enfin, en plus des facteurs impliqués dans
la régulation de la prolifération et la survie des mélanocytes transformés, des agents extrinseques dans le
microenvironnement tumoral (comme les fibroblastes, les cellules endothéliales et les cellules du systeme

immunitaire) ont également un réle important a jouer dans cette progression tumorale (Figure 5).

2.5. Les altérations intrinseques et environnementales responsables du développement du
mélanome

Un patient atteint du mélanome présente un mélange d'altérations génétiques ou épigénétiques
affectant directement les cellules tumorales des mélanomes. Ces anomalies, importantes dans le processus de
développement de la tumeur, sont accompagnées de changements environnementaux médiés par les cellules
qui avoisinent la tumeur. Le déroulement de la mélanomagénése repose alors sur ces deux composantes qui

interagissent I’une avec I’autre pour former un tout.

2.5.1. Les modifications génétiques associées au mélanome cutané

Le mélanome cutané est un cancer a haute charge mutationnelle, qui enregistre plus de 10 mutations
par mégabase. Parmi ces mutations, une large proportion porte la « signature » de la conséquence du
rayonnement d’ultra-violets (UVs) sur la peau, renfor¢ant alors I’implication du soleil comme facteur de risque
majeur (Hodis et al., 2012). Comme pour de nombreux cancers, la transformation maligne de mélanocytes en
mélanome suit un modele génétique séquentiel qui aboutit a I’activation constitutive de signaux oncogéniques.
La mutation oncogénique BRAFY®E| fréquemment retrouvée dans les mélanomes, est d’abord une
caractéristique typique de la formation d’un naevus bénin. Celle-ci ne permet cependant pas a elle-seule de

provoquer la transformation maligne puisqu’elle induit la sénescence des mélanocytes (Michaloglou et al.,

10



TYPE DE GENE

ONCOGENE

SUPRESSEUR DE
TUMEUR

AUTRES

GENE

BRAF

RAS

NRAS

HRAS

KRAS

RAC1

CCND1

KIT

CDK4

TP53

NF1

CDKN2A

ARID2

PTEN

PPP6C

TERT

MITF

FREQUENCE
D’ALTERATION

50%

30%

27%

2%

1%

6%

5%

2,2% + 3,1%

0,5% + 3%

17%

15%

14% + 41%

13%

8% + 18%

7%

6%

5%

TYPE D’ALTERATION / VOIE OU PROCESSUS
IMPLIQUE(E)

Mutations activatrices / MAP Kinases

Mutations activatrices / MAP Kinases

Mutations activatrices / Motilité, migration
Amplifications activatrices / cycle cellulaire
Mutations et amplifications activatrices /

MAP Kinases

Mutations et amplifications activatrices /
cycle cellulaire

Mutations inactivatrices / cycle cellulaire et
réparation de ’ADN

Mutations inactivatrices / MAP Kinases
Mutations et délétions inactivatrices / cycle
cellulaire

Mutations inactivatrices / remodelage de la
chromatine

Mutations et délétions inactivatrices / voie
PI3K/Akt/mTOR

Mutations inactivatrices / cycle cellulaire
Amplifications perte de fonction /
Fonctionnement de la télomérase

Amplifications activatrices / homéostasie
mélanocytaire

Tableau 3 : Distribution des principales altérations génétiques retrouvées chez des patients

présentant un mélanome cutané

Liste (non exhaustive) des principales mutations (et leur fréquence) détectée par séquencgage
haut-débit dans une cohorte de 686 patients atteints de mélanome cutané. Les chiffres en noirs
représentent les mutation d’un seul nucléotide, ceux en violet les amplifications et ceux en rouge les
délétions. Les voies de signalisation ou processus biologiques importants associés a ces genes sont

précisés en bleu.

Tableau réalisé d’apreés : Palmieri et al, 2018 ; Bastian, 2014



2005). La progression vers le mélanome in situ puis invasif et métastatique requiert alors I’accumulation
d’autres mutations (Schadendorf et al., 2018). Les geénes touchés par ces altérations, classés la plupart du
temps comme oncogenes ou au contraire suppresseurs de tumeur, codent pour des protéines impliquées dans
de nombreuses voies de signalisation qui jouent un réle dans la prolifération, la survie ou encore la mort des
cellules tumorales. L.’émergence du séquengage haut-débit a permis de confirmer les anomalies génétiques déja

bien identifiées mais également d’en découvrir de nouvelles (Tableau 3).

L’analyse d’une large cohorte d’échantillons de mélanome (The Cancer Genome Atlas Network, 2015)
a permis grice aux techniques moléculaires modernes et a ’application d’algorithme bio-informatiques
d’identifier quatre sous-types génétiques différents sur la base de mutations de génes activatrices : les
mélanomes mutés BRAF (50% des cas environ), ceux mutés RAS (25% des cas), ceux mutés NFI
(Neurofibromatosis-1) (15% des cas) et enfin ceux qui ne sont mutés pour aucun de ces trois génes nommés
« triple-wild-type (WT) » (environ 10% des cas) (Figure 6). Cette classification met en évidence I’implication
trés majoritaire de la voie des MAP kinases (MAPK) dans le mélanome puisque BRAF, RAS et NF1

appartiennent a cette voie.

2.5.1.1. Altération de la voie des MAP Kkinases : activation constitutive d’une voie de
prolifération

La voie de signalisation des MAP (Mitogen-activated protein) kinases (MAPK) est une voie de
signalisation intracellulaire importante. Elle contrdle a travers ses divers effecteurs des processus intracellulaires
essentiels tels que I’embryogénése, la différenciation cellulaire, la prolifération ou encore la survie et 1’apoptose
(Amaral et al., 2017). Dans des conditions physiologiques, son activation se fait via la liaison de facteurs de
croissance (GF — Growth Factors) a des récepteurs a tyrosine kinase (RTKSs) (Figure 7). Cette interaction va
provoquer une autophosphorylation du récepteur, aboutissant au recrutement de facteurs intermédiaires (Grb2 :
Growth Factor Receptor-Bound Protein 2 ; SOSI : SOS Ras/Rac Guanine Nucleotide Exchange Factor 1)
catalysant la conversion du RAS-GDP inactif en RAS-GTP actif. La régulation de cette activation est effectuée
par la protéine GAP (GTPase activating protein) NF1 (Neurofibromatosis-1) qui va catalyser la conversion
inverse (RAS-GTP - RAS-GDP). Lorsqu’il est activé, RAS recrute a la membrane des kinases RAF (Rapidly
Growing Fibrosarcomas) (A-Raf, B-Raf ou C-Raf) qui sont activées et enclenchent une cascade de
phosphorylation : RAF phosphoryle MEK1/2 (Mitogen-activated/Extracellular Signal Regulated Protein
Kinase 1/2) qui phosphoryle a son tour ERK1/2 (Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2). Les kinases ERK
activent alors de nombreux substrats cytoplasmiques (Figure 7) dont certains sont impliqués dans I’apoptose
ou la synthése protéique et d’autres transloquent dans le noyau afin de phosphoryler des facteurs de
transcription impliqués dans la différenciation mélanocytaire, la prolifération cellulaire ou la survie (Mebratu

and Tesfaigzi, 2009).
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Mélanome cutané

B BRAF [ Ras [ENF1 [ Wild-type or other

Figure 6 : Classification génétique des mélanomes cutanés en 4 sous-types

Classification génétique et distribution des mutations activatrices de genes établie d’apres
les données du « Cancer Genome Atlas ». BRAF : B-raf proto-oncogene serine/threonine
kinase ; NF1 : Neurofibromatosis 1

Figure tirée de : Schadendorf et al, 2018, The Lancet
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Figure 7 : Voie de signalisation des MAP kinases

L’activation d’un récepteur tyrosine kinase par son ligand entraine son autophosphorylation, le recrutement
d’une protéine adaptatrice Grb2 et I'activation de Sos1. Ce facteur d’échange va alors activer la GTPase RAS
qui phosphoryle en cascade les kinases RAF, MEK et ERK. La protéine GAP NF1 va au contraire inactiver ce
signal par conversion de la forme RAS-GTP en RAS-GDP. Dans le cytoplasme, ERK phosphoryle divers
substrats et notamment des facteurs de transcription qui migrent au noyau pour activer des programmes de
survie, de prolifération ou de synthese protéique. Cette voie est fréquemment suractivée dans les
mélanomes. Les protéines codés par les genes les plus fréquemment mutés dans le mélanome cutané sont
encadrées en jaune.



L’activation de la voie des MAPK est une étape essentielle dans la pathogénese du mélanome. En effet,
les mutations activatrices des génes BRAF et NRAS vont provoquer une activation constitutive de cette voie

alors que la perte de fonction du gene régulateur NF'/ va mener a son hyperactivation.

Les kinases RAF font parties de la famille des sérines/thréonines kinases et sont souvent décrites
comme étant des oncogeénes dans différents cancers, tels que dans le cancer du cdlon, du poumon ou dans le
mélanome. Il existe trois isoformes de cette protéine : A-Raf, B-Raf et C-Raf. Les mutations de BRAF affectent
40% a 60% des mélanomes cutanés. Elles consistent pour la plupart en des mutations ponctuelles qui résultent
au niveau protéique en la substitution d’un acide aminé conduisant a un état d’activation constant. La
substitution d’une valine par un acide glutamique (V600E) représente 74% a 86% des mutations BRAF, suivie
de celle par une lysine (V600K) (10-30%) et de substitutions beaucoup moins fréquentes telles que V600D,
V600M ou V600R (Dimitriou et al., 2018). L’activation constitutive de la voie des MAPK peut également étre
la conséquence de translocations impliquant le gene BRAF (Botton et al., 2013, 2019). Lors de ce phénomene,
la portion du gene codant pour le domaine kinase de BRAF fusionne avec un gene partenaire situé en 5' dont
le promoteur est activé dans les cellules mélanocytaires. Les protéines de fusion résultantes, sont dépourvues
du domaine auto-inhibiteur de BRAF (AID : Autoinhibitory domain) ce qui entralne une activation constitutive
de la voie des MAP-kinase, leur procurant un fort potentiel oncogénique. De la méme maniere, il existe des
fusions de CRAF ainsi que des fusions de génes codants des RTKSs qui eux nécessitent la présence d'un domaine

de dimérisation dans leur gene partenaire pour étre activés.

Méme si plus de 80% des navi portent cette mutation V60OE du géne BRAF, ’activation de la voie des
MAPK reste bréve dans ces 1ésions car elle est suivie d’un arrét du cycle cellulaire (sénescence). Au contraire,
dans le cas d’un mélanome, des altérations additionnelles telles que la perte de fonction de génes « suppresseur
de tumeur » empéchent cet arrét du cycle cellulaire et permettent la progression du mélanome (Shain et al.,

2015).

Les protéines RAS jouent également un réle d’oncogéne dans de nombreux cancers (colon, poumon,
mélanome...) : le géne RAS est en effet retrouvé muté dans un cancer sur quatre chez I’Homme. En plus d’étre
une protéine intégrée a la voie des MAPK, RAS peut également activer la voie des PI3K (Phosphoinositide-3-
kinase) (Asati, 2016) ; elle joue donc un rdle via ces deux voies dans la prolifération, la migration et la survie
cellulaire. Les trois isoformes de RAS (H-Ras, K-ras et N-ras) codent chacune pour une petite GTPase qui
catalyse 1I’hydrolyse du GTP en GDP. Le gene RAS est muté dans 28% a 30% des mélanomes, en particulier
sous son isoforme NRAS (25% environ des mélanomes) (Dimitriou et al., 2018) L’altération la plus fréquente
est la substitution de la glutamine par une leucine ou une arginine en position 61 (Q61L ou Q61R), qui provoque
également I’activation constitutive de la protéine NRAS. Cette mutation empéche en effet I’hydrolyse du GTP
en GDP par les protéines GAP telle que NF1. Les mutations de NRAS ont également été identifiées dans 18%
des navi bénins (Damsky and Bosenberg, 2017). Mais tout comme pour BRAF, la mutation de NRAS a elle

seule n’est pas suffisante pour induire la transformation maligne des mélanocytes et requiert d’autres mutations.
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Figure 8 : Principaux processus biologiques et voies de signalisation altéré(e)s
dans le mélanome.

Les principales voies de signalisation perturbées dans le cadre de la mélanogénése sont présentées ici. Les altérations
des protéines associées a ses voies (représentation non exhaustive) sont encerclées sur ce schéma. Les protéines
encerclées en rouge sont celles dont les génes sont affectées par des mutations gain de fonction et celles encerclées
en bleu sont celles dont les genes ont subit une perte de fonction. En panel A est représenté la voie des MAP
Kinases (MAPK) associée de maniéere générale a la prolifération des cellules ; et la voie PI3K/Akt plutot associée a
leur survie. L’activation de la voie des MAPK permet également la phosphorylation de MITF qui joue un role dans
I'homéostasie des mélanocytes et est retrouvé muté dans certains cas de mélanomes. En panel B est représenté le lien
entre les dommages a ’ADN, le cycle cellulaire et I'apoptose. En réponse au dommages subis par ’ADN, P53 se
libére de MDM2 et peut induire un arrét du cycle cellulaire et I'apoptose des cellules. L’arrét du cycle cellulaire se fait
via l'inhibition de CDK4/6 par l'intermédiaire de la protéine P21 (non représentée ici). Le couple CDK4/CyclineD
permet en effet la phosphorylation de la protéine Rb et donc la libération du facteur de transcription E2F qui par sa
liaison a I'’ADN induit 'entrée en phase S du cycle cellulaire. La protéine INK4A (ou p16), codée par CDKN2A, inhibe
le couple CDK4/CyclineD.

Figure adaptée de : Miller et al, 2006, NEJM et Bastian, 2014, Annu Rev Pathol



Enfin, la protéine NF1 joue au contraire le role de suppresseur de tumeur. Son géne est retrouvé muté
dans de nombreux cancers comme les tumeurs malignes des gaines nerveuses périphériques (MPNST), les
leucémies lymphoblastiques aigiies, les glioblastomes ou encore le mélanome (Kiuru, 2017). Cette protéine
possede un domaine catalytique GAP (GTPase-activating protein) qui régule négativement la protéine RAS par
la conversion du RAS-GTP en RAS-GDP, inhibant donc en aval la voie des et la croissance cellulaire. Le géne
NF1 est muté dans 13% a 17% des mélanomes. Les altérations sont alors des mutations non synonymes (non-
sens, délétions, insertions) dont la plupart sont des événements perte de fonction (Cirenajwis et al., 2017) qui

surviennent uniquement a partir du stage malin (mélanome in sifu).

De maniere intéressante, ces mutations de la voie des MAPK sont exclusives 1'unes de I’autres dans le
mélanome (et d’autres néoplasmes). Cela suggere une redondance fonctionnelle des protéines touchées et
I’absence d’avantage sélectif supplémentaire de la multiplication des mutations au sein de cette méme voie pour

les cellules tumorales (Damsky and Bosenberg, 2017).

2.5.1.2. Altération d’autres voies de signalisation impliquées dans le cycle cellulaire, la
prolifération ou I’apoptose.

L’activation constitutive de la voie des MAPK, bien que trés majoritaire, n’est pas systématiquement
observée chez les patients atteints de mélanome puisque 10% environ des patients portent une tumeur triple-
WT (The Cancer Genome Atlas Network, 2015). En outre, méme si une altération de la voie des MAPK
survient, elle ne suffit pas ni a provoquer la transformation du mélanocyte en cellule de mélanome, ni de
permettre la progression de la tumeur. Des mutations de nombreux autres genes, impliquées dans diverses voies
de signalisation, sont alors responsables de ces événements. La dérégulation de ces voies de signalisation aura
en effet pour conséquences d’engendrer la prolifération non contrélée des cellules tumorales (croissance auto-
suffisante et insensibilité aux signaux inhibiteurs du cycle cellulaire), de favoriser leur survie et d’inhiber
leur apoptose, ou encore de faciliter leur capacité de migration et d’invasion (Dantonio et al., 2018; Kyrgidis
et al., 2010). Parmi ces voies, deux (en plus de la voie des MAPK) ont un r6le central dans la pathogénése du
mélanome et dans 1’apparition des caractéristiques citées ci-dessus : la voie PI3K (Phosphatidyl Inositol-3-
Kinase)lAkt, et 1a voie de régulation du cycle cellulaire p16INK4a (p16 INhibitor of Kinase a)/CDK4 (Cyclin
Dependant Kinase 4)/cycline D1.

* La voie PI3K/Akt

Cette voie de signalisation, activée physiologiquement par des stimuli divers (facteurs de croissance,
cytokines...) est impliquée dans de nombreux processus biologiques tels que la survie, la croissance, la
prolifération, ou la migration/invasion des cellules. La kinase PI3K transduit le signal généré par I’interaction
entre un facteur de croissance et son récepteur en signaux intracellulaires en convertissant des phospholipides

(PIP, > PIP3) qui a leur tour activent la sérine/thréonine kinase AKT (Figure 8). Cette derniére va alors
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atteindre de nombreux effecteurs en aval et provoquer I’inhibition de I’apoptose et encourager la survie des
cellules : AKT inactive la protéine pro-apoptotique BAD (Bcl-2 Antagonist of cell Death) ainsi que des facteurs
de transcription tels que FKHR (Forkhead Transcription Factor) ou NFxB (Nuclear Factor x-light-chain-
enhancer of activated B cell) impliqués dans la transcription de génes apoptotiques (Madhunapantula and
Robertson, 2017). De méme, Akt peut inactiver Gsk3 (Glycogen Synthetase Kinase 3), ce qui entraine une
accumulation de la cycline D1 et permet une progression dans le cycle cellulaire. La protéine Akt, via
I’activation de NFkB, favoriserait également la migration et 1’invasion des cellules (Dantonio et al., 2018;
Dhawan et al., 2002). Le suppresseur de tumeur PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog), par conversion du

PIP; en PIP,, est le régulateur négatif le plus important de la voie PI3K/Akt.

L’activation aberrante de cette voie de signalisation est observée dans de nombreux cancers humains
tels que le cancer du sein, du poumon, de la prostate ou le mélanome. Les altérations de cette voie dans le
mélanome consistent en des mutations ponctuelles ou des variations du nombre de copies de certains
composants de la voie. Si les mutations de PI3K sont relativement rares (~<3% des mélanomes métastatiques),
la surexpression d’Akt (et notamment Akt3) est retrouvée dans 43% a 60% des mélanomes non-familiaux et
son expression augmente dans les stades avancés du mélanome. L’activation constitutive de la voie PI3K/Akt
est aussi largement due a la perte de fonction de la protéine PTEN, détectée dans 10% a 30% des mélanomes

cutanés (Stahl et al., 2004).

* Protéines pl6INK4a/CDK4/cycline D1 et régulation du cycle cellulaire

Les protéines CDK4/6 (Cyclin Dependant kinase 4/6) et Cycline D1 sont des régulateurs importants du
cycle cellulaire puisqu’ils permettent, grace a la phosphorylation de la protéine Rb (Retinoblastome protein) et
a la libération de E2F (Transcription Factor E2) I’entrée en phase S des cellules (Figure 8). Ce passage de la
phase G1 a la phase S, pendant laquelle I’ADN se réplique, est essentiel pour permettre la progression du cycle
en phase G2 et la division cellulaire (mitose). En condition physiologique, ce passage est donc finement régulé
pour éviter une prolifération anarchique des cellules. La régulation du couple CDK4/6-CyclineD1 se fait
principalement par P16/INK4a qui inhibe la cycline D1. Dans le cadre de nombreux cancers solides, il est alors
tres fréquent de trouver des altérations de cette voie de signalisation (Choi and Anders, 2014). En effet, les deux
kinases CDK4 et CDK6 sont décrites comme des oncogenes majeurs de cancers humains dans lesquels elles
sont rendues hyperactives par mutation ou amplification de leurs génes. Dans le mélanome, des amplifications
de CCDNI (codant la Cycline D1) et de CDK4 sont retrouvés dans environ 10% des cas, notamment dans les
tumeurs triple-WT (The Cancer Genome Atlas Network, 2015). Par ailleurs, la protéine INK4A (ou p16), codée
par le géne CDKN2A, fait partie des suppresseurs de tumeur avec 1’une des plus hautes fréquences
d’amplification et de délétion dans les cancers humains (Choi and Anders, 2014). La perte de fonction de
CDKN2A est retrouvée cette fois dans 37% a 72% des cas de mélanome, en fonction du sous-type génétique
de la tumeur (The Cancer Genome Atlas Network, 2015). Enfin, la protéine Rb, qui empéche E2F de se fixer a

I’ADN pour induire ’entrée en phase S, est inactivée dans environ 5% des mélanomes. Il est également
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intéressant de relever que la voie de réponse aux dommages a I’ADN, MDM2 (Mouse Double Minute 2)/p53,
qui régule en premier lieu I’apoptose, est également étroitement liée au cycle cellulaire. En cas d’activation de
cette voie, MDM2 libére p53 qui peut alors activer P21, protéine inhibitrice de CDK4/6 (Figure 8). Dans le
mélanome, des mutations inactivatrices de TP53 (codant p53) sont détectées dans 17% des cas, et des mutations

activatrices de MDM?2 dans environ 5% des cas (The Cancer Genome Atlas Network, 2015).

En plus de ces deux voies majeures qui regroupent le pourcentage d’altérations génétiques le plus
important, de nombreuses autres voies de signalisation qui se recoupent souvent entre elles et engagent les
mémes types de processus biologiques sont également impactées dans le mélanome. Ainsi, on peut trouver une
dérégulation de la voie Wnt (Wingless) (croissance cellulaire, différenciation, migration), de la voie NFkB
(Survie, Inflammation, Invasion, Métastases), de la voie JAK/STAT (Janus kinase/Transducer and Activator
of Transcription) (prolifération, différenciation, inhibition de 1’apoptose, surveillance immunitaire) ou encore
de la voie Notch (prolifération, différenciation, survie) (Dantonio et al., 2018). Outre les dérégulations générales
de ces grandes voies, d’autres protéines « isolées », impliquées dans la régulation de la chromatine (ARID1/2),
le maintien des télomeres (TERT) ou encore dans I’homéostasie des mélanocytes (MITF) sont également assez

fréquemment touchées dans le mélanome (Schadendorf et al., 2018).

Enfin, pour compliquer le tout, les différentes métastases ou mémes sous-populations cellulaires de
tumeurs chez un méme patient peuvent évoluer différemment et donc présenter un statut mutationnel différent
(Fattore et al., 2019; Grzywa et al., 2017). Cette hétérogénéité intra-tumorale et inter-tumorale rend la prise en
charge thérapeutique du patient compliquée et permet également au mélanome de s’adapter sous la pression

thérapeutique.

2.5.2. Impact de [’environnement sur la croissance du mélanome : implication des cellules du
systeme immunitaire

En 1889, le chirurgien anglais Stephen Paget s’interroge sur la distribution des métastases dans le cadre

de cancers du sein et il avance : « [...] every single cancer cell must be regarded as an organism, alive and
capable of development. When a plant goes to seed, its seeds are carried in all directions; but they can only live
and grow if they fall on congenial soil » (Paget, 1889). Il souleve alors, pour la premiere fois, I’importance de
I’environnement de 1’héte (« soil » : le sol) pour une croissance et une propagation optimale de la tumeur
(« seed » : la graine). Cent ans plus tard, cette théorie a ressurgi avec 1’étude de Hart et Fidler sur la croissance
préférentielle de cellules murines de mélanome dans différents organes (Hart and Fidler, 1980). Depuis, de
nombreuses études dans ce domaine ont permis de mieux comprendre I’importance des interactions entre les

cellules tumorales et leur environnement dans la progression du cancer.

Le microenvironnement tumoral est composé d’un réseau d’éléments cellulaires et acellulaires, divisé

en compartiment tumoral (cellules cancéreuses et cellules souches cancéreuses) et compartiment stromal
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Figure 9 : Composition du microenvironnement et progression tumorale

L’ensemble des cellules et molécules qui entourent la tumeur, appelés microenvironnement tumoral,
joue un roéle primordial dans la progression tumorale. Cet ensemble est composé de Fibroblastes
associés au cancer (FAC), de Matrice Extracellulaire (MEC) remodelée, de cellules immunitaires
infiltrants la tumeur et de cellules endothéliales. Les FACs, par sécrétion de facteurs de croissances, de
composants de la MEC et de diverses chimiokines, vont favoriser la prolifération tumorale, I'invasion et
I'angiogenese. Les cellules immunitaires infiltrées quant a elles peuvent jouer en faveur ou en
défaveur de la tumeur en fonction de leur type. Certaines cellules (Lymphocytes B/T-cytotoxiques,
Macrophages M1) provoqueront la régression tumorale ; d’autres, polarisées par les cytokines sécrétées
par les cellules tumorales (Lymphocytes T régulateurs, Macrophages Associés a la tumeur (M2)), vont
favoriser la croissance et I'invasion tumorale par production de facteurs pro-angiogéniques par exemple.
L’hypoxie va également favoriser I'angiogenése.

Figure adaptée de : Allen et al, 2011, ] Pathol



(Matrice extracellulaire (MEC) et cellules stromales). Les cellules stromales sont elles-mémes composées de
fibroblastes associés au cancer (FAC), de cellules endothéliales formant la vascularisation, et enfin de
cellules immunitaires infiltrées (Figure 9) (Allen and Jones, 2011; Bhome ef al., 2016). Chacun de ses éléments
joue un role dans la progression de la tumeur. Les fibroblastes, transformés en FACs par I’action des cellules
tumorales, sont largement impliqués dans la croissance tumorale et 1’angiogenése. Ils agissent grace a la
sécrétion de facteurs de croissance (EGF — Epidermal Growth Factor, HGF — Hepatocyte Growth Factor...) et
de diverses cytokines et chimiokines pro-angiogéniques (SDF1 — Stromal Cell Derived-factor 1, FGF-2 -
Fibroblast Growth Factor 2, VEGF — Vascular Endothelial Growth Factor). lls sont également responsables
du remodelage de la MEC vers une composition permissive pour I’invasion des cellules cancéreuses via par
exemple la production massive de collagéne ou encore la sécrétion d’enzymes telle que LOX (Lysyl Oxidase)
qui régulent sa rigidité (Henke et al., 2020). Les cellules immunitaires infiltrées comprennent majoritairement
des macrophages, des lymphocytes (T, B ou NK) ou des cellules présentatrices d’antigénes (CPA) telles que les
cellules dendritiques. Ces cellules peuvent avoir des effets opposés dans la progression du cancer. De maniere
simplifiée, les lymphocytes TH1 et cytotoxiques CD8+, les macrophages M1 et les CPA participent a la
surveillance immunitaire et a la régression tumorale alors que les macrophages M2, les lymphocytes T
régulateurs (Tregs) et les lymphocytes TH2 permettent la tolérance immunitaire et la progression de la tumeur.
Les cellules immunitaires pro-tumorales, et notamment les macrophages M2, sécrétent également des cytokines
et enzymes qui favorisent I’angiogenese (VEGF) et I’invasion des cellules tumorales (MMP9 — Matrix
Metallopeptidase 9) (Allen and Jones, 2011). La vascularisation formée principalement par les cellules
endothéliales lors du processus d’angiogenése, qui permet I’apport nécessaire en nutriments et en oxygene et
la dissémination des cellules tumorales dans 1’organisme, est donc induite a la fois par les FACs et par certaines
cellules immunitaires infiltrées. Finalement, tous les éléments du microenvironnement tumoral (compartiment
tumoral et stromal) dialoguent entre eux pour favoriser la croissance et la progression de la tumeur. Dans le
développement de cette partie, nous nous concentrerons uniquement sur ’impact ambivalent des cellules

immunitaires sur la progression du cancer et du mélanome via le phénomene d’« Immunoediting ».

2.5.2.1. Le phénomeéne d’Immunoediting : zoom sur le mélanome

Pendant une cinquantaine d’années, 1’idée selon laquelle le systéme immunitaire (SI) de I’hdte puisse
contrdler le cancer a fait I’objet de débats. D’un coté, certains chercheurs soutenaient le concept de surveillance
immunitaire qui défend le fait que les cellules immunitaires de I’hdte reconnaissent les cellules tumorales et
empéchent le développement du cancer (Thomas, 1959) (Burnet, 1957). Ce concept s’est développé dans les
années 1960 avec la découverte de I’existence d’antigénes tumoraux spécifiques (Old and Boyse, 1964). De
I’autre coté, certaines études vont contre cette hypothese et certains chercheurs avancent que les cellules
tumorales ne possedent pas les bons « signaux de dangers » et sont trop similaires aux cellules normales dont
elles sont dérivées pour déclencher une réponse immunitaire forte ; ils pronent alors le concept de tolérance

envers les cellules tumorales (Matzinger, 1994; Pardoll, 2003). Il y a une vingtaine d’années est alors apparu le
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Figure 10 : Concept d'Immuno-édition (« Immunoediting ») du cancer

L’édition immunitaire (ou Immuno-édition) du cancer est un mécanisme de suppression extrinseque de la
tumeur qui survient suite a la transformation de cellules normales et uniquement lorsque les mécanismes de
suppression intrinséques ont échoués. En général, 'immuno-édition consiste en 3 phases successives (les 3
« E ») : L’élimination, I'équilibre et I'échappement.

Pendant la phase d’élimination, les cellules de I'immunité innée et adaptative travaillent ensemble pour détruire
les tumeurs se développant, bien avant qu’elles deviennent cliniquement apparentes. Si cette phase arrive a son
terme, la tumeur est éliminée et le processus se termine ici.

Si en revanche un/plusieurs sous-type(s) de cellule tumorale n’est pas détruit, la tumeur peut entrer en phase
d’équilibre. Le développement de la tumeur est alors empéché par les cellules du systeme immunitaire adaptatif
(lymphocytes T notamment). L’édition de I'immunogénicité de la tumeur se produit lors de cette phase. La
rétention de la tumeur pendant cette phase peut durer toute la vie de I'h6te et signer également la fin de ce
processus.

Cependant, la pression de sélection immunitaire constante sur les cellules tumorales génétiquement instables
peut faire basculer la tumeur dans sa phase d’échappement. L’entrée dans cette phase peut étre la
conséquence d’'une perte de reconnaissance des cellules par le systeme immunitaire, d'une insensibilité aux
mécanismes effecteurs immuns ou et l'induction d’'un état immunosuppressif dans le microenvironnement
tumoral (recrutement de MDSCs, de LTregs). La croissance de la tumeur n’est donc plus retenue par les cellules
immunitaires et le cancer devient alors cliniquement apparent.

RNK : Récepteur au cellules NK ; MDSCs : Myeloid Derived Suppressor Cells ; LTreg : Lymphocyte T régulateur

Figure adaptée de : Schreiber et al, 2011, Science



concept de «Tumor Immunoediting », que 1’on pourrait traduire par immuno-édition de la tumeur : lors de la
croissance tumorale, les cellules du systéme immunitaires présentes dans I’environnement interagissent avec la
tumeur et modelent cette derniére lors de 3 phases successives (les 3 « E»)que sont L’Elimination,
I’Equilibre et I’Echappement (O’Donnell ef al., 2019; Schreiber et al., 2011). La complexité du dialogue,
pendant ce processus, entre les cellules tumorales et les cellules du systeme immunitaire, exhibant un effet
antitumoral (reconnaissance et élimination) ou au contraire pro-tumoral (tolérance ou méme
immunosuppression) explique alors le débat survenu et apporte des éléments de réponse soutenant les deux

hypotheses.

(i) La phase d’élimination
La phase d’élimination se produit avant méme qu’une tumeur se développe et devienne apparente
cliniquement ; et elle ne s’accomplie que si les cellules tumorales n’ont pas été éliminés par des mécanismes
intrinséques tels que la réparation de ’ADN ou 1’apoptose. Elle reprend le grand principe de la surveillance
immunitaire, pendant laquelle les cellules du SI innée et celles du SI adaptatif collaborent pour détecter et
détruire toute nouvelle tumeur qui se développe (Figure 10). Les « signaux de dangers » induits par la tumeur
a un stade précoce activent les cellules du systeme inné comme les cellules dendritiques, les macrophages ou
les cellules NK (Natural Killer). Ces signaux peuvent se présenter sous la forme de cytokines produites par la
tumeur et son environnement ou encore de fragments relargués par les cellules cancéreuses mortes : les DAMPS
(Damage-associated Molecular Pattern molecules). Ces réponses induites par ces cellules innées facilitent le
développement d’une réponse adaptative via 1’activation et I’expansion de lymphocytes T (LT) effecteurs

CD4+ et CD8+.

Le mélanome est 1I’un des cancers les plus immunogéniques. Cette caractéristique, partagée par d’autres cancers
tels que le lymphome diffus a grande cellules B ou 1’adénocarcinome du colon avec instabilité des
microsatellites (MSI : Microsatellite Instability), est due a la fois a sa forte charge mutationnelle qui facilite la
génération de nouveaux antigenes tumoraux et a la capacité des cellules tumorales a présenter ces antigénes
(Wang et al., 2019). La coopération des axes innés et adaptatifs au stade précoce du mélanome permet donc la

génération d’une protection immunitaire a long-terme (Figure 11).

* Réponse antitumorale innée dans le mélanome

Les cellules immunitaires innées naturellement présentes dans la peau comprennent les cellules NK, les
macrophages, les polynucléaires neutrophiles (PN) et les cellules dendritiques (CD). Dans la tumeur, ces

cellules contribuent a une cytotoxicité immédiate et non-spécifique contre les cellules de mélanome.

Grace a l’interaction des ligands exprimés a la surface des cellules de mélanome avec les récepteurs des
cellules NK (comme NKG2D, NKp30, DNAM-1), ces dernicres sont activées de maniere indépendante pour
éliminer les cellules de mélanome via la sécrétion de granule cytotoxiques (Perforine, Granzymes) ou celle de

cytokines activant les voies de mort (TNFa : Tumor Necrosis Factor a) (Lakshmikanth et al., 2009).

17



Adaptive Immunity

Innate Immuni . ' .
ty ‘9“3“ Presentation (vj, -

Figure 11 : Elimination d’'une tumeur de mélanome par des cellules immunitaires
effectrices

Dans la composante innée de I'immunité, les cellules NK se lient aux cellules tumorales via des interactions
récepteur/ligand et sécrétent des molécules cytotoxiques qui causent la mort des cellules tumorales. Les
polynucléaires neutrophiles (PMN), les macrophages (M) et les cellules dendritiques (DC) phagocytent
les cellules de mélanome mortes et présentent les antigénes associés a la tumeur (TAA). Le recrutement
des lymphocytes T (T cells) par gradient de chimiokines et la présentation des TAA a ces lymphocytes active
la composante adaptative de 'immunité. Les lymphocytes T CD8+ se lient aux cellules tumorales présentant
les antigénes sur des molécules du CMH via I'engagement du récepteur au lymphocyte T (TCR) (en vert),
provoquant la mort des cellules de mélanome par sécrétion de granules cytotoxiques ou activation des
récepteurs de mort. Les lymphocytes T CD4+ présentent les antigenes aux lymphocytes B (B cells) qui
secretent alors des anticorps spécifiques des TAA et cause la mort des cellules tumorales via divers
mécanismes. Les cellules de I'immunité adaptatives peuvent également réactiver celles de I'immunité innée
via des interactions récepteur-ligand ou la production de cytokines. L’élimination des cellules de mélanome
permet également la libération de nouveaux antigenes tumoraux que peuvent phagocyter les cellules
présentatrices d’antigenes (DC, PMN et M¢).

Figure tirée de : Marzagalli et al, 2019, Semin Cancer Biol



L’expression de ces ligands est dépendante de la progression tumorale et de la localisation de la tumeur. Ainsi,
la perte de I’interaction avec le récepteur DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1) est responsable d’une perte
de la cytotoxicité des cellules NK, notamment dans les stades avancés (métastatiques) de la tumeur. Cette
réponse des cellules NK contre le mélanome intervient donc plutot a un stade précoce. Ces cellules peuvent
également contribuer au recrutement et a la maturation de cellules présentatrices d’antigénes (Macrophages,
PN et CD) via la sécrétion de cytokines telles que CXCL1 (CXC-motif-ligand-1) et CCLS (CC-motif ligand 5).
(Marzagalli et al., 2019).

Les macrophages et les neutrophiles polarisés vers un phénotype M1 ou N1 respectivement (Figure 12),
exercent leur action tumorale via la phagocytose, la sécrétion d’agents tumoricides (ROS, IFN-y, Ligand Fas)
ou encore le recrutement d’autres cellules immunitaires spécifiques (LT) par sécrétion de chimiokines. Une
étude a d’ailleurs montré dans un modéle de mélanome murin que la 1 population de cellules qui infiltre et
inhibe la croissance tumorale apres vaccination par Salmonella typhimurium (attiré par les milieux hypoxiques

comme le milieu intratumoral) était constitué de neutrophiles cytotoxiques (Blache e al., 2012).

En tant que cellules présentatrices d’antigénes (CPA) professionnelles, les cellules dendritiques (CD) peuvent
étre tres efficaces pour générer une réponse forte des lymphocytes T contre la tumeur. Les CD matures (ayant
reconnu et internalisé des antigénes tumoraux) expriment les marqueurs de costimulation (CD80 et CD86 —
Cluster of Differentiation 80/86) essentiels pour I’activation des LT mélanome-spécifiques (Tucci et al., 2014).
L’interaction du TCR (T cell receptor) sur le lymphocyte avec le CMH-I/Antigene sur la CD, les marqueurs
de co-stimulation et la présence de cytokines appropriées (IFN-y, IL-12) produites par les CD et les LT
auxiliaires (L Ty : T helper) permet le développement de LT cytotoxiques (L T.y) spécifiques (Marzagalli et al.,
2019). Dans le mélanome, les cellules dendritiques migratoires CD103+, grace a ’expression du récepteur
CCR7 a leur surface, sont essentiels pour une présentation et une activation des LT, CD8+ dans le ganglion

lymphatique drainant la tumeur ; jouant ainsi un role protecteur contre cette tumeur (Roberts et al., 2016).

Les macrophages M1, les polynucléaires neutrophiles N1 et surtout les cellules dendritiques sont donc capables
de présenter les antigénes captés et d’envoyer les signaux nécessaires pour engendrer une réponse adaptative

secondaire, portées principalement par les LT, CD4+ et les CTcy CD8+.

* Réponse antitumorale adaptative dans le mélanome

Les lymphocytes T effecteurs (Tefr) constitués des LT CD4+ et des LT CD8+ jouent un rdle important pendant
la phase adaptative de I’immunité via les interactions TCR-CMH qui sont entretenues par la présence d’IFN-y
et de TNF-a. Ce role essentiel est appuyé d’abord par le fait que la présence de LT infiltrant la tumeur (TIL —
Tumor Infiltrating Lymphocytes) est considérée comme un facteur de bon pronostic dans les mélanomes de
stade III (Clark, 1991) et dans les mélanomes métastatiques (Erdag et al., 2012). Pour une réponse efficace,

quatre éléments sont nécessaires : 1’activation des LT (par interaction avec les cellules dendritiques), la
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Figure 12 : Représentation simplifiée de la polarisation des macrophages et des
neutrophiles et fonctions associées dans le cancer

En fonction de l'environnement dans lequel ils se trouvent et des cytokines présentes dans cet
environnement, les monocytes et les neutrophiles peuvent étre polarisés vers un phénotype M1 ou N1,
antitumoral ou M2 ou N2, protumoral.



migration des LT dans la tumeur, I’identification des cellules de mélanome par les LT activés et enfin la
sensibilité des cellules tumorales a 1’apoptose. La migration des LT CD8+ aux métastases de mélanome est
facilitée par la présence des chimiokines CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 et CXCL10, qui peuvent étre
sécrétées par différentes cellules de 1’environnement tumoral telles que les macrophages ou les cellules
endothéliales ou les LT CD4+ (Harlin ef al., 2009). De plus, il semble que la présence de certaines intégrines
sur les LT CD8+ soit trés importante a la migration et au maintien de ces cellules dans les métastases, de maniere
site-spécifique (Salerno et al., 2014). Une fois sur place, les LT activés identifient les cellules de mélanome
qui expriment les antigénes tumoraux qui ont initié¢ leur activation. Des molécules de transport de protéine
(TAP : Transporter associated with antigen Processing), des protéines de liaisons et des chaperonnes (2-
microglobulin) permettent alors aux peptides tumoraux d’étre traités puis chargés sur des molécules du CMH-I
a la surface des cellules de mélanome (Mahmoud et al., 2017). Les lymphocytes T cytotoxiques ont alors deux
facons d’éliminer la cellule de mélanome : par la voie de ’apoptose ou par voie d’exocytose de granules
cytotoxiques. Dans le 1% cas, la liaison du ligand Fas (Fas L) sur le lymphocyte au récepteur de mort Fas sur la
cellule de mélanome provoque ’activation de la voie des caspases (8, 3 et 6-7 ou 8) et la mort par apoptose de
la cellule tumorale. Dans le 2 cas, la perforine et les granzymes contenus dans des granules LT,y passent &
travers le membrane tumorale (grace a la perforine) et provoque 1’apoptose par activation des caspases ou par
clivage de la protéine pro-apoptotique BID (via les granzymes) (Mahmoud et al., 2017). La mort des cellules
procure alors de nouveaux antigénes pour la présentation et I’expansion de LT mélanome-spécifiques (Figure
11). Ce cycle répété peut, dans certain cas, aboutir a la disparition complete de la tumeur et a la rémission du

patient a long-terme.

Cependant, dans de nombreux cas, un sous-type de population de cellules tumorales, généré par pression de
sélection résiste a la reconnaissance et a la destruction immunologique, échappe au contréle du SI. Elles

survivent a la phase d’¢élimination et entrent en phase d’équilibre (O’Donnell ez al., 2019).
(i) La phase d’équilibre

C’est lors de cette phase que le ST adaptatif empéche la croissance tumorale tout en sculptant I’immunogénicité
(i.e. la capacité d’induire une réponse immunitaire effective) des cellules tumorales. A 1’équilibre, les cellules
immunitaires maintiennent les cellules tumorales résiduelles en état de dormance (Figure 10). Ces dernieres
peuvent donc rester latentes de longues années, voire toute la vie du patient, avant d’évoluer, de reprendre leur
croissance puis de métastaser (Aguirre-Ghiso, 2007). L’existence de cet état de dormance controlée par
I’immunité a été mis en évidence par une expérience de tumorigénése qui montre que des souris
immunocompétentes traitées avec de faibles doses de carcinogene abritent des cellules tumorales en faible
quantité pendant une longue période sans développer de tumeur apparente (Koebel et al., 2007). Apres déplétion
des lymphocytes T CD4+ et CD8+, cet effet protecteur disparait et les tumeurs apparaissent dans pres de la

moitié de ces souris. Cela souligne 1’importance de ces effecteurs adaptatifs dans le maintien de la phase
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d’équilibre. Dans ce mé&me travail, les auteurs ont montré que ce maintien semblait étre dli 2 une combinaison

d’effets immunitaires cytostatiques (inhibition de la prolifération) et cytotoxiques (apoptose).

A ce titre, il a été montré au niveau moléculaire dans plusieurs cancers que 1’activité de la kinase ERK
(Extracellular signal-Regulated Kinase) et celle de sa contrepartie la kinase inhibitrice p38 MAPK (p38
Mitogen-Activated Protein Kinase) avaient un rdle déterminant dans cet état de dormance (Park and Nam,
2020). En effet, des cellules avec une forte activité de ERK et une faible activité de p38 sont hautement
proliférative alors que dans le cas inverse (ERK'**/p38"e") les cellules sont incapables de proliférer mais

n’entrent pas pour autant en apoptose : elles sont alors décrites in vivo comme étant « dormantes ».

La pression exercée par les effecteurs immuns couplée a D’instabilité génétique des cellules tumorales
encouragent la sélection de cellules tumorales aux propriétés immuno-évasives. Ainsi, les cellules tumorales
isolées qui se sont développées en absence de lymphocytes T (ayant donc échappé au maintien de la phase
d’équilibre) sont tres immunogéniques alors que les cellules tumorales issues de la phase d’équilibre de souris
immunocompétentes sont tres peu immunogenes. Ce dernier point témoigne d’un changement phénotypique

des cellules tumorales par les cellules immunitaires (immuno-édition) lors de cette phase.

La rupture de cette phase d’équilibre, via le « réveil » des cellules tumorales, pourrait étre di a 1’accumulation
de plusieurs éléments perturbateurs dans le microenvironnement tumoral. D une part, il a ét€ montré que certains
éléments de la matrice extracellulaire (MEC), comme les intégrines -1, étaient des régulateurs importants du
switch qui mene les cellules tumorales d’un état de dormance a une croissance métastatique. En effet, la liaison
des protéines de la MEC aux intégrines provoque 1’activation de la kinase FAK (Focal Adhesion Kinase) qui
régule a son tour plusieurs voies telles que celle de la prolifération ou du cycle cellulaire (Barkan and Chambers,
2011). D’autre part, plusieurs études ont montré qu’une inflammation chronique favorisait la rupture de cette
phase d’équilibre. Tout d’abord, une corrélation forte a été établie dans plusieurs cancers (sein, endomeétre,
bouche) entre le niveau d’inflammation et le taux de récurrence de ces derniers. De plus, 1’inflammation
chronique peut faciliter d’autres mécanismes, comme la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), afin de
promouvoir la réactivation des cellules dormantes. De maniére intéressante, |’interaction entre cellules
cancéreuses et cellules myéloides est également importante dans la progression du cancer. Dans le cancer du
sein, il a par exemple été montré que les macrophages inflammatoires facilitaient I’extravasion de cellules
cancéreuses dans le poumon par sécrétion de la chimiokine CCL2 (Qian et al., 2011). Dans un modele
d’adénocarcinome de pancréas, il a été reporté que le développement de métastases hépatiques dépendait du
recrutement de macrophages sécrétant de la granuline. La granuline induit en effet la transformation des cellules
hépatiques en myofibroblastes sécrétant de la périostine (Nielsen et al., 2016). L’environnement fibrotique qui
en résulte va alors faciliter la voie d’activation des intégrines et la réactivation des cellules dormantes. D’autre
part, une équipe a montré plus récemment que les neutrophiles jouaient un role clé dans le «réveil » des
cellules dormantes (Albrengues et al., 2018). Une inflammation soutenue au niveau des poumons (provoquée

par exemple par l’exposition a la fumée de cigarette) induit la formation par les neutrophiles de
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Figure 13 : Mécanismes d’échappement immunitaire dans le mélanome

Pendant la phase d’échappement, le dialogue entre les cellules de mélanome et les différentes cellules du
systeme immunitaire permet une immunosuppression et le maintien de la croissance tumorale. Les
facteurs sécrétés par les cellules de mélanome peuvent a la fois inhiber le recrutement de cellules
effectrices (LTeff, CPA) (VEGF, TGF-p) ou attirer des cellules immunosuppressives (LT, MDSC) (CCL2-22,
GM-CSF, IL-6). Les cellules immunitaire régulatrices peuvent alors a leur tour secréter des cytokines (IL10)
pour inhiber les cellules effectrices. Des interactions cellule-cellule peuvent également inhiber la réponse
immunitaire : L’engagement du CTLA4 (LT,,,) sur le CD86 (CPA) peut inhiber I'activation de ces dernier. De
la méme maniére, 'expression de PD-L1 sur la cellule de mélanome peut inhiber I'activation du LT par
interaction avec son récepteur PD-1. Certains facteurs métaboliques tels que I'enzyme IDO permet
I'immunosuppression par conversion du tryptophane (Trp) en Kynurénine (Kyn). Enfin, les besoins massifs
des cellules de mélanome en glucose et en acides aminés (Gln, Arg) privent les cellules immunitaires de ces
facteurs essentiels.

Lt.¢ : lymphocyte T effecteur ; LT,,, : lymphocyte T régulateur ; CPA : Cellule présentatrice d’Antigene ;

reg *

MDSC : Myeloid Derived Suppressor Cell

Figure tirée de : Marzagalli et al, 2019, Semin Cancer Biol



« pieges extracellulaires » (NETs : Neutrophil Extracellular Traps) dans la MEC grace a des protéases
responsables du clivage de la laminine. Ce clivage va alors dévoiler un épitope capable d’activer la voie des

intégrines sur les cellules tumorales dormantes et de provoquer ainsi leur prolifération.

Lorsque les cellules tumorales se réveillent et échappent a la surveillance immunitaire, elles s’engagent dans la

phase finale : I’échappement.

(iii) La phase d’échappement

Lors de cette phase, les cellules tumorales peu immunogéniques/immuno-évasives proliférent peu a peu
pour donner une tumeur bien visible (Figure 10). La progression de I’état d’équilibre a la phase d’échappement
peut étre due au changement phénotypique de la population de cellules tumorales (dfi & I’'immuno-édition et
la pression de sélection), et/ou au changement phénotypique des cellules immunitaires infiltrées en réponse
aux signaux immunosuppressifs induits par la tumeur elle-méme. Les mécanismes d’échappement sont
nombreux et peuvent résulter d’altérations au niveau de la cellule tumorale elle-méme, ou au niveau du
microenvironnement. Dans le premier cas, il peut s’agir d’altérations génétiques qui augmentent la résistance
aux effets cytotoxiques des cellules immunitaires (ex : surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl2),
diminuent la sensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance (ex : mutation ou perte du récepteur TGFf
[Transforming growth factor beta]) ou encore réduisent la reconnaissance par les cellules immunitaires (perte
de I’expression d’antigeénes) (Zitvogel et al., 2006). Dans le second cas, les cellules tumorales peuvent induire
un état immunosuppressif dans le microenvironnement par sécrétion de cytokines telles que VEGF, IL6
(Interleukin-6) ou TGF 3 (Burkholder et al., 2014). Ces cytokines pourront induire le recrutement de cellules
immunosuppressives telles que les Lymphocytes T régulateurs (LTw,) ou les MDSC (Myeloid Derived

Suppressor Cells) ou empécher 1’action de cellules immunitaires effectrices.

Dans le mélanome, la forte plasticité des cellules malignes est a 1’origine du caractére immunogénique de ce
cancer puisqu’elle favorise la création de néo-antigenes. Cependant, cette plasticité permet également a ces
cellules de s’adapter a un microenvironnement immunitaire hostile (Holzel er al., 2013). Les cellules de
mélanome devenue agressives sont en effet capables de modifier la composition de leur microenvironnement
immunitaire par sécrétion de cytokines et chimiokines immunomodulatrices, par modification du
métabolisme ou encore via des interactions ligands-récepteurs. Le dialogue entre ces cellules tumorales et le
stroma immunitaire va alors créer un terrain favorable au développement irrépressible du mélanome (Figure

13)

e Diminution du recrutement et de 1’activation des cellules innées antitumorales au profit de cellules

1mmunosuppressives

La 1°° facon de freiner la réponse immunitaire antitumorale pour les cellules de mélanome va étre

d’empécher le recrutement ou ’activation de cellules immunitaires effectrices. Ce blocage est majoritairement
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médié par la sécrétion de cytokines, souvent liée a une hyperactivation de la voie NFkB (Nuclear Factor Kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells), une des voies essentielles de I’inflammation (Umansky and Sevko,
2012). Certaines de ces chimiokines telles que le VEGF et le TGF- vont alors impacter le recrutement ainsi
que la maturation des cellules dendritiques (Ellis and Hicklin, 2008; Javelaud et al., 2008), empéchant ainsi
également ’activation des LT effecteurs (LT.r). Le recrutement des CD peut également étre impacté par le
défaut de production de la chimiokine CCL4 dans les cellules de mélanome mutées BRAF/PTEN et avec
dérégulation de la voie Wnt (forme non dégradable de la Bcaténine). Dans d’autres cas, I’immunorégulation
peut étre médiée par I’altération d’enzymes ou de médiateurs métaboliques. Ainsi, la surexpression dans les
cellules de mélanome de I’enzyme IDO (Indoleamine 2,3-dioxygénase), qui convertit le tryptophane en
kynurénine, engendre 1’inhibition de 1’activité cytolytique des cellules NK par diminution de 1’expression de
leurs ligands activateurs (tel que NKG2D) (Pietra et al., 2012). En parall¢le, I’expression des récepteurs a
I’adénosine A2ARs sur des cellules myéloides (macrophages, CD) impacte indirectement la fonction effectrice

des cellules NK (Cekic et al., 2014).

En plus d’empécher le recrutement de cellules effectrices, les cellules de mélanomes peuvent favoriser
le recrutement ou la fonction de cellules immunosuppressives. Ainsi, elles peuvent privilégier le recrutement et
la polarisation des macrophages de type M2 pro-tumoraux (Figure 11). Les macrophages sont recrutés par
sécrétion de CCL2 (Chemokine C-C-motif ligand 2). Une étude a montré que la réponse antitumorale des
macrophages dépend du niveau de sécrétion de cette chimiokine (Nesbit ef al., 2001) : en quantité importante,
cette chimiokine induit une migration massive de macrophages produisant du TNF-a., ce qui induit I’élimination
de la tumeur ; en faible quantité cependant, le CCL2 induit une infiltration modeste des macrophages et la
croissance tumorale. Deux cytokines jouent en revanche un role clair dans la polarisation des macrophages en
macrophages M2 : le TGF- (par expression d’un programme transcriptionnel complet - en coopération avec
les glucocorticoides) et I’IL-10 (par diminution de 1’expression du CMH II et du ligand de co-stimulation B7
sur les macrophages) (Wang et al., 2017a). Ces macrophages M2 ont alors pour rdle d’inhiber I’activation des
LTe, de favoriser I’invasion par production de métalloprotéases (MMP) et I’angiogenése par celle de molécules

comme le VEGF.

De la méme maniere, si les neutrophiles recrutés par les chimiokines CXCL1/2/3/5 et 8 peuvent étre
protecteurs (type N1) lors de I’initiation de la tumeur, ils sont souvent pro-tumoraux (type N2) dans les stades
avancés de mélanome. Le mécanisme par lequel les neutrophiles se polarisent vers un phénotype N2 n’est pas
encore totalement €lucidé mais il a été montré que la présence de TGF-B dans différentes tumeurs favorisait
fortement ce switch (Fridlender et al., 2009). Une étude plus récente a également démontré I’implication du G-
CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor) et du CXCL6 (Chemokine (C-X-C motif) ligand 6), sécrétés par
des cellules tumorales circulantes, dans le recrutement et la polarisation des neutrophiles N2, appuyant ainsi

I’implantation de métastases (Li et al., 2017¢c). Les neutrophiles N2 contribuent & I’immunosuppression par
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Figure 14 : Génération de MDSCs (Myeloid Derived Suppressor Cells) en
condition tumorale

Les MDSCs sont une population de cellules hétérogénes et font partie de la lignée de cellules myéloides qui
comprend les progéniteurs de cellules myéloides et les précurseurs de granulocytes, macrophages et
cellules dendritiques. Chez un individu sain, les CMIs générés dans la moelle osseuse se différencient en
granulocytes, macrophages ou cellules dendritiques matures. De nombreuses cytokines et facteurs solubles
relargués lors d’un cancer causent la prolifération des CMIs et bloquent partiellement leur différenciation.
Ceci aboutit a 'apparition et a I'accumulation de MDSCs, qui peuvent alors migrer aux organes lymphoides
secondaires et a la tumeur, ou ils exercent leurs effets sur d’autres populations cellulaires.

MDSC : Myeloid Derived Suppressor Cell ; CSH : Cellule Souche Hématopoiétique ; PMC : Progéniteur
Myéloide Commun ; CMI : Cellule Myéloide Immature

Figure adaptée de : Bronte and Gabrilovitch, 2010
(Poster Nature Review Immunology / Biolegend)



expression de protéines co-inhibitrices (PD-L1), surexpression de molécules immunosuppressives (IDO) ou de

cytokines impliquées dans le recrutement LT, (IL17).

Enfin, le microenvironnement du mélanome abrite également des cellules immunosuppressives
appelées MDSC (Myeloid Derived Suppressor Cells), dérivées de précurseurs myéloides de la moelle osseuse
et qui peuvent étre induits et mobilisées par la présence de cytokines (VEGF, GM-CSF, G-CSF, IL-10, IL-6
IL1-B...) libérées dans un contexte cancéreux (Figure 14) (Bronte and Gabrilovitch, 2010). Dans le mélanome
en particulier, la sécrétion des ligands du récepteur CCRS (C-C chemokine receptor type 5) (CCL3, CCL4 et
CCL5) semble étre importante pour le recrutement de MDSCs dans la tumeur. Des chercheurs ont en effet
montré une accumulation de MDSCs CCR5+ dans des tumeurs de mélanome (modeéle murin), associée a une
augmentation des ligands de CCRS5 et a une progression tumorale (Blattner et al., 2018). De plus, certains micro-
ARNSs surexprimés dans le mélanome peuvent induire la conversion des monocytes en MDSCs (Huber et al.,
2018). Dans la tumeur, les MDSCs inhibent les fonctions effectrices des LT par plusieurs moyens (Fleming et

al.,2018) :

- Lasécrétion d’arginase-1 (Argl) et d’iNOS (inducible nitric oxyde synthase) qui résulte en production
d’oxyde nitrique (NO) induit un arrét du cycle cellulaire et une perte de fonctionnalité des LT (défaut
de présentation par le TCR)

- L’expression de I’enzyme IDO (Indoléamine 2, 3-dioxygénase) provoque un double effet via la
déplétion environnementale de tryptophane dégradé (arrét du cycle LT et différenciation des LT CD4+
en LT) et la production de kynurénine (inhibition de la survie et de la prolifération des LT)

- La production de ROS induit une sous-expression du TCR et a forte dose provoque ’apoptose des LT

- Lasécrétion des cytokines TGF-f et IL-10 par les MDSCs réduit I’activité des LT effecteurs et permet
le recrutement des LTregs.

- La surexpression du ligand co-inhibiteur PD-L1 sur les MDSCs induit I’anergie (la tolérance, non-

activation) des LT

Les différents effets induits par les cellules tumorales sur ces cellules innées vont alors agir sur la croissance
tumorale soit par effet direct (diminution de la cytotoxicité des NK par exemple), soit par effet indirect en

empéchant le recrutement et I’activation des cellules du systéme immunitaire adaptatif.

e Défaut de la présentation et de la reconnaissance antigénique

La présentation des antigénes tumoraux spécifiques (TAA) par les CPA ou par les cellules tumorales
elles-mémes permet d’activer les lymphocytes T qui vont alors reconnaitre les cellules tumorales afin de les
éliminer (Figure 15) ; elle constitue donc le lien principal entre immunité innée et adaptative. Les cellules de

mélanome peuvent échapper a cette reconnaissance via trois mécanismes principaux (Mahmoud et al., 2017) :

- La diminution (ou perte) de ’expression des antigénes (TAA) a leur surface
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Figure 15 : Machinerie de présentation antigénique par le CMH I

Les molécules du CMH de classe I sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique (RE). Le pliage et
I'assemblage de la molécule sont aidés par une protéine chaperonne, la calnexine. La chaine s'associe a
a la f2microglobuline (f2m) puis ce complexe s'associe a la protéine TAP (Transporter associated with
antigen processing).

La protéine endogene est synthétisée principalement dans le cytosol d’'une cellule cible, ou endocytée
par une CPA). Elle est dégradée en peptides par le protéasome. Le transfert des peptides dans le RE se
fait par l'intermédiaire de la pompe a peptide TAP. Certains peptides peuvent entrer dans le RE et
s'associer a la molécule CMH I directement ou avec I'aide d’'une molécule chaperonne. Le complexe CMH
[-b2m-peptide qui se dissocie alors de TAP.

Le complexe CMH I-b2m-peptide traverse les compartiments de l'appareil de Golgi, puis gagne la
membrane cellulaire dans une vésicule de transport. Le peptide antigénique peut alors étre présenté a
un lymphocyte T cytotoxique CD8+ via I'interaction avec son TCR (T cell receptor).

Figure adaptée de :
http://lvts.fr/Pages html/Encyclopedies/Cours%20Immuno/chapitre%202.htm



http://lvts.fr/Pages_html/Encyclopedies/Cours%20Immuno/chapitre%202.htm

- Des défauts dans la machinerie de transport et de présentation des antigénes tels que la diminution
de ’expression de la protéine de transport TAP (Transporter Associated with antigen Processing) qui
participe au chargement de 1’antigéne sur les molécules du CMH 1

- La régulation négative des molécules du CMH (présentant 1’antigéne), trés fréquemment due dans le
mélanome a la perte de la B2-microglobuline (32m), requise pour la formation du complexe « 32m-
CMH I-peptide antigénique » et son transport a la surface de la cellule. Cette perte est due le plus

souvent a une mutation d’une des copies du gene de la f2m puis de la perte de 1’autre copie.

De plus, méme lorsque cette reconnaissance antigénique n’est pas affectée dans les tumeurs de mélanome,

d’autres mécanismes existent pour empécher une bonne réponse immunitaire adaptative.

e Diminution du recrutement, de I’activation et de la survie des lymphocytes T effecteurs au profit de

lymphocytes T régulateurs

En plus de I’interaction du TCR (LT) avec le CMH/antigéne (CPA ou cellules tumorales), le lymphocyte
a besoin d’un signal de costimulation pour étre activé. Ce signal complémentaire est apporté par 1’interaction
de molécules costimulatrices des CPA ou cellules tumorales (CD80 et CD86, aussi appelés B7-1 et B7-2) avec
leur récepteur activateur sur les LT (CD28). Parallelement, I’interaction de ligands (PD-L1 - Programmed death
ligand 1) ou de récepteurs (PD-1 — Programmed cell death protein 1, CTLA4 - Cytotoxic T-Lymphocyte-
Associated protein 4) inhibiteurs avec leurs partenaires provoquent un signal négatif qui engendre 1’anergie
des LT. Les cellules de mélanome surexpriment alors le ligand PD-L1 (B7-H1) pour empécher 1’activation des
LT et provoquer leur apoptose (Dong et al., 2002). De la méme maniere, il a été montré que les cellules de

mélanome surexprimaient CTLA4 de maniere IFN-y dépendante (Mo et al., 2018).

De plus, il a ét€ montré que I’exposition constante des lymphocytes T CD8+ aux antigénes de
mélanome provoquait un dysfonctionnement de ces cellules qui présentent un état d’épuisement. Cet état se
traduit par une forte expansion clonale de ces LT non fonctionnels qui surexpriment des molécules inhibitrices
comme PDI1, TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3) ou LAG-3 (Lymphocyte-
activation gene 3) (Li et al., 2019). Une étude a alors démontré que cette différenciation des LT en LT épuisés
et dysfonctionnels par présentation chronique des antigenes par les cellules tumorales suit un programme
chronologique parallele a la progression tumorale (Schietinger et al., 2016). En phase précoce, les lymphocytes
T sous-expriment les génes impliqués dans 1’activation de leurs fonctions effectrices de maniére réversible alors
qu’en phase de progression tardive, ils surexpriment les génes impliqués dans I’immunosuppression de maniére

irréversible.

Par ailleurs, les cellules de mélanome peuvent échapper a la surveillance immunitaire adaptative grice
a leur reprogrammation métabolique. En effet, les cellules cancéreuses ont un besoin de consommation en

nutriments trés important pour pouvoir assurer leur prolifération rapide et basculent par exemple sur un
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métabolisme glycolytique mé&me en présence d’oxygene (Effet Warburg). De ce fait, les lymphocytes T dans le
milieu intratumoral sont largement impactés par la privation de ces nutriments. Le manque de glucose,
d’oxygene ou encore de certains acides aminés importants (Glutamine, Arginine, Tryptophane) inhibe en effet
leur prolifération, leur survie ou méme leur activation et leur fonction (sécrétion de cytokines, activité
cytolytique) (Marzagalli et al., 2019). Contrairement a celui de la glutamine et 1’arginine directement
consommeées par les cellules de mélanome, le manque de tryptophane est dii a la surexpression de 1’enzyme
IDO par les cellules tumorales et les MDSCs. La production de kynurénine (depuis le tryptophane) par cette
enzyme permet également d’induire la surexpression du récepteur inhibiteur PD-1 sur les LT via sa liaison
au facteur de transcription ligand-dépendant AhR (Aryl Hydrocarbon Receptor). En outre, la liaison de la
kynurénine a ce récepteur induit la différenciation des LT en LT régulateurs, cellules qui ont pour role

d’atténuer la réponse immunitaire.

Le microenvironnement du mélanome est effectivement composé de lymphocytes T régulateurs
(LTreg). Ces cellules sont sur-représentées aussi bien dans les tumeurs primaires que dans les métastases
ganglionnaires et distantes (Mourmouras et al., 2007; Viguier et al., 2004). Les LTy, sont caractérisés par
I’expression en surface de CD4 et de CD25 et par celle du facteur de transcription FoxP3 (Forkhead box P3) et
par leur action immunos<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>